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Resumo 

A Biotecnologia tem avançado cada vez mais no sentido de modificar 

organismos para gerar células que produzam de forma eficiente e com menor 

desvio metabólico um produto de interesse. Os circuitos sintéticos genéticos, 

produto da Biologia Sintética, podem ser utilizados para modular a expressão 

de diversos genes, inclusive para o controle de genes específicos de vias 

metabólicas de forma mais precisa. Os circuitos também podem alterar a 

expressão de genes dependendo de estímulos externos em um biorreator, por 

exemplo. A construção de circuitos sintéticos lógico com o objetivo de 

desenvolver organismos biológicos artificiais com comportamento previsível e 

regulável tem sido o maior desafio. A utilização de ferramentas como as 

integrases para a construção de circuitos sintéticos baseados na lógica 

Booleana já foram utilizadas em bactérias, plantas e em células de mamíferos. 

Recentemente, foram caracterizadas 11 integrases ortogonais e não há relatos 

de sua utilização na construção de circuitos em Saccharomyces cerevisiae até 

o momento. Portanto, foi construído um circuito sintético lógico do tipo XOR 

(Ou exclusivo) utilizando as integrases 4, 5 e 8. Como sinais de entrada foram 

usados o cobre e a galactose e o sinal de saída foi a emissão de fluorescência 

da GFP (Green fluorescente protein). Entretanto, esse circuito não foi funcional. 

Com o objetivo de verificar os possíveis problemas passamos a estudar a 

funcionalidade das integrases individualmente. Avaliamos as integrases 4 e 8 

sob o controle do promotor responsivo a galactose (PGal1/Gal10). A integrase 4 

apresentou a capacidade de ativar o dispositivo genético ao contrário da 

integrase 8. Portanto, a integrase 4 se mostra funcional em levedura, abrindo 

caminho para a utilização de integrases como novas ferramentas moleculares 

para o desenvolvimento e construção de circuitos sintéticos. 
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Abstract 

Biotecnology field has advanced in recent years to modify organisms to 

generate cells that synthetize a product of interest more efficiently and with less 

metabolic deviation, as well as to develop organisms with new functions. 

Synthetic circuits, a recent product of the evolution of synthetic biology, could 

be used to modulate the expression of several genes, including the control of 

specific genes of metabolic pathways in a more precise way. Circuits can also 

alter the expression of genes depending on external stimuli like in a bioreactor, 

for example. The design of synthetic genetic circuits aiming the development of 

artificial biological organisms with adjustable and predictable behavior has been 

a great challenge. The utilization of molecular tools such as integrases for the 

construction of genetic circuits based on Boolean logic is already being carried 

out in bacteria, in plants and mammalian cells. Recently, 11 orthogonal 

integrase have been characterized and there is no report on their use in the 

yeast S. cerevisiae so far. Therefore, a synthetic XOR (exclusive OR) genetic 

circuit was developed using integrases 4, 5 and 8.  The inputs used were 

cooper and galactose and the output was the fluorescence of GFP (Green 

fluorescent Protein). However, the circuit was not functional. Aiming to identify 

the possible problems, we studied the functionality of the integrases individually.  

Integrases 4 and 8 were tested under the control of a promoter responsive to 

galactose (PGal1/Gal10). The Integrase 4 was able to activate he genetic switch, 

unlike integrase 8. Thus we have shown that integrase 4 was functional in 

yeast, paving the way to the utilization of these integrases as a new molecular 

tool for the development and construction of genetic circuits in yeasts. 
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1 Introdução 

1.1 Circuitos sintéticos 

 

 A Biotecnologia tem avançado cada vez mais no sentido de modificar 

organismos para gerar células que produzam de forma eficiente e com menor 

desvio metabólico um produto de interesse (Ostergaard et al., 2000; Nielsen e 

Keasling, 2011). Para isso, são utilizadas diversas técnicas de engenharia 

metabólica, edição genômica e biologia sintética (Kavšček et al., 2015). A 

engenharia metabólica envolve o estudo do fluxo das vias metabólicas, das 

modificações genéticas necessárias (deleção ou mutação de genes e super 

expressão de genes, nativos ou heterólogos) para que seja possível a 

obtenção do produto de interesse da forma mais eficiente possível (Ostergaard 

et al., 2000; Nielsen e Jewett, 2008; Jullesson et al., 2015). Para a edição 

gênica são usadas várias técnicas desde recombinação homologa, 

meganucleases (transposons, recombinases e intron), nucleases modificadas 

como TALEN (transcription activator-like effector nuclease), ZNF (zinc finger 

nuclease) até as mais recentes técnicas de CRISPR/Cas (Cheng e Alper, 2014; 

Doudna e Charpentier, 2014). 

 

A Biologia Sintética vem contribuir no sentido de ajustar de forma fina o 

fluxo metabólico. Dentre as formas de atuação na Biologia Sintética neste 

tópico podemos citar a engenharia de promotores, com o uso de promotores 

sintéticos e híbridos, e o uso de circuitos genéticos para controle fino e preciso 

de pontos chaves da via metabólica e até mesmo para a identificação de novas 

vias metabólicas (Medema et al., 2011).  

 

Para que haja um bom rendimento do produto de interesse não basta 

apenas expressar os genes codificadores das enzimas da via, mas regular o 

nível de expressão de cada uma para que não haja acumulo de produtos 

intermediários da via.  (Nielsen e Keasling, 2011).  

 

Outra abordagem da engenharia metabólica é identificar novas vias 

metabólicas. No caso de organismos não cultiváveis que possam “clusters” 
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ainda não caracterizados, capazes de produzir drogas ou químicos úteis, os 

circuitos genéticos podem ser usados para testar esses “clusters” gênicos (ou 

aglomerados gênicos) (Frasch et al., 2013; Shao et al., 2013).  

 

Além disso, por permitirem que os organismos sejam capazes de responder 

a condições ambientais transientes, os circuitos genéticos podem promover 

respostas em uma célula de acordo com as condições do biorreator; gerar 

células terapêuticas que respondam a determinado estímulo relacionado a uma 

doença no corpo humano e serem usados no desenvolvimento de biosensores 

para monitoramento de condições ambientais e produção de kits de 

diagnósticos, dentre outros (Nielsen et al., 2013). 

 

 Os circuitos sintéticos nada mais são que circuitos genéticos com uma 

abordagem da engenharia, onde se faz analogia do controle de transcrição dos 

organismos vivos com circuitos eletrônicos (Mcadams e Shapiro, 1995; Nielsen 

et al., 2013). A principal estratégia para a construção de circuitos sintéticos é 

utilizar partes vindas de outros contextos genéticos em um organismo para que 

ele possa gerar respostas previsíveis (Elowitz e Leibler, 2000; Chen et al., 

2018). Os primeiros circuitos sintéticos desenvolvidos foram o interruptor 

genético (toggle switch) e o circuito oscilatório, ambos em Escherichia coli 

(Elowitz e Leibler, 2000; Gardner et al., 2000). O primeiro, um circuito que 

possui dois estados transcricionais, em que ambos se reprimem. Após o 

primeiro estímulo o estado transcricional permanece ativo até o segundo 

estímulo (Figura 1A) (Gardner et al., 2000). O circuito oscilatório é um 

dispositivo genético com três repressores, onde um reprime o outro, de forma 

cíclica, gerando uma resposta oscilatória (Figura 1 B) (Elowitz e Leibler, 2000).  
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Figura 1- Representação dos primeiros circuitos sintéticos. A. Interruptor genético 

composto por dois repressores e um gene repórter. B. Circuito oscilatório composto 

por 3 repressores e um gene repórter. Modificado de Way (2014). 

 

 Posteriormente outros tipos de circuitos sintéticos foram desenvolvidos 

como os baseados em retroalimentação, comunicação celular, baseados em 

RNA, portas lógicas e memória permanente. Os circuitos sintéticos baseados 

em retroalimentação são capazes de contar eventos, onde um sinal atua como 

um regulador positivo ou negativo da tradução e atua em conjunto com uma 

sequência de ativadores transcricionais que é capaz de contar os pulsos de um 

sinal (Figura 2) (Bashor et al., 2008; Friedland et al., 2009). Nos circuitos 

sintéticos de comunicação celular, baseados em quorum sensing, são 

montados dois dispositivos, um na célula emissária (sender) e outro na célula 

receptora (receiver), onde a primeira célula produz um estímulo para a segunda 

célula (Liu et al., 2011). 

 

A. 

B. 
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Figura 2- Representação esquemática de um circuito de retroalimentação. O 

circuito de retroalimentação positiva composto por 2 ativadores e um gene repórter, 

além de um RNA transativador. Modificado de Way (2014). 

 

Os dispositivos baseados em RNA requerem a presença de uma 

molécula que irá promover a mudança de conformação estrutural do RNA 

(estrutura em grampo), ativando ou reprimindo a transcricional ou tradução 

(Bayer e Smolke, 2005). Os circuitos sintéticos que envolvem portas lógicas 

são circuitos que se baseiam na lógica Booleana, onde um conjunto de sinais 

de entrada pode gerar ou não um sinal de saída. Com a combinação de 

diferentes sinais de entrada e saída, é possível realizar operações lógicas que 

são representadas através de portas lógicas. Esses circuitos se caracterizam 

pela busca de aumento da previsibilidade e controle sobre o organismo, 

utilizando-se de sinais de entrada (como indutores) e sinais de saída (como 

gene repórter ou a expressão de uma molécula de interesse) (Weiss e Basu, 

2002). 

 

Os circuitos sintéticos de memória se baseiam na memória genética. Esta 

se caracteriza pela capacidade de um organismo ou população de gravar 

estímulos transientes, sem a necessidade constante do estímulo. Em alguns 

circuitos sintéticos, a memória é transiente, ou seja, a informação armazenada 

após o estímulo só é perdida a partir de um segundo estímulo, estes são 
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chamados os circuitos sintéticos de memória reversível (Inniss e Silver, 2013). 

No entanto, existem os circuitos sintéticos que causam uma mudança de forma 

permanente na célula, de forma que as próximas gerações, mesmo que não 

sejam expostas ao estímulo inicial, são capazes de manter a informação (Ham 

et al., 2008). Esse tipo de memória é denominado memória permanente, sendo 

associado a mudanças no DNA (Siuti et al., 2013; Yang et al., 2014).  

 

 Ajo-Franklin e colaboradores (2007) desenvolveram um circuito de 

memória que é ativado a partir de um interruptor genético. Neste circuito 

sintético, um estímulo ambiental leva a produção de um elemento ativador que 

vai promover a ativação de um promotor autorregulado, ou seja, o promotor 

produz seu próprio ativador, levando assim ao estado de memória, onde o 

sistema permanece ligado permanente (Figura 3) (Ajo-Franklin et al., 2007; 

Burrill e Silver, 2011). Por fim, temos os circuitos de memória permanente que 

se baseiam na utilização de integrases e excisionases que são capazes de 

causar modificações no DNA, levando-o a diferentes estados alternados 

(Bonnet et al., 2012; Siuti et al., 2013). 

 

 

Figura 3- Representação esquemática de um circuito de memória genética. Para 

a ativação deste circuito sintético, é necessário um sinal externo que ativará um 

elemento gatilho no circuito sintético, promovendo a transcrição de um ativador que irá 

ativar a transcrição de um promotor autorregulado. Desta forma, a partir da ativação 

do circuito sintético é ativado um elemento de memória, tornando o circuito sintético 

ligado permanentemente. Modificado de Way (2014). 
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Assim como os circuitos eletrônicos, os circuitos genéticos podem ser 

analógicos ou digitais. Nos circuitos analógicos, os sinais para a ativação do 

circuito são variáveis contínuas, ou seja, dentro de um intervalo são infinitas 

possibilidades, como as concentrações de um indutor por exemplo. Assim, a 

resposta a esse tipo de circuito é proporcional ao estímulo do indutor (Nielsen 

et al., 2013; Roquet e Lu, 2014). No caso dos circuitos digitais, suas variáveis 

são binárias e discretas, sendo descritas, portanto dois estados, sendo 0 (o 

estado desligado) ou 1 (estado ligado). Dentro dos circuitos digitais, também 

são possíveis construir circuitos que são capazes de gravar alguma condição 

transitória no organismo (Siuti et al., 2013; Roquet e Lu, 2014).  

 

1.2 Circuitos sintéticos lógicos 

 

 Dentro dos circuitos digitais, alguns circuitos podem ser descritos 

através de operações lógicas, denominada álgebra Booleana. Esses circuitos 

são descritos como circuitos lógicos. 

 

 A partir de um sinal de entrada (“input”), ou seja, um estímulo externo 

que irá ativar ou reprimir um promotor surgem respostas ou um sinal de saída 

(“output”). A partir da combinação de diferentes sinais de entrada pode-se obter 

ou não um sinal de saída. Para o entendimento dos circuitos sintéticos lógicos, 

é necessário o conceito de álgebra Booleana.  

 

 A álgebra Booleana é muito utilizada para a descrição de circuitos 

eletrônicos e também está sendo muito utilizada para o circuito sintético lógico. 

Essa álgebra tem como princípio a existência de apenas duas variáveis, ou 

seja, podem ser V ou F (falso ou verdadeiro), H ou L (alto ou baixo), 1 ou 0. Na 

eletrônica e nos circuitos sintéticos lógicos, os circuitos são descritos como 1 

ou 0. As portas lógicas das álgebras Booleanas representam operações que 

podem ser feitas através da combinação de diferentes sinais de entrada 
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gerando um sinal de saída, tais como multiplicação lógica (AND), adição lógica 

(OU) ou exclusiva (XOR), entre outras (Güntzel e Nascimento 2001). A 

representação através de uma tabela dessas operações é denominada tabela 

da verdade. Por exemplo, na operação lógica do tipo AND (E), só haverá um 

sinal de saída quando ambos os sinais de entrada estiverem presentes. Por 

outro lado, na operação do tipo OR (ou), só haverá sinal de saída quando um 

ou outro sinal ou ainda ambos estiverem presentes (Tabela 1).  

 

Tabela 1- Representação da Tabela verdade. Tabela verdade representando as 

operações do tipo AND e do tipo OR. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Usando a álgebra Booleana, foi desenvolvido em E. coli um circuito 

sintético do tipo AND (Moon et al., 2012). Esse circuito é composto por dois 

promotores induzíveis, um controlando a produção de uma chaperona, e outro 

promotor controlando a produção de um fator de transcrição. Apenas com a 

geração de ambos, a chaperona pode atuar no promotor que gera o estímulo 

de saída, a proteína fluorescente RFP (Moon et al., 2012). Outro exemplo de 

circuito sintético lógico foi a construção do circuito do tipo OR em levedura. 

Neste estudo, eles utilizaram dois sinais de entrada, cloreto de sódio e 

galactose (Regot et al., 2010). Caso um ou outro esteja presente, haverá sinal 

de saída, no caso, produção de GFP. Caso ambos sejam presentes, também 

haverá um sinal de resposta, caracterizando assim um sistema lógico do tipo 

OR. 

  

 A construção de circuitos sintéticos lógico com o objetivo de desenvolver 

organismos biológicos artificiais com comportamento previsível e regulável tem 

A B AND 

0 0 0 

1 0 0 

0 1 0 

1 1 1 

A B OR 

0 0 0 

1 0 1 

0 1 1 

1 1 1 
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sido o maior desafio (Brophy e Voigt, 2014; Chen et al., 2018).  Quando essa 

lógica de 0 ou 1 é aplicada a circuitos biológicos, percebe-se que as células 

não se comportam todas da mesma forma, então obter uma resposta tudo ou 

nada é uma das maiores barreiras na construção de circuitos, dado a natureza 

estocástica dos processos moleculares (Hsiao et al., 2016). Várias abordagens 

para contornar este problema foram feitas, inclusive a análise da resposta da 

população como um todo, e não apenas de uma célula (Mathis e Ackermann, 

2016). Porém, uma das abordagens que têm sido usadas é a utilização das 

integrases, pois caso o sinal de saída a ser considerado seja a inversão do 

DNA, as integrases são capazes de gerar respostas duradouras, 

caracterizando uma memória permanente (Ham et al., 2008). Além disso, a 

descoberta de novas integrases nos permite utilizá-las de forma combinada 

para a criação de circuitos cada vez mais digitais (Yang et al., 2014). 

 

1.3 Integrases 

 

 As integrases são uma classe de proteínas virais que mediam a 

integração e a excisão dos fagos no genoma durante o ciclo de vida lisogênico 

e lítico (Smith e Thorpe, 2002). As integrases reconhecem dois sítios com 

aproximadamente 50 pb conhecidos como attB (attachment Bacteria ou sítio de 

ligação de bactéria) e attP (Attatchment Phage ou sítio de ligação do fago). 

Dependendo da orientação dos sítios, elas são capazes de realizar a 

integração/ excisão ou a inversão da orientação do segmento de DNA, gerando 

dois outros sítios denominados attL (attachment Left ou sítio de ligação 

esquerdo) e attR (attachment Right ou sítio de ligação direito). Existem dois 

tipos de integrases: as integrases do tipo tirosina e do tipo serina. (Ross e 

Landy, 1982; Grindley et al., 2006). 

 

 As integrases do tipo tirosina, como Cre recombinase (sistema 

CreA/loxP) necessitam de um fator de integração e proteínas acessórias para a 

realização da excisão e a integração. A maioria dos estudos realizados em 

Saccharomyces cerevisiae utiliza essa integrases como ferramentas para 

engenharia genômica (Merrick et al., 2018; Snoeck et al., 2019). O mecanismo 
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de excisão deste tipo de integrase baseia-se na formação de estado 

intermediário parecido com a junção de Holliday (Ross e Landy, 1982). Já as 

integrases do tipo serina não necessitam de proteínas acessórias, apenas 

sítios de 50 pb de reconhecimento. A integrase se liga covalentemente a 

extremidade 5’ da fita de DNA, promove a quebra das duplas fitas, muda sua 

conformação, invertendo a sequência, antes da religação. A quebra na dupla 

fita ocorre no centro da sequência attP e attB, e após a inversão, os sítios attP 

e attB são parcialmente invertidos, gerando uma nova sequência que é 

denominada attL e attR (Figura 4). Para a reversão da ação da integrase, é 

necessária a expressão de um fator denominado RDF (recombination 

directionality factor ou fator direcional de recombinação) que auxilia a integrase 

a agir nos sítios attL e attR, não sendo possível a reversão pela própria 

integrase devido à modificação dos sítios attP e attB (Smith e Thorpe, 2002; 

Grindley et al., 2006; Merrick et al., 2018). Portanto, as integrases do tipo 

serina são capazes de realizar a inversão de um segmento de DNA de forma 

permanente e irreversível pela mesma, gerando assim uma memória 

permanente, não sendo necessário gasto de energia ou adição constante de 

químicos para a manutenção do fenótipo (Ham et al., 2008). (Siuti et al., 2013; 

Yang et al., 2014). 

 

Figura 4- Representação da ação da integrase e seus sítios de reconhecimento.  

Em rosa está o sítio attB e em vermelho o sítio attP. Em azul está representado um 

gene de interesse que tem sua orientação modificada após a modificação da 

integrase. Os novos sítios formados são denominados attL e attR. 
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 Já foram descritas várias integrases do tipo serina tais como phiBT1, 

TP901, R4, Bxb1, MR11, A118, phiK38, phiC31, Wβ e SPBC (Brown et al., 

2011).    Recentemente Yang e colaboradores (2014) descreveram 11 

integrases funcionais em E. coli, sendo altamente ortogonais. Essa propriedade 

confere a integrase a característica de não reconhecer o sítio de outra 

integrase, evitando a inversão do segmento de DNA no lugar errado.  

 

1.4 Circuitos sintéticos e integrases 

 

 As integrases são muito utilizadas na construção de circuitos mais 

complexos, ou seja, com mais de uma porta lógica. A utilização destas 

integrases permite a construção de virtualmente todos os tipos de portas 

lógicas expressas pela Lógica Booleana (Siuti et al., 2013). As serina-

integrases já foram testadas em bactérias, leveduras, células de mamíferos e 

de aves (Yang et al., 2014; Hsiao et al., 2016; Merrick et al., 2018). Como o 

mecanismo de funcionamento dessas integrases não depende de fatores 

intrínsecos do organismo hospedeiro, os circuitos podem ser testados em 

levedura e posteriormente testados em células de mamíferos mantendo um 

comportamento esperado (Folliard et al., 2017).  

 

 Alguns estudos envolvendo as serina-integrases e sua aplicação para a 

construção de circuitos sintéticos lógicos estão sendo feitos. Foram utilizadas 

as integrases phiC31 e Bxb1 em E. coli para construir todas as 16 portas 

lógicas booleanas utilizando combinações de promotores e terminadores, com 

resultados promissores (Siuti et al., 2013). Mais recentemente, um grupo de 

pesquisa desenvolveu uma ferramenta capaz de predizer a resposta de 

circuitos lógicos baseados em integrases. Foi realizada a predição e 

confirmação em larga escala de circuitos sintéticos lógicos em células de 

mamíferos (113 circuitos genéticos foram testados), confirmando a 

funcionalidade de 96.5% (Weinberg et al., 2017). 

 

 Foram testados 10 serina-integrases diferentes em S. cerevisiae 

(phiBT1, TP901, R4, Bxb1, MR11, A118, phiK38, phiC31, Wβ e SPBC) e todas 
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mostraram ser funcionais com potencial aplicação de ferramentas para 

modificação genética (Xu e Brown, 2016). Yang et al. (2014) usaram diferentes 

integrases para a construção de circuitos de memória permanente em E. coli. 

 Estas integrases foram utilizadas como componentes de circuito. A 

integrase 2 foi utilizada como parte de um circuito baseado em RNA capaz de 

gerar uma memória genética em E. coli. Quando há uma alteração no pH do 

meio, a integrase 2 é produzida, promovendo uma alteração na sequência do 

promotor (anteriormente invertida no sentido da transcrição), ativando o gene 

repórter permanentemente, gerando assim uma memória genética (Pham et al., 

2017). As integrases 5, 7, Bxb1 e Tp901 foram utilizadas em um circuito que 

baseado em portas lógicas do tipo NOT em cascata. Neste circuito, só haverá 

um sinal de saída (produção de sfGFP) na ausência de um sinal de entrada 

(Guiziou et al., 2019). Na presença do sinal de entrada as integrases atuaram 

invertendo a sequência do promotore P7, de forma que não haveria mais a 

produção do gene repórter.  

 A levedura S. cerevisiae é reconhecida como modelo para o estudo da 

biologia dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais 

estudados e caracterizados (Ostergaard et al., 2000; Sherman, 2002). Possui 

um rápido crescimento celular com tempo de geração de aproximadamente 90 

minutos, facilidade de obtenção de réplicas e isolamento de mutantes, uma 

genética e fisiologia bem conhecida, permite que modificações genéticas 

robustas sejam realizadas, além de ser viável com diversos marcadores de 

seleção, seja por auxotrofia ou por resistência à drogas (Sherman, 2002). 

Devido ao fato desta levedura ter sido utilizada pelo homem há milhares de 

anos para o processamento de alimentos e produção de bebidas, obteve o 

status GRAS (Generally Regarded as Safe), ou seja, não há restrição para o 

consumo humano, nem animal (Ostergaard et al., 2000). Além disso, os 

estudos das áreas “ômicas” como a transcriptômica, metabolômica, por 

exemplo, geraram dados que permitiram a construção de modelos 

computadorizados para realizar predições do comportamento in vivo da célula, 

(Siddiqui et al., 2012; Nielsen et al., 2016; Ando e García Martín, 2019). 

Portanto, neste trabalho, serão utilizadas as integrases do tipo serina para a 

construção e validação de um circuito lógico na levedura S. cerevisiae. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 Desenvolver e validar um circuito genético lógico envolvendo três 

diferentes integrases para controle preciso e eficiente da expressão gênica em 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Construir uma linhagem de S. cerevisiae com o gene repórter integrado 

b) Construir o circuito lógico em S. cerevisiae  

c) Analisar a funcionalidade desse circuito 
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3 Material e Métodos 

3.1 Células  

As linhagens celulares usadas neste trabalho foram a bactéria 

Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies) e a levedura S. cerevisiae, 

linhagens haplóides CENPK 111-32 D (MATa MAL2-8c SUC2 leu2-3) (Diderich 

et al., 2001) e RE1006 (MATa can1-100, his3-11,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-

52) (R. Strich). 

 

3.2  Meios de cultura 

 

Meio LB (Luria-Bertani) com modificações 

Extrato de levedura 0,5% 

Peptona 1% 

NaCl 1% 

Ágar* 1,5% 

*Adicionado em meio sólido 

Para seleção foi utilizado o antibiótico ampicilina (100 µg/mL) 

 

Meio SOB  

Triptona 2% 

Extrato de levedura 0,5% 

NaCL 0,06% 

KCl 0,05% 

MgCl2 10 mM 

MgSO4 10 mM 

 

Meio SB  

Peptona 3% 

Extrato de levedura 2% 

MOPS 1% 
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Meio YPD 

Extrato de levedura 1% 

Peptona 2% 

Glicose 2% 

Ágar* 2% 

 *Adicionado em meio sólido 

 

Meio mínimo MD 

Yeast Nitrogen Base Without amino acids and ammonium sulphate 

(Difco) 

0,17% 

Sulfato de amônio 0,5% 

Glicose 2% 

Ágar* 2% 

*Adicionado em meio sólido 

Quando necessário foi adicionado 0,003% L-leucina, 0,002% de L-

histidina, 0,002% de L-triptofano e 0,002% de uracila. 

 

2YPDA  

Extrato de levedura 2% 

Peptona 5% 

Glicose 4% 

Adenina 0,008% 

 

Para a seleção foi adicionado o antibiótico 300 µg/mL G418 . 

 

Meio MRaf 

Yeast Nitrogen Base Without amino acids and ammonium sulphate 

(Difco) 

0,17% 

Sulfato de amônio 0,5% 

Rafinose 2% 

Ágar* 2% 
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Meio MGal 

Yeast Nitrogen Base Without amino acids and ammonium sulphate 

(Difco) 

0,17% 

Sulfato de amônio 0,5% 

Galactose 2% 

Ágar* 2% 

 

 

 

3.3 Soluções 

 

Antibióticos 

 

 Solução de ampicilina (1000X) 

Ampicilina 100 mg/mL 

 

Dissolvido em água milli Q e esterilizada por filtração em membrana de 0.22 

µm. 

 

 Solução G418 

G418 50 mg/mL 

 

Dissolvido em água milli Q e esterilizada por filtração em membrana de 0.22 

µm. 

 

Aminoácidos 

Todos os aminoácidos foram esterilizados por filtração em membrana de 

0,22 µm. 

Aminoácido Concentração estoque Concentração Final 

L-Leucina 1% (p/v) 0,03% 

L-Histidina 1% (p/v) 0,02% 

L-Triptofano 1% (p/v) 0,02% 

Uracila 0,2% (p/v) 0,02% 
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Os aminoácidos foram adicionados ao meio de cultura quando necessário. 

 

Preparo de células competentes 

 

 Tampão de transformação I pH 5,8 

RbCl 12 g/L 

MnCl2·4H2O 9,9 g/L 

Acetato de potássio 1M pH7,5 0,03 M 

CaCl2·2H2O 1,5 g/L 

Glicerol 150 g/L 

 

 A solução estoque de acetato de potássio 1 M pH 7,5 foi ajustada com 

ácido acético glacial e esterilizada por filtração em membrana de 0.22 µm. O 

pH do tampão de transformação foi ajustado com ácido acético 0,2 M e a 

solução foi esterilizada por filtração. 

 

 Tampão de transformação II pH 6,8 

MOPS 1 M pH 6,8 0,02 M 

RbCl 1,2 g/L 

CaCl2 11 g/L 

Glicerol 150 g/L 

 

 A solução estoque de MOPS 1 M teve seu pH ajustado com NaOH. A 

solução foi esterilizada por filtração em membrana de 0.22 µm. 

 

 Solução de Magnésio 2M 

MgCl2·6H2O 1 M 

MgSO4·7H2O 1 M 

 

 A solução foi esterilizada por filtração em membrana de 0.22 µm. 
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Mini preparação de plasmídeos por lise alcalina 

 Tampão TE  

Tris-HCL pH 8,0 10 mM 

EDTA 1 mM 

 

 Solução II 

NaOH 0,2 M 

SDS 1% (p/v) 

 Solução preparada pouco antes do uso. 

 

 Solução III pH 5,0 

Acetato de sódio 3 M 

ácido acético 2 M 

  

Transformação de S. cerevisiae por eletroporação 

 Tampão de transformação 

Acetato de lítio 0,1 M 

DTT 10 mM 

Tris-HCl pH 7,5 10 mM 

EDTA 1 mM 

 

 

Extração de DNA genômico de levedura 

 Tampão SE 

Sorbitol 1 M 

EDTA pH 7,5 100 mM 

 

 

Extração de DNA genômico de levedura para PCR 

 Tampão I  

Sorbitol 1 M 

EDTA-Na2 100 mM 

pH ajustado para 7,5. 
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 Tampão II  

Tris-HCl 50 mM 

EDTA-Na2 20 mM 

SDS 0,35 M 

pH ajustado para 7,4. 

 

Soluções para eletroforese em gel de agarose 

 Brometo de Etídio 

EtBr 10 mg/mL 

 

 

 Tampão Tris-acetato EDTA (TAE) 50X 

Tris 2 M 

Ácido acético 1 M 

EDTA pH 8 0,05 M 

 

 Tampão de amostra 

TAE 20X 50% 

Glicerol 30% 

Azul de bromofenol 0,25% 

 

 

Citometria de Fluxo 

 PBS 1X 

NaCl 137 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KH2PO4 2 mM 
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Extração de Proteínas em levedura 

 Solução estoque do mix de inibidores 

1 tablete de Complete Tablets Mini EDTA-free Easy pack dissolvida em 1 

mL de água destilada 

 

Reagente de Bradford   

 Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 

 

Soluções para eletroforese em gel de poliacrilamida 

 Acrilamida:bisacrilamida (29:1) 

Acrilamida 29% (p/v) 

Bisacrilamida 1% (p/v) 

 

 Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 

Tris-base 1,5 M 

O pH foi ajustado para 8,8 adicionando-se HCl. 

 

 Tris-HCL 1 M pH 6,8 

 Tris-base 1 M 

O pH foi ajustado para 6,8 adicionando-se HCl. 

 

 SDS 10% (p/V) 

 

 Perssulfato de amônio 10% (p/v) 

 

 TEMED  

Adquirido como solução pronta para uso 

 

 Tampão de amostra não desnaturante 5X 

Tris-HCl pH 6,8 60mM 

Glicerol 25% (v/v) 

Azul de bromofenol 0,1% (p/v) 
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 Tampão de amostra desnaturante 5X 

Tris-HCl pH 6,8 60mM 

SDS 2% (p/v) 

Beta-mercaptoetanol 14,4 mM 

Glicerol 25% (v/v) 

Azul de bromofenol 0,1% (p/v) 

 

 

 Tampão de corrida Tris-Glicina 5X 

Tris 16,7 g/L 

Glicina 104,5 g/L 

SDS 0,5% (p/v) 

 

 Gel separador 12,5% 

Acrilamida: Bis-acrilamida (30:0,8) 12,5 mL 

Tris-HCL 1,5 M (pH 8,8) 3,75 mL 

Água destilada 13,21 mL 

SDS 10% (p/v) 0,3 mL 

APS 10% (p/v) 0,225 mL 

TEMED 0,015 mL 

 

 Gel concentrador 5% 

Acrilamida: Bis-acrilamida (30:0,8) 2,5 mL 

Tris-HCL 1 M (pH 6,8) 5 mL 

Água destilada 12,15 mL 

SDS 10% (p/v) 0,2 mL 

APS 10% (p/v) 0,15 mL 

TEMED  0,015 mL 
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Coloração do gel por Comassie Brilliant Blue 

 Solução corante 

Comassie Brilliant Blue G-250 0,25% (p/v) 

Metanol 30% (v/v) 

Ácido acético glacial 7% (v/v) 

 

 

3.4 Kits utilizados 

 Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen): Purificação de plasmídeos em 

grande escala 

 In-Fusion HD Cloning Kit (clontech): Clonagem de fragmentos por 

recombinação homóloga 

 NEBBuilder HiFi DNA Assembly (NEB): Clonagem de fragmentos 

por recombinação homóloga 

 Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega): Purificação 

de fragmentos de DNA a partir de gel de agarose e purificação de 

produtos de PCR 

 Wizard Plus SV minipreps DNA purification System (Promega): 

Extração de DNA plasmidial de bactérias 
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3.5 Oligonucleotídeos (primers) 

 

Tabela 2- Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. Sítios de restrição estão 

sublinhados. Sequências de homologia para recombinação encontram-se em caixa 

baixa. 

 

Primer Sequência Sitio de 

restrição 
HO-EGFP F GCAGGTCGACGGATACTTCCAAAGAGCGCCCAACGCGA BamHI 

HO-EGFP R CAAGCTAAACAGATCTCCGGTAGAGGTGTGGTCAATAA BglII 

Int 4 F ACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCgactctcctccgtgcgtc  

Int 4 R CGGCGCTCGGATCCggtaccggccgcaaattaaag  

Int 5 F ACACCTCTACCGGCTCGAGtgggcgctatacgtgcatatg  

Int 5 R AAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCtaacgaacgcagaattttgca

gttattaaacttaaaatac 

 

Int 8 F TGCGGCCGGTACCGGATCCgagcgccggatcagggag  

Int 8 R TAGCGCCCACTCGAGccggtagaggtgtggtcaataag  

HO F CGGCGTTGTTGTACTGTTGCA  

HO R TGAGATGGCGTATTTCTACTCCA  

TEFp5’ GGAGCTCCCCCACACACACCATAGCTTCAA SacI 

TEFp3’ CGGATTCTTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATTG  

Int 4 NF agggaatattaagctTATAATGATTACCACCAGAAAGGT HindIII 

Int 4 NR ccctctagatgcatgCTTAGAAAGTCCAGTGGATATCAAT SphI 

Int 8 NF agggaatattaagcttATAATGAAGGTCGCTGTTTACTGTAGA HindIII 

Int 8 NR ccctctagatgcatgCTTAGTAGAATTCGATAGAGGTAATCT SphI 

GALIN F cggtacccggggatccACGGATTAGAAGCCGCCGA BamHI 

CYCIN R ccaagcttgcatgcctgcagCCGCAAATTAAAGCCTTCGA PstI 

HO-UkG F ccccacacaccatagcttcaa  

HO-UkG R taacgaacgcagaattttcgagt  
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3.6 Marcadores de massa molecular 

 

3.6.1 Marcadores de massa molecular para DNA 

 

 2-log DNA ladder, 100-10.000 pb (New England Biolabs) 

 O’Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder 75-20.000 pb (Thermo 

Scientific) 

 1 kb DNA Ladder, 250-10.000 pb (Promega). 

 1 kb DNA Ladder, 500-10.000 pb (Sinapse) 

 

3.6.2 Marcador de massa molecular para proteína 

 

 Pierce Unstained Protein MW Marker, 14,4- 116 KDa (Thermo 

Scientific) 

3.7 Enzimas 

 

Para os procedimentos de PCR e ligação foram utilizadas as seguintes 

enzimas: 

 Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) 

 Taq DNA Polymerase (Invitrogen) 

 My Taq Mix (Bioline) 

 Taq Platinium High Fidelity (Invitrogen) 

 T4 DNA ligase (USB) 
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Tabela 3- Enzimas de restrição utilizadas neste trabalho. As temperaturas de 

incubação e os tampões recomendados também estão descritos. 

Enzimas Temperatura Tampão (New England 

Biolabs) 

BamHI 37 ºC NEBuffer 3.1 

BglII 37 ºC NEBuffer 3.1 

HindIII 37 ºC NEBuffer 2.1 

SacI 37 ºC NEBuffer 1.1 

SpeI 37 ºC CutSmart 

SphI 37 ºC NEBuffer 2.1 

PvuI 37 ºC NEBuffer 3.1 

PvuII 37 ºC NEBuffer 3.1 

 

3.8 Vetores 

 

Tabela 4- Vetores utilizados no trabalho. 

Vetor Descrição Referência 

pBluescript SK Vetor para clonagem de 

produtos de PCR 

Stratagene 

YCplac111 Vetor centromérico contendo 

gene para complementação do 

fenótipo da deleção do gene 

LEU2 

Gietz e Surgino 1988 

 

YCplac33 Vetor centromérico contendo 

gene para complementação do 

fenótipo da deleção do gene 

URA3 

Gietz e Surgino 1988 

HO-Poly-KanMX4-

HO 

Vetor de levedura para 

integração no locus HO com 

marca de seleção que confere 

resistência a G418 

Voth et al 2001 
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pYES2 Vetor contendo o promotor 

PGal1 e o terminador CYC1 com 

gene para complementação do 

fenótipo da deleção do gene 

URA3 

Invitrogen 

 

3.9 Preparação de células bacterianas competentes 

 

As células de E. coli competentes foram preparadas de duas maneiras 

diferentes, para transformação por choque térmico ou por eletroporação. 

Inicialmente a linhagem XL10-gold foi semeada em meio LB ágar a partir de um 

estoque armazenado a -80 ºC e incubadas por 16 horas a 37 ºC.  

 

3.9.1 Preparo de células bacterianas quimicamente competentes  

 

 Para a transformação de E. coli foi adotado o protocolo proposto por 

(Hanahan, 1983) com adaptações. Uma colônia isolada da bactéria foi 

inoculada em 10 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 125 mL e 

incubada a 200 rpm e 37 ºC por 16 h. Um a dois mL deste pré-inóculo foram 

adicionados a 100 mL de meio SOB e incubados por tempo suficiente para que 

a OD600 chegasse a 0,3. A cultura foi então resfriada por 15 minutos em banho 

de água-gelo e as células foram centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos a 4 ºC. 

O precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tampão de transformação I e 

incubado em gelo por 15 minutos. As células foram então centrifugadas 

novamente e ressuspendidas em 4 mL de tampão de transformação II. Ao final 

do protocolo, as células foram separadas em alíquotas de 100 µL e congeladas 

em gelo seco. O armazenamento foi feito a -80 ºC. No procedimento de 

transformação o DNA foi adicionado a uma alíquota de células competentes e 

incubado em gelo por 40 minutos. Em seguida as células foram então 

incubadas a 42 ºC por 90 s e novamente incubadas em gelo por 5 minutos. As 

células receberam 1 mL de meio LB e foram incubadas por 1 h a 37 ºC sendo 

em seguida plaqueadas em meio seletivo. 
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3.9.2 Preparo de células bacterianas competentes para eletroporação 

 

 Foi adotado o protocolo proposto por (Dower et al., 1988), com 

modificações. Uma colônia isolada da bactéria foi incubada em 10 mL de meio 

SB durante a noite sob agitação de 250 rpm a 37ºC. Depois 0,5 mL dessa 

cultura foi diluída em 500 mL de meio SB, contendo 2,5 mL da solução estoque 

de glicose 2 M e 2,5 mL de solução estoque de magnésio 2 M em um frasco de 

1 litro. As células foram incubadas por 2 a 3 horas sob forte agitação (250 rpm) 

a 37 ºC até atingir uma OD600 de 0,7 a 0,9 (meio da fase exponencial). 

Posteriormente, o frasco foi resfriado em gelo antes de centrifugar (3.000 x g 

por 20 minutos a 4 ºC). As células foram ressuspendidas em 25 mL de glicerol 

10% (v/v) gelado com o auxílio de pipetas pré-resfriadas. Após esse 

procedimento, foram adicionados 75 mL de glicerol 10% (v/v) gelado e as 

células foram centrifugadas novamente. O sobrenadante foi descartado e essa 

lavagem com glicerol foi repetida. As células foram ressuspendidas em 25 mL 

de glicerol 10% gelado com o auxílio de pipetas pré resfriadas e as amostras 

foram transferidas para tubos de centrífuga de 50 mL e centrifugadas 

novamente. O sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas 

com glicerol 10% (~ 1 a 2 mL) para uma OD600 de 200 a 250. As células foram 

separadas em alíquotas de 100 µL em gelo seco e armazenadas a -80 ºC. Para 

a transformação, as células de uma alíquota foram transferidas para uma 

cubeta de eletroporação de 1 mm resfriadas. O DNA foi acrescentado, sendo 

pipetado cuidadosamente e incubados no gelo por 5 minutos. Os parâmetros 

do choque foram 2 KV, 25 µF e 200 Ω. Posteriormente foram adicionados 950 

µL de SOC a temperatura ambiente imediatamente após o choque e as células 

foram incubadas a 37ºC por 60 minutos com agitação a 250 rpm. As células 

foram semeadas em meio adequado para seleção. 
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3.10 Manipulação de DNA 

 

 Os métodos usados para a manipulação de DNA, tais como digestão, 

ligação, PCR, precipitação de DNA, eletroforese foram os descritos por 

(Sambrook et al., 1989) e seguindo as recomendações dos fabricantes das 

enzimas utilizadas em cada procedimento. 

Foram utilizadas as enzimas Phusion DNA polymerase (Thermo 

Scientific), a Taq DNA Polymerase (Invitrogen), My Taq Mix (bioline) e a Taq 

Platinium High Fidelity (Invitrogen) de acordo com as instruções dos 

respectivos fabricantes, para as amplificações de fragmentos por PCR 

dependendo da aplicação. 

 

3.11 Mini preparação de plasmídeos por lise alcalina 

 

 Para a extração plasmidial, foi realizado protocolo descrito anteriormente 

com modificações (Birnboim e Doly, 1979). Colônias isoladas de E. coli foram 

inoculadas em 5 mL de meio LB contendo o antibiótico apropriado e cresceram 

a 37 ºC, a 200 rpm durante 16 h. As células foram centrifugadas a 10.000 x g 

por 2 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 200 µL de TE. Foram 

adicionados 360 µL da Solução II, misturando gentilmente por inversão do tubo 

e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados 300 µL 

de Solução III e a reação foi misturada invertendo-se o tubo e incubada a 

temperatura ambiente por 5 minutos. Depois, o material foi centrifugado a 

10.000 x g por 5 minutos a 4 ºC e o sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo onde foi adicionado 750 µL de isopropanol. A mistura foi incubada a 

temperatura ambiente por 5 minutos antes de ser centrifugada a 10.000 x g por 

10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido 

em 200 µL de TE. Foram adicionados 110 µL de acetato de amônio 7,5 M e 

misturado vigorosamente com o auxílio do vortex. A solução foi centrifugada a 

10.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. 

Foram adicionados 750 µL de etanol 100% gelado e a mistura foi centrifugada 

a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

lavado com 750 µL de etanol gelado 70%, sendo centrifugado a 10.000 x g por 

2 minutos. O sobrenadante foi descartado novamente após o precipitado estar 
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totalmente seco, o DNA plasmidial foi ressuspendido em 100 µL de H2O 

deionizada com 1 µL de RNAse 10 mg/mL. 

 Em alguns casos, também foram utilizados kits de extração de 

plasmídeos Wizard SV Plus (Promega) e Qiagen Plasmid Maxi (Qiagen) 

conforme orientação do fabricante. 

 

3.12 Precipitação de DNA 

 

 Para a precipitação de DNA (Sambrook et al., 1989), foram adicionados 

0,3 M acetato de sódio e 2,5 volumes de etanol 100%. A mistura foi incubada 

durante 16 horas a -20 ºC. Após a incubação, submeteu-se o tubo a uma 

centrifugação a 12.000 x g por 30 minutos a 4° C. Posteriormente o 

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 500 µL de etanol 70% gelado. O 

material foi novamente centrifugado a 12.000 x g por 5 minutos a 4°C. 

Finalmente descartou-se o sobrenadante, o precipitado submetido à secagem e 

em seguida, ressuspendeu-se o mesmo em um volume adequado de água 

deionizada. 

 

3.13 Purificação de fragmento de DNA de gel de agarose 

 

 Para a purificação dos fragmentos de DNA, foi utilizado o kit Wizard SV 

Gel and Purification System (Promega), segundo as instruções do fabricante. 

 

 

 

3.14 Recombinação in vitro 

 

A montagem das sequências de DNA foi realizada por recombinação in 

vitro utilizado o kit In-fusion (Clontech) (Zhu et al., 2007) ou kit NEBuilder HiFi 

DNA Assembly Master Mix (New England BioLabs). Os fragmentos foram 

amplificados com oligonucleotídeos que continham sequências homólogas ao 

vetor ou aos próprios fragmentos para a montagem dos plasmídeos. A 

incubação dos fragmentos de DNA com o mix fornecido foi feito segundo 
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recomendação do fabricante. Posteriormente o material foi usado na 

transformação de E. coli.  

 

3.15 Recombinação in vivo  

 

Para a montagem do DNA plasmidial, os fragmentos de DNA possuem 

sequências homólogas entre si. Todos os fragmentos, incluindo o vetor 

previamente digerido, foram utilizados para transformar S. cerevisiae por 

eletroporação na concentração final de 1 µg com proporção molar de 1 inserto 

para 1 de vetor.  

 

3.16 Transformação de alta eficiência de levedura 

 

O potocolo utilizado foi descrito por (Gietz e Schiestl, 2007). Uma colônia 

foi inoculada em 5 mL de meio liquido YPD e foi incubada por 16 horas a 200 

rpm e 30 °C. Após o crescimento, 2,5 x 108 células, determinado por meio da 

câmara de Neubauer, foi incubada em 50 mL de meio 2YPDA pré-aquecido 

para uma concentração final de 5 x 106 células/mL. As células foram incubadas 

no shaker a 30 °C a 200 rpm até atingir a concentração de 2 x 107 células/mL. 

As células foram centrifugadas a 3.000 x g por 5 minutos a 20 °C e o sedimento 

foi ressuspendido em 25 mL de água estéril. Este procedimento de lavagem foi 

repetido. Após a centrifugação, as células foram ressuspendidas em 1 mL de 

H2O estéril e transferidas para um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL para uma 

nova centrifugação a 3.000 x g por 30 s, descartando-se o sobrenadante. As 

células foram ressuspendidas em 1 mL de H2O estéril e foram aliquotadas 100 

µL de célula em tubos de 1,5 mL para a transformação. As células foram 

centrifugadas a 13.000 x g por 30 s para remover o sobrenadante e serem 

ressuspendidas no mix. Para o mix, é necessário 240 µL de PEG 3350 (50%), 

36 µL de acetato de lítio 1 M e 50 µL de DNA carreador 2 mg/mL previamente 

desnaturado em água fervente por 5 minutos. Foram adicionados 34 µL de 

DNA (o total de DNA utilizado foi 7 µg) ao mix de transformação. As células 

foram ressuspendidas vigorosamente e incubadas a 42 ºC por 40 minutos. 

Após esse tempo, foram centrifugadas a 13.000 x g por 30 segundos e o 
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sobrenadante foi removido com uma micropipeta.  Posteriormente adicionou-se 

1 mL de YPD às células e incubaram-se por 2 a 3 horas a 30 ºC. Em seguida, 

as células foram plaqueadas em YPD com o antibiótico apropriado e incubadas 

a 30 ºC por 2 dias. 

 

3.17 Transformação de S. cerevisiae por eletroporação  

 

Foi utilizado o protocolo proposto por (Becker e Guarente, 1991) com 

adaptações. Uma colônia isolada foi crescida em 3 mL de YPD por 16 horas. 

Foi feito um inóculo em 100 mL de YPD com OD600 inicial de 0,1. Todas as 

centrifugações deste protocolo foram realizadas utilizando o rotor de ângulo 

fixo F15- 6X100 da Thermo Scientific. As células foram coletadas por 

centrifugação a 5.000 rpm por 5 minutos quando a cultura atingiu a OD600 0,8. 

As células foram ressuspendidas com 25 mL de tampão de transformação. As 

células foram incubadas em temperatura ambiente por 1 h, homogeneizando 

suavemente a cada 10 minutos. As células foram centrifugadas a 3.000 rpm por 

5 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado com 25 mL de água milli-Q estéril 

gelada duas vezes. Após esse processo, o sedimento foi lavado novamente em 

10 mL de 1 M de sorbitol gelado duas vezes. O precipitado celular foi 

ressuspendido em 100 µL de 1 M sorbitol. Para cada transformação, foi 

utilizado 40 µL. Adicionou-se 1 µg de DNA em uma alíquota de célula, 

incubando no gelo por 5 minutos. A mistura foi transferida para uma cubeta de 

eletroporação de 0,2 mm e submetida ao choque nos seguintes parâmetros: 

1,5 kV, 25 uF, 200 . Posteriormente foi adicionado sorbitol gelado 

imediatamente e incubado por 30 minutos, mesmo para seleção auxotrófica. 

 

3.18 Transformação de levedura One Step 

 

O protocolo utilizado foi descrito anteriormente por (Chen et al., 1992). A 

cultura de levedura foi inoculada e crescida sob agitação a 30 ºC até a fase 

estacionária. Após este período, 200 µL de células foram coletadas em tubos 

do tipo Eppendorf e centrifugadas durante 5 segundos à velocidade máxima. 

As células foram ressuspendidas em tampão One Step (0,2 M acetato de Lítio, 
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40% (p/v) de PEG 4000 e 100mM de DTT). O plasmídeo foi adicionado na 

concentração entre 50 a 1000 ng em um volume final de 100 µL. As células 

foram incubadas durante 1 hora a 45 ºC e em seguida, plaqueadas em meio 

seletivo adequado. 

 

3.19 Extração de DNA genômico de levedura 

 

A extração de DNA genômico foi realizada conforme previamente 

descrito, com modificações (Burke, 2000). Todas as centrifugações deste 

protocolo foram feitas utilizando a centrifuga Hettich Micro 120. Uma colônia foi 

inoculada e crescida sob agitação por 16 horas em 5 mL de meio YPD. As 

células foram coletadas por centrifugação a 2.000 rpm durante 5 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 0,5 mL de 

tampão SE. Foi adicionado 10 µL de solução de liticase (20 mg/mL) e a mistura  

incubada a 37 ºC por 60 minutos. As células foram centrifugadas a 2.000 rpm 

por 3 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas 

em 500 µL de solução Tris-HCL 50 mM (pH 7,4) e Na2EDTA (20 mM). Foram 

adicionados 50 µL de SDS 10%. A mistura foi incubada a 65 ºC por 30 minutos. 

Depois foi adicionado 200 µL de acetato de potássio 5 M incubado no gelo por 

60 minutos. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos. O sobrenadante foi 

transferido para outro tubo e foi adicionado 1 V de isopropanol 100% a 

temperatura ambiente e os tubos incubados a temperatura ambiente por 5 

minutos. A seguir, os tubos foram centrifugados rapidamente por 10 segundos e 

o sobrenadante descartado. Após seco, o precipitado foi ressuspendido em 300 

µL de água deionizada acrescidos de 1,5 µL de RNAse (10 mg/mL) em seguida 

incubado a 37°C por 30 minutos. 

 

3.20 Extração de DNA genômico de levedura para PCR 

 

A extração de DNA de levedura que foi utilizado para as reações de PCR 

foi realizada conforme descrito anteriormente, com modificações (Drumonde-

Neves et al., 2013). Uma colônia isolada de levedura foi inoculada em 1 mL de 

meio de cultura adequado e incubada a 30 ºC por 16 horas. As células foram 
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centrifugadas a 10.000 x g por 2 minutos e o sobrenadante foi descartado. As 

células foram ressuspendidas em 100 µL de Tampão I e 1, 66 µL de liticase (20 

mg/mL). As células foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Após a incubação, 

foram adicionados 100 µL de Tampão II e as células foram incubadas a 65 °C 

por 5 minutos. Foram adicionados 80 µL de acetato de potássio 5 M e a 

amostra foi homogeneizada e incubada a -20 °C por 10 minutos. A mistura foi 

centrifugada a 10.000 x g a 4°C por 15 minutos e o sobrenadante foi transferido 

para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 250 µL de isopropanol e a 

solução foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. A solução foi 

centrifugada a 10.000 x g por 2 minutos, o sobrenadante removido e o 

precipitado foi lavado com 500 µL de etanol 70%. A seguir, o precipitado foi 

ressuspendido em 500 µL de água deionizada contendo 100 µg/mL de RNAse 

A. 

 

3.21 Curva de crescimento celular de tolerância ao cobre 

 

Foi feito pré-inóculo da S. cerevisiae em 5 mL de meio mínimo durante 

16 horas a 28 °C sob agitação de 200 rpm. Posteriormente foi feito o inóculo 

para OD600 inicial de 0,05 sob 5 concentrações diferentes de sulfato de cobre II 

(0, 50, 100, 200 e 500 µM) em volume final de 100 µL de meio mínimo. A leitura 

foi feita com o equipamento Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek). 

As leituras foram efetuadas a cada 30 minutos durante 72 horas a 30 °C sob 

agitação.  

 

3.22 Indução por cobre 

 

Para este experimento, foi utilizado um protocolo adaptado (Peña et al., 

1998). Os pré-inóculos foram feitos em Erlenmeyers de 125 mL contendo 10 

mL de meio MD. Em cada frasco foram crescidas colônias isoladas de 

S.cerevisiae. Os pré inóculos foram crescidos por 21 horas a 28 °C e 200 rpm. 

Os inóculos feitos em frascos de 250 mL com volume de 30 mL de meio 

mínimo. As leveduras foram induzidas com sulfato de cobre II quando 
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chegaram a OD600 de 1,2. Foram utilizadas diferentes concentrações de cobre 

(0, 50, 100, 200 µM) por diferentes tempos de indução (0, 3, 6, 8, 14, 17 horas). 

 

3.23 Indução por galactose 

 

Protocolo adaptado de (Guthrie e Fink, 1991). As leveduras foram 

inoculadas a partir de colônias isoladas em frasco de 125 mL com 10 mL de 

meio MRaf. As colônias foram crescidas por 21 horas a 28°C e 200 rpm e 

foram inoculadas em 30 mL de meio MGal contendo 2% de galactose. As 

leveduras foram inoculadas para OD600 de 0,3 para a indução com galactose. 

Foram testados diferentes tempos de indução (0, 3, 6, 9, 14 e 17 horas).  

 

3.24 Citometria de fluxo 

 

O protocolo utilizado foi adaptado (Hsiao et al., 2016). Das amostras 

utilizadas foram coletados 1 mL de cada clone. A seguir, submeteu-se à 

centrifugação a 4.000 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi 

adicionado 1 mL de PBS 1X para ressuspender o precipitado. A diluição das 

amostras foi realizada para a faixa de 106 células/mL. Os experimentos foram 

realizados em triplicata técnica. 

Para as leituras, foi utilizado o citômetro BD LSR II (BD Biosciences). 

Foram analisados 4.000 eventos utilizando o laser argônio a 488 nm para a 

excitação da GFP. A análise dos dados adquiridos foi feita utilizando-se o 

software FlowJo. 

 

 

3.25 Extração de proteínas na levedura Saccharomyces cerevisiae 

 

Para a extração de proteínas foi utilizado o protocolo descrito por (Dunn 

e Wobbe, 2001) com adaptações. Foram coletados 5 mL de cultura e 

concentrados por centrifugação a 13.000 x g durante 3 minutos, posteriormente 

as células foram lavadas com PBS. O precipitado foi pesado (peso úmido) e as 

células foram ressuspendidas no volume necessário de tampão Tris-HCl 50 
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mM pH 8,0 (4,5 mL de tampão para cada 1 g de peso úmido de células) 

contendo Tween 20 na concentração de 1,25% e 30 µL de mix de inibidores de 

proteases para cada 1 mL de tampão. Posteriormente, foi adicionada a 

quantidade necessária de esferas de vidro de 0,5 mm de diâmetro (4 g para 

cada 1 g de peso úmido de células). A mistura foi submetida à agitação 

vigorosa (vortex) por 30 segundos, seguido de incubação no gelo por 30 

segundos, este procedimento foi repetido 30 vezes. A parte líquida foi 

transferida para um tubo e concentrada por centrifugação a 10.000 x g por 30 

minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um tubo e foi armazenado 

a -20°C até o uso. 

 

3.26 Quantificação de proteínas pelo método de Bradford 

 

A quantificação de proteínas totais foi determinada em triplicata pelo 

método colorimétrico de BRADFORD, (Bradford, 1976). A curva padrão foi 

construída utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como proteína padrão nas 

concentrações 10, 25, 75 e 100 µg/mL. 

A quantificação das proteínas foi determinada por absorbância a 595 nm.  

 

3.27 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

Protocolo adaptado (Laemmli, 1970). Para o preparo das amostras foi 

padronizado a quantidade de 5 µg de proteínas para todos os géis. No caso do 

gel desnaturante (SDS-PGE) as amostras foram fervidas por 5 minutos antes 

da aplicação no gel. A corrida foi conduzida em tampão de corrida desnaturante 

1X com uma voltagem a 100 V.  

As bandas de proteína do gel desnaturante foram visualizadas após a 

coloração com Coomassie blue. O gel foi incubado na solução corante por 16 

horas sob agitação, seguido de incubação em água, sob agitação, até o 

aparecimento das bandas. 

A fluorescência das proteínas foi analisada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida não desnaturante. As bandas foram visualizadas utilizando-se o 
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equipamento Gel Doc™ EZ Gel Documentation System (Bio-Rad), nos 

comprimentos de onda entre 430-460 nm. 
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4 Resultados e Discussão 

4.1 Construção do circuito sintético 

 Para atingir o objetivo proposto foram adotadas as estratégias descritas 

no fluxograma abaixo: 

 

 

 

Figura 5- Estratégia para a construção do Circuito Genético em S. cerevisiae. 
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 O circuito sintético foi desenhado baseado na porta lógica XOR que 

consta de dois sinais de entrada (input) e um sinal de saída (output). Só haverá 

sinal de saída (EGFP) quando um dos dois sinais de entrada estiver presente, 

nunca quando ambos estejam presentes ou ausentes (Tabela 5). 

 

Tabela 5- Tabela verdade do circuito XOR. 

A B XOR 

0 0 0 

1 0 1 

0 1 1 

1 1 0 

 

 

 Os sinais de entrada foram galactose e cobre. O circuito genético 

sintético desenhado é composto pelas serina-integrases Int 4 (Streptococcus 

equi subsp equi 4047); Int 5 (Streptomyces phage PhiK38-) e Int 8 

(Staphylococcus haemolyticus JCSC1435) (Figura 6A) (Yang et al., 2014) . 

Para a escolha destas integrases, foram observados os dados obtidos de 

ortogonalidade entre essas integrases e a formação dos sítios attL e attR das 

integrases (Yang et al., 2014). Foram analisados a presença de códons de 

iniciação seguidos por códons de terminação dentro das sequências que 

seriam formadas após a inversão do promotor nos sítios attL e attR, de forma 

que poderia causar uma parada prematura da transcrição. As integrases 4, 5 e 

8 atenderam aos critérios de ortogonalidade e não possuíam sítios de iniciação 

seguidos por códons de terminação dentro dos sítios que foram formados após 

a inversão. Como sinal de saída foi escolhido o gene reporte EGFP, pois é um 

dos genes repórter mais utilizados na literatura, sendo possível sua detecção 

sem a necessidade da adição de um indutor ou substrato ou mesmo cofatores 

para formar o cromóforo (Kaishima et al., 2016). 

 

 Para a composição do circuito, o gene Int 4 está sob controle do PGAL1 

(induzido por galactose), o gene Int 5 sob controle do PCUP1 (induzido por 

cobre) e o gene int 8 e EGFP sob controle do promotor constitutivo TEF1, 
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porém, na forma inativa, ou seja, com a sequência no sentido reverso 

complemento ao da transcrição (Figura 6B).  Foram escolhidos os PGAL1 e 

PCUP1, pois para o circuito, optamos por utilizar promotores que sejam 

efetivamente induzidos e não promotores que seriam desreprimidos, de forma 

a obter um controle mais preciso da expressão gênica, sem a necessidade de 

esperar a depleção de algum componente do meio (Weinhandl et al., 2014).  

 

  

 

 

 

Figura 6- Circuito lógico das integrases. A Representação esquemática do circuito 

lógico XOR contendo as portas lógicas. B Esquema representando os cassetes de 

expressão das integrasse e do gene repórter EGFP, componentes do circuito lógico.  

 

Na presença do cobre a integrase 5 é expressa e ativa a expressão da 

integrase 8 através da mudança de orientação do PTEF1 da integrase 8 para o 

sentido em que ocorre a transcrição. A Integrase 8 promove a mudança de 

orientação do PTEF1 que controla a expressão da EGFP, ativando a expressão. 

Como o PTEF1, que controla a expressão da EGFP, é flanqueado por sítios de 

reconhecimento para as integrases 8 e 4, ao se adicionar galactose podemos 

A. 

B. 
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ter a ativação do sistema ou a sua repressão, no caso deste indutor ser 

adicionado posteriormente ao cobre. No primeiro caso a galactose induz a 

expressão da integrase 4 que promove a mudança de orientação do PTEF1 

ativando a expressão da EGFP permanentemente. No segundo caso, ou seja, 

quando houve a adição de galactose após o cobre, a expressão da EGFP 

encontra-se ativa, a integrase 4 promove uma nova mudança de orientação do 

PTEF1, inativando-o (Figura 7).  

 

 

 

PCUP1 PGAL1 Int 5 Int 4 Int 8 EGFP 

0 0 0 0 0 0 

1 0 1 0 1 1 

0 1 0 1 0 1 

1 1 1 1 1 0 

 

Figura 7- Esquema representativo do funcionamento do circuito genético. A. Na 

presença de íons de cobre, o PCUP1 ativa a transcrição da integrase 5. A integrase 5 

reconhece seus sítios no PTEF1 que controla a expressão da integrase 8. A integrase 8 

atua sobre os sítios attB8 e attP8 no PTEF1 que controla a expressão da EGFP, 

promovendo assim sua transcrição. Com a adição do segundo sinal de entrada 

(galactose), a integrase 4 é produzida e reconhece os sítios que flanqueia o PTEF1, 

promovendo a inversão do promoter e desativando a expressão do gene EGFP. B. 

Tabela da verdade correspondente ao circuito. 

A. 

B. 
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 Para o desenvolvimento do circuito, foi necessária a construção de dois 

vetores: o vetor integrativo contendo o cassete de expressão do gene repórter 

EGFP e o vetor centromérico contendo os cassetes de expressão das 

integrases. O gene repórter foi integrado ao genoma devido a estabilidade da 

construção mesmo na ausência da pressão seletiva durante o cultivo (Siddiqui 

et al., 2012). As integrases foram expressas em um vetor centromérico, por ser 

um vetor de baixo número de cópias (1 ou 2 por célula). O baixo número de 

cópias é importante, pois permite um maior controle do circuito sintético, além 

de permitir dosar a atividade com maior precisão. A integração foi evitada, pois 

após a ação do circuito, o cassete não seria mais necessário à célula, podendo 

ser eliminado pelo processo de cura.   

 

4.1.1 Construção do vetor integrativo HO-EGFP 

 

 O cassete de expressão da EGFP com o PTEF1 invertido flanqueado 

pelos sítios de reconhecimento das integrases 8 (para ativar o sistema) e da 

integrase 4 (para inativar o sistema) e o terminador do gene ADH1 foi 

sintetizado pela empresa Genone e, posteriormente clonado no vetor 

pBluescriptII SK (Figura 8A). O cassete de expressão foi amplificado utilizando 

os primers HO-EGFP F e HO-EGFP R, gerando um produto de 1600 pb. O 

produto da PCR foi purificado e inserido no vetor HO-poly-KanMX4-HO (Voth et 

al., 2001) previamente digerido com as enzimas BglII e BamHI, por 

recombinação in vitro, resultando no vetor HO-EGFP (Figura 8B). 

 

 O cassete de expressão da EGFP foi integrado no locus HO de S. 

cerevisiae da linhagem CENPK 111 32-D. O gene HO é responsável pelo 

homotalismo desta levedura não sendo essencial para a mesma (Goldstein e 

Mccusker, 1999; Voth et al., 2001).  
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Figura 8- Esquema do cassete de expressão e mapa físico do vetor HO-EGFP. A. 

Cassete contendo o gene GFP com o PTEF1 invertido, os sítios de reconhecimento das 

integrases e o terminador ADH1. B. Mapa do vetor de integração contendo regiões de 

homologia ao gene HO em azul, o gene EGFP em verde com o respectivo PTEF1 

invertido em laranja. Em rosa encontra-se o cassete KanMX que confere resistência a 

geneticina (G418). Em preto encontram-se os sítios de reconhecimento da integrase 4 

e em cinza os sítios de reconhecimento da integrase 8. 

 

 Foi feita uma extração plasmidial dos clones obtidos e a confirmação da 

construção realizada por análise de restrição com a enzima SpeI. O perfil de 

restrição correto libera uma banda em torno de 4,5 kb e outra de 3,0 kb. 

Conforme pode ser visto na Figura 9 todos os clones analisados apresentaram 

o perfil esperado.  

 

A. 

B. 
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Figura 9- Perfil de restrição de clones com vetor HO-EGFP. Gel de agarose 1%. M: 

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. Nos poços 1, 3 e 5: plasmídeo intacto de três 

clones diferentes. Nos poços 2, 4 e 6: plasmídeo digeridos com SpeI de três clones 

diferentes. 

 

 Após a confirmação, foi feita uma extração plasmidial com maior 

rendimento, onde o DNA foi digerido com a enzima SpeI para liberar o cassete 

contendo apenas a região de homologia com o gene HO e o cassete do gene 

EGFP. A amostra foi precipitada e utilizada para a transformação da linhagem 

S. cerevisiae CENPK 111 32-D que foi selecionado por resistência ao G418.  

 

 A confirmação da integração no locus HO de S. cerevisiae CENPK 111 

32-D foi feita por PCR após extração de DNA genômico de três clones 

selecionados aleatoriamente. Inicialmente foi feita PCR utilizando os primers 

HO-EGFP F e HO-EGFP R para confirmar a presença do cassete de 

integração na levedura gerando um fragmento de 1600 pb (Figura 10B). Para 

confirmar o correto local da integração do cassete, foram utilizadas as 

seguintes combinações de primers: HO-EGFP F e HO R, gerando um 

fragmento de 4.672 pb e HO F e HO-EGFP R gerando um fragmento de 2.654 

pb. Conforme observado na Figura 10A, o clone escolhido possui o cassete 

inserido no locus correto, sendo denominado DV00. 
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Figura 10- Confirmação da integração do cassete de expressão HO-EGFP por 

PCR. A. Gel de agarose 1%. M: Marcador 2 log DNA Ladder. PCR do DNA genômico 

da DV00. Poço 1: Controle da reação de PCR (sem DNA) com primers HO-EGFP F e 

HO-EGFP, poço 2: PCR com primers HO-EGFP F e HO-EGFP. Poço 3: Controle da 

reação de PCR (sem DNA) com primers HO-EGFP F e HO R, poço 4: PCR com 

primers HO-EGFP F e HO R. Poço 5: Controle da reação de PCR (sem DNA) com 

primers HO F e HO-EGFP R, poço 6: PCR com primers HO F e HO-EGFP R. B. 

Representação esquemática dos produtos de PCR. 

 

4.1.2 Construção do vetor centromérico contendo as integrases 

 Os cassetes de expressão das integrases, integrase 4 sob controle do 

PGAL1, integrase 5 sob o controle do PCUP1 e a integrase 8 sob controle do PTEF1 

invertido, foram sintetizados pela empresa Epoch life Science e clonados no 

vetor pBluescript II SK, sendo denominados pBluescriptSKInt4, 

pBluescriptSKInt5 e pBluescriptSKInt8. Os cassetes de expressão das 3 

integrases foram amplificados com os pares de primers Int 4 F e Int 4 R, Int 5 F 

e Int 5 R, Int 8 F e Int 8 R respectivamente, obtendo-se os seguintes 

fragmentos de 2.100 pb, 2.300 pb e 2.200 pb. (Figura 11). 

 

 O vetor YCplac111 (Gietz e Sugino, 1988) foi digerido com as enzimas 

SphI e SacI. Após a confirmação da digestão, tanto o plasmídeo linearizado 

quanto os produtos das PCRs das integrases foram eluídos do gel de agarose 

 

 

  

 

 

 

 

A. 
B. 

HO GFP HO

HO F 

HO R 

HO-GFP R 

HO-GFP F 

1,6 Kb 

4.672 pb 

Kb 

2.654 pb 
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e purificados. A linhagem DV00 de S. cerevisiae foi transformada com o vetor 

linear e os 3 fragmentos referentes aos cassetes das integrases para 

recombinação in vivo, resultando no vetor YCINT Também foi realizada uma 

transformação utilizando o plasmídeo YCplac111 para a obtenção de uma 

linhagem controle negativo para os experimentos de indução, denominada 

DV01. 

 

Figura 11- Mapa físico do vetor centromérico contendo os cassetes de 

expressão das integrases. Em laranja o cassete da integrase 4 e em vermelho o 

PGAL1 e o terminador CYC1. Em verde o cassete da integrase 8 e em verde escuro o 

PTEF1 invertido e o terminador ADH1. Em azul está o cassete da integrase 5 e em 

branco o PCUP1 e o terminador PGK1. Em preto a origem de replicação ARS e o 

centrômero CEN de levedura, em laranja o cassete LEU2. Em verde claro encontra-se 

o gene AmpR que confere resistência ao antibiótico ampicilina. Em amarelo a origem 

de replicação em bactéria. 

 

 Para confirmar a montagem do vetor, foram realizadas reações de PCR 

do DNA total dos clones selecionados. Foram utilizados os primers Int 8 F e Int 
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8 R (2.200 pb), int 4 F e Int 4 R (2.100 pb),  Int 5 F e Int 5  R (2.300 pb). O 

clone 28 apresentou amplificação de todas as integrases nos tamanhos 

esperados (Figura 12). A linhagem com o gene repórter integrado e o vetor 

YCINT foi denominada DV28.  

 

 

 

 

Figura 12- Esquema da montagem do vetor centromérico com as integrases.  

A. Gel de agarose 1%. M: Marcador 1  kb DNA Ladder Promega. Poços 1, 3 e 5: 

Controle negativo das reações das respectivas PCRs, Int 4, Int 8 e Int 5 (sem DNA). 

Poço 2: PCR integrase 4. Poço 4:  PCR integrase 8. Poço 6: PCR integrase 5. B. 

Representação dos cassetes das integrases juntamente com os primers utilizados 

para recombinação. 

 

 

Para confirmar a ordem correta das integrases no vetor, foram feitas 

PCRs a partir da combinação de primers que anelam nos diferentes cassetes 

de expressão das integrases e analise de restrição do plasmídeo YCINT. Nas 

A 

B 
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PCRs foram utilizados os primers Int 4 F e Int 8 R (4.300 pb) e o par Int 8 F e 

Int 5 R (4.500 pb). Conforme pode ser observado na Figura 13, o clone possui 

as bandas no tamanho esperado. 

 

 

 

Figura 13- Confirmação da orientação das integrases por PCR. A. Gel de agarose 

1%. M: Marcador 1kb Ladder Sinapse. PCR do DNA total da DV28. Poço 1: Controle 

negativo (sem DNA) com primers int 4 F e int 8 R, poço 2: PCR com primers int 4 F e 

int 8 R. Poço 3: Controle negativo (sem DNA) com primers int 8 F e int 5 R, poço 4: 

PCR com primers int 8 F e int 5 R. B. Representação esquemática dos produtos de 

PCR. 

 

 Para a análise de restrição, inicialmente o DNA genômico foi extraído da 

levedura DV28 e usado para transformar E. coli, a fim de se obter o plasmídeo 

YCINT. Após a extração de DNA plasmidial, a amostra foi digerida com as 

enzimas de restrição PvuI e PvuII. Com a enzima PvuI esperava-se obter 

fragmentos de 8.300 pb, 2.200 pb e 2.000 pb. Já com a enzima PvuII o perfil 

deveria ser de 5.700pb, 4.800 pb e 2.000 pb. Conforme observado na Figura 

14, o vetor apresentou os fragmentos esperados para ambas as enzimas, 

confirmando a correta montagem do vetor YCINT demostrando ainda que não 

estão integradas no genoma da levedura já que o vetor foi capaz de se replicar 

 

 

A. 

B. 

Int 4 Int 8 Int 5 

Int 4 Int 8 Int 5 

Int 4 F Int 8 R 

Int 8 F Int 5 R 

4.3 Kb 

4.5 Kb 
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em E. coli. Na Tabela 6 estão representadas as linhagens obtidas após as 

clonagens realizadas até esta etapa. 

 

 

Figura 14- Perfil de restrição do plasmídeo YCINT. Gel de agarose 1%. M: 

Marcador 1 kb DNA Ladder Promega. Poço 1: YCINT intacto. Poço 2: YCINT digerido 

com PvuI. Poço 3: YCINT digerido com PvuII. 

 

Tabela 6- Linhagens Obtidas neste trabalho. 

 

Linhagens Obtidas Descrição 

DV00 Linhagem contendo o Cassete 

HO-EGFP inserido no genoma 

DV01 Linhagem controle contendo o 

cassete HO-EGFP no genoma 

e o vetor YCplac111 

DV28 Linhagem contendo o cassete 

HO-EGFP no genoma e o 

vetor YCINT 
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4.2  Crescimento das linhagens na presença de cobre 

 

 O primeiro passo antes de começarem os testes de indução com as 

linhagens obtidas foi testar a tolerância da linhagem ao sulfato de cobre (II) 

(Etcheverry, 1990). A levedura S. cerevisiae possui em seu genoma o gene 

CUP1 em diferentes números de cópias. À medida em que a célula é exposta a 

concentrações crescentes do íon Cu+2 o locus CUP1 se amplifica no genoma, 

aumentando assim sua tolerância ao íon tóxico (Etcheverry, 1990). Para que a 

concentração inicial escolhida não seja tóxica para a linhagem, testamos o 

crescimento da linhagem DV01 em diferentes concentrações de sulfato de 

cobre para determinar a faixa ideal para o crescimento e possível indução. O 

teste foi feito nas concentrações de 50 a 500 µM, pois foi a faixa encontrada na 

literatura para outras linhagens (Peña et al., 1998; Koller et al., 2000; Peng et 

al., 2015). 

 

 Primeiro, foi feito uma placa com meio mínimo contendo diferentes 

concentrações de cobre (Figura 15). Observou-se que a concentração de 300 

µM foi prejudicial ao crescimento da linhagem. 

 

 

 

Figura 15- Teste de tolerância ao cobre. Linhagem DV01 plaqueada em diferentes 

concentrações de cobre para avaliar seu crescimento. a: 50 µM. b: 100 µM. c: 200 µM. 

d: 300 µM. e: 400 µM. f: 500 µM. 
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 De acordo com a literatura, o crescimento em meio líquido poderia ser 

diferente já que as linhagens tendem a apresentar maior resistência ao cobre 

em meio sólido, portanto, para nos certificarmos dos valores a serem usados (0 

- 200mM) permitiriam o crescimento da levedura, foi feita uma curva de 

crescimento com concentrações de cobre variando de 50, 100, 200 e 500 µM, 

este último ponto foi escolhido para servir de controle negativo (Etcheverry, 

1990). Como mostrado na Figura 16, a linhagem apresentou boa tolerância até 

concentrações de 200 µM, sendo a concentração de 500 µM inibitória ao 

crescimento da levedura. Sendo assim, para os experimentos de indução, as 

concentrações escolhidas variaram entre 50, 100 e 200 µM. 

 

 

Figura 16- Curva de crescimento em cobre. A linhagem DV01 foi crescida em meio 

mínimo líquido em diferentes concentrações de cobre (50, 100, 200 e 500 µM). 

 

4.3  Ensaios para expressão de EGFP 

 

 Com a determinação da faixa de crescimento e escolha das 

concentrações para a indução do PCUP1, agora faz-se necessária a validação 

do circuito. Para isso, é necessário comprovar que as integrases são capazes 

de realizar a mudança de orientação dos promotores que estão flanqueados 

pelas respectivas sequências de reconhecimento específica da integrase (attP 

e attB), ativando a expressão do gene repórter. Os ensaios de citometria de 
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fluxo após indução com ambos os indutores foram inconclusivos, pois não 

foram detectados níveis de fluorescência significativos. Por isso, foi feita uma 

caracterização genotípica utilizando primers HO-EGFP F em par com o primer 

TEFp5’ ou TEFp 3’. Dessa forma, caso o PTEF1 do gene alvo estivesse em sua 

conformação inativa, a PCR utilizando dois primers HO-EGFP F e o TEFp5’ 

seria capaz de amplificar o promotor (cerca de 600 pb) (Figura 17F), e caso as 

integrases fossem capazes de realizar a inversão do promotor, a amplificação 

do promotor ocorreria utilizando os primers HO-EGFP F e o TEFp3’ (Figura 

17E).  

 

 Com amostras da linhagem DV01 (controle negativo), a PCR utilizando 

os primers HO-EGFP F e TEFp3’, não gerou o amplicon de 600 pb (Figura 

17A), entretanto com o par de primer HO-EGFP F e TEFp5’ pode-se observar o 

amplicon de 600 pb na maioria dos clones analisados (Figura17 B). O resultado 

é condizente com o esperado, pois a linhagem DV01 não possui integrase, 

demonstrando que esta proteína é essencial na inversão da sequência do 

promotor. A PCR com a linhagem parental (CENPK 111-32D) não apresentou 

amplicon com nenhum par de primer, visto que não possui o cassete do gene 

repórter (Figura 17A e B). 

 

Por outro lado, com amostras da linhagem DV28 utilizando o par de 

primers HO-EGFP F e TEFp3’ pode-se observar bandas fracas sem indução 

por cobre. Após indução com cobre observa-se banda forte no tempo de 14 h 

para as concentrações de 50 mM e 200 mM de cobre e em 17 horas nas 

concentrações de 100 mM e 200 mM de cobre. A presença desses amplicons 

indica que houve inversão da sequência do promotor. O fato de não apresentar 

bandas nas concentrações de 100 mM (14 h) e 50 mM (17 h) pode ter sido 

uma falha da PCR. As bandas observadas sem indução indicam que está 

havendo um vazamento do promotor, ou seja, ele é capaz de ativar o circuito 

mesmo com sua mínima expressão basal. Estudos anteriores mostraram que o 

promotor PCUP1 apresenta um nível de expressão mesmo na ausência do 

indutor, podendo ser devido a traços de cobre presentes no meio (Butt et al., 

1984). A PCR das mesmas amostras com o par de primers HO-EGFP F e 

TEFp3’ gerou amplificação sem indução com cobre e após 14h com 200 mM e 
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após 17 h com 50 e 200 mM de cobre. Era esperada apenas amplificação sem 

indução com cobre indicando que o promotor está transcricionalmente inativo. 

A presença de amplicon após indução com cobre em ambas as PCR indica que 

há uma população heterogênea onde algumas células apresentam o promotor 

invertido e outras não Em estudos anteriores, foi relatado após a indução para 

a ativação de um circuito genético composto por invertases, a presença de 

plasmídeos que estavam em diferentes estados de indução (Moon et al., 2011; 

Brophy e Voigt, 2014). Em casos onde não há amplicon (Figura 17C e D), 

pode-se especular que houve um problema na amplificação do DNA, não 

sendo possível tirar conclusões sobre a orientação do PTEF1. 
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Figura 17- Caracterização genotípica DV01 e DV28 após indução em diferentes 

concentrações e tempos com cobre. Eletroforese em gel de agarose 1% das 

reações de PCR das linhagens DV01 (A e B) e DV28 (C e D) com 2 combinações de 

primers (E e F). A. Poço 1: Controle negativo da reação de PCR. Poço 2: Reação com 

linhagem selvagem. Reação de PCR conforme esquema E da linhagem DV01 com 

diferentes concentrações de cobre (0,50, 100 e 200 µM) nos tempos de 0 h, 14 h e 17 

h de indução. B. Poço 1: controle negativo da reação de PCR. Poço 2: Reação com 

linhagem selvagem. Reação de PCR conforme esquema F da linhagem DV01 com 

diferentes concentrações de cobre (0,50, 100 e 200 µM) nos tempos de 0 h, 14 h e 17 

h de indução. C. Reação de PCR conforme esquema E da linhagem DV28 com 

diferentes concentrações de cobre (0, 50, 100, 200 µM) nos tempos 0 h, 14 h e 17 h 

de indução. D. Reação de PCR conforme esquema F da linhagem DV28 com 

diferentes concentrações de cobre (0, 50, 100 e 200 µM) nos tempos 0 h, 14 h e 17 h 

de indução. E. Esquema representando o produto de PCR obtido com os primers HO-

GFP F e TEFp3’. F. Esquema representando o produto de PCR obtido com os primers 

HO-GFP F e TEFp5’. 

C. 
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B. 

D. 
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 Para garantir que o sistema inteiro é funcional, também testamos o PGAL1 

e a integrase 4. Foram feitas induções com 2% de galactose com tempos 

variando de 6, 9 a 16 horas e realizadas as PCRs utilizando os mesmos pares 

de primers HO-EGFP F/TEFp5’ e HO-EGFP F/TEFp3’, gerando um amplicon 

de 600 pb (Figura 18). 

 

  É possível observar que após 9 horas de indução, não houve a inversão 

do promotor, pois obtivemos um produto de PCR utilizando o par de primer HO-

EGFP F/TEFp5’ (Figura 18A). Porém, em outro ensaio realizado com maior 

tempo de indução (após 16 horas), obtivemos produtos de PCR com ambas as 

combinações de primers, indicando que mesmo após 16 horas de indução, as 

células formam uma população heterogênea na expressão das integrases 

(Figura 18B). Além disso, já foi relatado que circuitos formados por integrases 

podem ser lentos para serem ativados (Moon et al., 2011; Brophy e Voigt, 

2014).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18- Caracterização genotípica DV01 e DV28 após indução com galactose. 

Gel agarose 1%.M: Marcador 1 kb DNA Ladder Sinapse. A. PCR após 9 h de indução 

Poço 1: Controle da reação de PCR, sem DNA. Poço 2: DV01 com primers HO-EGFP 

F e TEFp5’. Poço 3: DV28 após indução com primers HO-EGFP F e TEFp5’. B. PCR 

após 16 h de indução Poço 1: Controle da reação, sem DNA com os primers HO-

EGFP F e TEFp5’ poço 2: DV01 com os primers HO-EGFP F e TEFp5’ poço 3: DV28 

após indução om os primers HO-EGFP F e TEFp5’ Poço 4: Controle da reação, sem 

DNA com os primers HO-EGFP F e TEFp3’ poço 5: DV28 induzido com 200 µM de 

cobre (controle positivo), poço 6: Amostra DV28 após indução com galactose. 

B. A. 
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4.4  Gel de proteína não desnaturante 

 

 Foi utilizada a metodologia de gel de poliacrilamida não desnaturante e 

desnaturante com o objetivo de observar a atividade da EGFP e visualizar a 

quantidade de proteína utilizada em ambos os géis, respectivamente. O gel 

desnaturante foi utilizado para mostrar que a quantidade utilizada de proteína 

foi semelhante em todos os tempos (5 µg de proteína total) (Figura 19A). Pode-

se observar no gel não desnaturante que exceto a linhagem parental que não 

possui o cassete de expressão do gene repórter EGFP, todas as outras 

amostras apresentaram fluorescência. As linhagens DV01 (controle negativo) e 

DV28 sem indução apresentaram a mesma intensidade de fluorescência que a 

linhagem DV28 induzida com diferentes concentrações de cobre após 14 h. 

Além disso a quantidade de cobre (50, 100 ou 200 µM) não afetou a 

intensidade da fluorescência. Diante desses estes dois fatos, ou seja, de todas 

as linhagens apresentarem fluorescência e da falta do aumento da intensidade 

de fluorescência, é possível especular que talvez o PCUP1 ou a integrase 5 não 

esteja funcionando, e que os sinais detectados mesmo sem a presença das 

integrases sejam devido ao local de integração do gene EGFP no locus HO. 

Provavelmente, o promotor do gene HO está ativando a transcrição da EGFP 

(Siddiqui et al., 2012). 
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Figura 19- Detecção da atividade da EGFP em DV01 e DV28 após 14 horas com 

diferentes concentrações de cobre. A. Gel de poliacrilamida 12%. M: Pierce 

Unstained Protein MW Marker (Thermo Scientific). Poço 1: Linhagem selvagem. Poço 

2: DV01 induzido 200 µM. Poço 3: DV28 sem indução. Poços 4, 5 e 6: DV28 induzido 

com 50, 100 e 200 µM de cobre, respectivamente. B. Gel de poliacrilamida 12% não 

desnaturante. Poço 1: Linhagem parental. Poço 2: DV01 induzido 200 µM. Poço 3: 

DV28 sem indução. Poços 4, 5 e 6: DV28 induzido com 50, 100 e 200 µM de cobre, 

respectivamente. Visualizado com o equipamento Gel DocTM EZ Gel Documentation 

System (Bio-Rad), nos comprimentos de onda entre 430-460 nm. 

 

 

 Para verificarmos se a dificuldade de detecção do gene repórter EGFP, 

era um problema da atividade da proteína ou um problema na construção, foi 

feito um controle positivo onde este gene foi expresso sob o controle do PTEF1 

no vetor centromérico YCplac33, resultando no vetor YCEGFP, um vetor com 

baixo número de cópias. A construção foi confirmada utilizando a análise de 

restrição com as enzimas BamHI, PvuII e a combinação de HindIII e EcoRI. O 

perfil esperado para BamHI é de 7.103 pb, com PvuII duas bandas de 5.600 e 

1.500 e com a dupla digestão HindIII e EcoRI duas bandas de  5.281 e 1.822 

pb (Figura 20). A linhagem RE1006 foi transformada com o vetor YCEGFP 

resultando na linhagem DVGFP 

A. B. 
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Figura 20- Perfil de restrição do plasmídeo YCEGFP. Gel de agarose 1%. 

Marcador: 1 kb DNA Ladder Sinapse. Poço 1: YCEGFP intacto. Poço 2: YCEGFP 

digerido com PvuII. Poço 3: YCEGFP digerido com BamHI. Poço 4: YCEGFP digerido 

com HindIII e EcoRI. 

 

 Para verificar a fluorescência, foi feito o cultivo em meio mínimo com 

glicose das linhagens DVGFP e da linhagem parental RE1006. Após 18 horas 

foi medida a fluorescência por citometria de fluxo (Figura 21). Quando se 

compara o gráfico do controle negativo com o positivo, é perceptível a 

sobreposição dos gráficos, demonstrando que realmente o sinal de detecção 

da fluorescência é fraco. Estudos mostraram que este gene possui uma 

fluorescência muito fraca quando expresso em S. cerevisiae, mesmo com 

códon otimizado para esta levedura (Kaishima et al., 2016). O EGFP usado 

neste trabalho, obtido apartir do vetor pEGFP-n3 (Clontech, USA) possui os 

códons otimizados para células de mamífero.  

 

 

 

 

 

 



57 
 

 

Figura 21- Avaliação da fluorescência da proteína EGFP. A intensidade de 

fluorescência foi medida utilizando citometria de fluxo das linhagens parental RE1006 

e DVGFP (TEF EGFP). O eixo horizontal indica a intensidade média de fluorescência. 

 

    

 Após a análise dos resultados obtidos com o circuito sintético lógico 

XOR, pudemos levantar algumas hipóteses das possíveis causas do 

funcionamento insuficiente do circuito sintético lógico. Primeiro, foi detectado o 

vazamento da expressão do gene EGFP (Figura 17 D). Isso pode ter ocorrido 

pela ativação da GFP pelo promotor do gene HO, ou a expressão basal do 

PCUP1 é suficiente para ativar o circuito. Outro resultado relacionado ao PCUP1 foi 

que mesmo após a variação nas concentrações dos íons de cobre a 

intensidade de fluorescência se manteve a mesma do controle sem indução e 

da linhagem DV01 (Figura 19), indicando que ou PCUP1 ou a integrase 5 não 

estivesse funcionando adequadamente, portanto a integrase 5 será substituída 

pela integrase 13 nas próximas etapas. Como a fluorescência com EGFP foi 

fraca, o gene repórter será substituído por outro que apresente melhor nível de 

fluorescência. Estudo com várias proteínas fluorescentes em S. cerevisiae 

mostrou que a proteína Ukg1 do coral Umi-Kinoko (Sarcophyton sp.) com 

códon otimizado para S. cerevisiae apresentou o melhor nível de fluorescência 

comparada as outras proteínas fluorescentes (Kaishima et al., 2016). Além 

disso, para evitar que o locus genômico interfira na expressão do gene 

repórter, este será inserido num vetor centromérico.  
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Para verificar a funcionalidade de todas as integrases, estas serão 

analisadas individualmente sob o controle do promotor bidirecional 

GAL1/GAL10. No circuito sintético lógico foi usada a sequência do PGAL1 para 

detectar um dos sinais de entrada, a galactose. Não houve vazamento da 

expressão da EGFP com este indutor, entretanto o tempo de indução foi longo 

(Figura 16) por isso usaremos o PGAL1/GAL10 , a construção bem caracterizada e 

mais para expressão induzida, para verificar se o tempo de indução diminui 

(West et al., 1987).  
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4.5  Caracterização dos dispositivos genéticos 

 

 A estratégia para o estudo dos dispositivos genéticos está descrita no 

fluxograma a seguir 

 

Figura 22- Estratégia para caracterização dos dispositivos genéticos que 

compõe o circuito. 
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4.5.1  Construção dos vetores centroméricos contendo UkG1  

 

 Foram sintetizados 4 cassetes de expressão contendo o gene UKG1 de 

coral Umi-Kinoko, com códons otimizados para S. cerevisiae, todos sob o 

controle do PTEF1. Os quatro cassetes foram clonados no vetor YCplac33 e 

entregues pela empresa Epoch Life Science. Um cassete será o controle 

positivo que contém o gene repórter sob controle do PTEF1, os outros três 

cassetes de expressão contem a sequência dos genes invertido em relação ao 

sentido da transcrição. Nos vetores que contêm a UkG1 invertida, o gene está 

flanqueado pelas sequências de reconhecimento das integrases a serem 

testadas, Int4, Int13 e o último cassete por 2 sítios contíguos Int8 e Int4 (Figura 

23A). 

 

 Com a finalidade de se conseguir o cassete de expressão da UkG com 

os sítios de reconhecimento apenas da integrase 8, o vetor YCUKGyIN84 foi 

digerido com as enzimas de restrição BamHI e NotI. O vetor YCUKGyIN4 foi 

digerido com as mesmas enzimas de restrição. Tanto o fragmento contendo o 

cassete de expressão como o vetor foi purificado do gel de agarose. Foi feita a 

ligação do inserto ao vetor resultando no vetor YCUKGyIN8 (Figura 21A). A 

construção foi confirma por análise de restrição com as enzimas BamHI, PvuII 

e uma reação com duas enzimas, BamHI e NotI. Para a reação com BamHI o 

perfil esperado é 7.242 pb, com PvuII é esperado duas bandas, uma de 5.281 e 

outra de 1.961 pb e a dupla reação é esperado 6.276 e 823pb (Figura 23B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 

 

Figura 23- Cassete de expressão do gene repórter UKG1. A. Esquema contendo os 

cassetes de expressão do gene repórter. B. Perfil de restrição para o vetor 

YCUKGyIN8. Gel de agarose 1%. Marcador: 1 kb DNA Ladder Sinapse. Poço 1: 

YCUKGyIN8 intacto. Poço 2: YCUKGyIN8 digerido com BamHI. Poço 3: YCUKGyIN8 

digerido com PvuII. Poço 4: YCUKGyIN8 digerido com BamHI e NotI. 

 

 A linhagem RE1006 de S. cerevisiae foi transformada com os 4 vetores 

contendo sítios únicos para integrase e o vetor sem sítio para integrase. Para 

confirmar a presença dos plasmídeos nos clones obtidos, além da capacidade 

de se desenvolver em meio mínimo sem adição de uracila foi feita uma PCR 

A. 

B. 
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com os primers HO-UkG F e HO-UkG R e o DNA total dos clones, gerando um 

amplicon de 1530 pb. Na Figura 24A é possível observar que apenas o clone 3 

(poço 4) da linhagem DVU (controle positivo) apresentou banda. Na Figura 

24B, houve amplificação nos clones 1 e 2, porém o clone 2 (poço 3) foi 

selecionado e denominado DVU4 (com o vetor YCUKGyIN4). Na Figura 24C, o 

clone 1 (poço 2) apresentou banda, sendo denominado DVU8 (com o vetor 

YCUKGyIN8). Na Figura 24D, o clone 1 apresentou banda, sendo denominado 

DVU13 (com o vetor YCUKGyIN13). 

 

Figura 24 – Confirmação linhagens de S. cerevisiae contendo as UkG1. Gel 

agarose 1%. M: Marcador 1 kb DNA Ladder Sinapse. PCR utilizando os primers HO-

UkG F e R. A. Linhagem DVU Poço 1: Controle sem DNA da reação. Poços 2 a 4: 

transformantes para DVU. B. Linhagem DVU8 Poço 1: Controle sem DNA da reação. 

Poços 2 a 5: transformantes para DVU8. C. Linhagem DVU4 Poço 1: Controle sem 

DNA da reação. Poços 2 a 5 transformantes para DVU4. D. Linhagem DVU13 Poço 1: 

Controle sem DNA da reação. Poço 2: transformantes para DVU 13. 

 

 

A. 
B. 

D. 
C. 
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4.5.2  Construção dos vetores centroméricos contendo as 

integrases 

 

 Como foi especulado anteriormente, talvez a integrase 5 não estivesse 

funcionando corretamente, e após as análises dos sítios attL e attR, verificou-

se que está integrase não prejudica a expressão do gene, tirando ele de fase 

ou gerando um códon de parada prematuro. Outras análises indicaram que a 

integrase 13 também possui ortogonalidade com as integrases 4 e 8, de forma 

que poderia substituir a integrase 5 em um novo circuito (Yang et al., 2014). 

   

 Como foi dito anteriormente, para que haja uma maior previsibilidade do 

funcionamento do circuito, é necessário testar as integrases de forma 

individual. Portanto, após o teste do gene repórter, o próximo passo será o 

teste das integrases com um dos sinais de entrada. Para isso, foi escolhido o 

promotor bidirecional PGAL1/GAL10 por ser um promotor bem estabelecido para 

que seja feita a indução com as integrases 4, 8 e 13 de forma individual (West 

et al., 1987). A integrase 13 (Bacillus cytotoxicus NVH 391-98) foi sintetizada 

(Epoch Life Science) em substituição a integrase 5 no vetor pYES2, que 

contém o PGAL1/GAL10. No futuro esse cassete será transferido para o vetor 

centromérico.  

 

Os genes referentes às integrases 4 e 8 foram amplificados por PCR a 

partir dos vetores pBluescriptSKInt4 e pBluescriptSKInt8 com os pares de 

primers Int 4 N F / Int 4 R e Int 8 N F / Int 8 N R respectivamente. Após a 

purificação os fragmentos foram inseridos no vetor pYES2 (Thermo Fisher 

Scientific) utilizando as enzimas HindIII e SphI para a recombinação in vitro 

(Figura 25 A), para a adição do promotor responsivo a galactose.  

 

 A confirmação da clonagem foi feita por análise de restrição com as 

enzimas PvuI e PvuII. O perfil esperado para a enzima PvuI são duas bandas 

de 5.312 pb e 1901 pb e para a enzima PvuII uma banda de 7213 pb. Como 

demonstrado (Figura 25 B e 25C). Os vetores resultantes foram denominados 

pYESInt4 e pYESInt8. 
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Figura 25- Construção dos vetores pYESInt4 e pYESInt8. A. Esquema com os 

cassetes e os primers utilizados para a clonagem. B. Perfil de restrição do vetor 

pYESInt 4 em gel de agarose 1%. Poço 1: pYESInt 4 intacto. Poço 2: pYESInt 4 

digerido com PvuI. Poço 3: pYESInt 4 digerido com PvuII. C. Perfil de restrição do 

vetor pYESInt 8 em gel de agarose 1%. Poço 1: pYESInt 8 intacto. Poço 2: pYESInt 8 

digerido com PvuI. Poço 3: pYESInt 8 digerido com PvuII. Marcador: 1 kb DNA Ladder. 

 

 Em seguida, fez-se uma PCR dos vetores pYESInt 4 e pYESInt8 com os 

primers GALIN e CYCIN para amplificar todo cassete de expressão (contendo 

o PGal1/Gal10, a integrase e o terminador CYC1).  O vetor YCplac111 foi digerido 

com as enzimas de restrição BamHI e PstI. Tanto os fragmentos como o vetor 

YCplac111 foram purificados para posterior recombinação in vitro, resultando 

nos vetores YCInt 4 e YCInt 8. Para a confirmação do vetor YCInt 4 foi feita a 

PCR utilizando os primers GALIN e CYCIN resultando em um produto com 

2.219 pb (Figura 26 A poço 1 e 2) e a análise de restrição com as enzimas de 

restrição SpeI cujo produto seria de 8.315 pb, HindIII que apresenta duas 

A. 

B. C. 
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bandas, uma de 6.589 e outra de 1.726 pb e uma reação dupla contendo 

BamHI e PstI que apresentam duas bandas, uma de 6.112 pb e outra de 2.219 

pb (Figura 26A). Para a confirmação do vetor YCInt 8 foi realizada uma análise 

de restrição, utilizando a enzima SpeI que apresenta uma banda de 8.267 pb e 

HindIII que apresenta duas bandas 6.589 e outra de 1.678 pb (Figura 26B). A 

banda de 1.678 pb só é visível no clone 2 devido a quantidade de DNA 

aplicada no gel (Figura 26B). Portanto, foram selecionados dois vetores 

centroméricos, um contendo a integrase 4 (YCInt 4) e outro contendo a 

integrase 8 (YCInt 8). 

 

Figura 26- Confirmação da construção dos vetores centroméricos contendo o 

cassete de expressão das integrases. Géis de agarose 1%. M: Marcador 1 kb DNA 

Ladder. A. vetor YCInt 4. Poço 1: Controle da reação sem DNA. Poço 2: PCR do YCInt 

4 com primers GALIN e CYCIN. Poço 3: YCInt 4 intacto. Poço 4: YCInt 4 digerido com 

SpeI. Poço 5: YCInt 4 digerido com HindIII. Poço 6: YCInt 4 digerido com BamHI e 

PstI. B. Perfil de restrição da construção YCInt 8. Poços 1 e 4: YCInt 8 intacto. Poços 2 

e 5: YCInt 8 digerido com SpeI. Poços 3 e 6: YCInt 8 digerido com HindIII. 

 

 As linhagens DVU4 e DVU8 de S. cerevisiae foram transformadas 

respectivamente com os vetores YCInt 4 e YCInt 8, gerando as novas 

linhagens DVInt4 e DVInt8. Ambas as linhagens tiveram o DNA total extraído e 

foram feitas PCRs com diferentes combinações de primers para confirmar a 

presença do vetor, além de observar o fenótipo da complementação da 

auxotrofia a leucina. Para a linhagem DVInt 4 foram utilizados os primers 

GALIN e CYCIN, gerando um produto de 2.219 pb (Figura 27 A). Para a 

linhagem DVInt 8, foram utilizados os primers Int8 N F e R, gerando um produto 

de 1.422 pb (Figura 27 B). 

A. 
B. 
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Figura 27- Confirmação dos clones DVInt 4 e DVInt 8. Géis de agarose 1%. M: 

Marcador 1 kb DNA Ladder. A. Reação de PCR com primers GALIN e CYCIN. Poço 1: 

Controle da reação sem DNA. Poço 2: DNA total da linhagem DVInt 4. B. Reação de 

PCR com primers Int8 N F e R. Poço 1: Controle da reação sem DNA. Poço 2: DNA 

total da linhagem DVInt 8. 

 

4.5.3 Análise funcional das integrases 4 e 8 

 

 Com o objetivo de analisar o funcionamento individual das integrases foi 

feito um experimento de citometria de fluxo. Como as análises anteriores 

apontaram a expressão do gene repórter tanto na ausência do indutor como na 

linhagem que não continha a integrase, foi feita uma citometria para avaliar a 

existência de um vazamento no sistema. Para isso as linhagens DVU4, DVU8 e 

DVU13 que não possuem o vetor com integrase, o controle positivo DVU e o 

controle negativo, a linhagem parental RE1006 foram cultivadas meio MGal 

durante 9 horas.  

 

 Ao se comparar as linhagens DVU4, DVU8 e DVU13 com o controle 

negativo e positivo, pode-se observar a ausência de fluorescência (Figura 28). 

Nessa construção do cassete de expressão contendo o gene repórter, a 

sequência do gene repórter que foi invertido, ao invés do promotor, além do 

cassete de expressão estar em vetor centromérico e não integrada no genoma, 

o que impossibilita interferências do contexto genômico na expressão do gene. 

A. B. 
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Outro fato importante é o sinal de fluorescência emitido pelo novo gene repórter 

UkG1. Mesmo sendo expresso em uma cópia no vetor centromérico a 

intensidade de fluorescência pôde ser captada e diferenciada do controle 

negativo de forma clara, o que nos permite analisar quantitativamente o futuro 

circuito por citometria de fluxo. 

 

 

Figura 28- Avaliação das linhagens contendo o cassete do gene repórter. As 

amostras foram crescidas durante 9 horas em meio MGal e sua fluorescência 

detectada através da citometria de fluxo. O eixo horizontal indica a intensidade média 

de fluorescência. 

 

 Para observar a expressão das integrases foi feito a citometria de fluxo 

com as linhagens DVInt 4 e DVInt 8, além da DVU (controle positivo) após 

cultivo em meio MGal com diferentes tempos de indução, variando de 0 hora 

até 17 horas (0, 3, 6 9, 14 e 17 h). No caso da DVInt 4, foi possível observar 

que com o passar do tempo foi aumentando a fluorescência, e após 17 horas 

houve a fluorescência da maior parte da população, mas continua uma 

população heterogênea (Figura 29). Isto acontece devido à expressão das 

integrases que estão sob o controle do promotor responsivo a galactose, então 

o tempo de indução leva em conta a síntese da integrase que irá atuar no gene 

repórter permitindo que haja a expressão deste último.  
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Figura 29- Análise funcional da integrase 4. A linhagem DVInt4 foi induzida com 2% 

de galactose por diferentes tempos (0, 3, 6 9, 14 e 17 h). A intensidade de 

fluorescência foi medida através de citometria de fluxo. O eixo horizontal indica a 

intensidade média de fluorescência. 

 

 Já em relação a DVInt 8, mesmo após 17 horas não foi possível 

observar uma mudança relevante em relação a linhagem DVU (Figura 30). Em 

ambos as linhagens, DVInt 4 e DVInt 8 foi feito um controle de cultivo apenas 

em glicose, e em ambos os casos não houve fluorescência mesmo após 17 

horas de indução, mostrando que o promotor que é reprimido por glicose está 

funcional (West et al., 1987). Como pode se observar a mudança de PGAL1 para 

o PGAL1/GAL10 não reduziu o tempo de indução.   

 

 

Figura 30- Análise funcional da integrase 8. A linhagem DVInt8 foi induzida com 2% 

de galactose por diferentes tempos (0, 3, 6 9, 14 e 17 h). A intensidade de 

fluorescência foi medida através da citometria de fluxo. O eixo horizontal indica a 

intensidade média de fluorescência. 
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 Em relação à integrase 8, já foi reportado na literatura que as integrases 

podem diminuir sua eficiência quando são expressas em organismos que não 

correspondem ao nativo, além de serem mais propensas a causar mutações 

nos sítios de reconhecimento podendo haver deleções de alguns pares de 

base fazendo com que o gene fique fora de fase (Stark, 2017). Para testar essa 

hipótese, seria necessária a realização do sequenciamento do vetor após a 

indução para verificar que a construção foi feita de forma correta e para 

verificar a sequência dos sítios de reconhecimento attL8 e attR8 que foram 

formados, de forma a detectar possíveis alterações como mutações ou 

deleções.  
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5 Conclusão 

 

 Neste trabalho foi construído e testado um circuito sintético lógico XOR 

composto por 3 integrases, dois sinais de entrada diferentes (Cobre e 

Galactose) para testar a funcionalidade destas integrases. Por meio da análise 

genotípica foi possível constatar a funcionalidade parcial do circuito, apesar de 

serem detectados vários pontos que necessitam ser reparados. Este trabalho 

foi o primeiro a testar as integrases Int 4 (Streptococcus equi subsp equi 4047); 

Int 5 (Streptomyces phage PhiK38-) e Int 8 (Staphylococcus haemolyticus 

JCSC1435) em Saccharomyces cerevisiae e a mostrar o funcionamento da 

Integrase 4 nesta levedura, confirmado pela análise individual desta integrase. 

Por outro lado, a integrase 8, também avaliada individualmente, não se 

mostrou funcional nas condições analisadas.  

 Pode-se observar que o PGAL1 e PGAL1/GAL10 foram funcionais na indução 

das integrase, não permitindo o vazamento por uma expressão basal. O longo 

tempo para detectar a atividade do gene repórter não se deve ao promotor, 

mas provavelmente a própria atividade da integrase.   

 Foi analisado o gene repórter UkG1 de coral (Umi-Kinoko) com códons 

otimizados para levedura que apresentou resultados melhores que a EGFP 

quando expresso em baixo número de cópias.  
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6  Perspectivas 

 Testar outras integrases de forma individual em S. cerevisiae (as 

integrases 5 e 13). 

 Testar outros sinais de entrada (ausência de fosfato - PPHO5 e 

optogenética). 

 Sequenciamento do vetor YCUKGyIN8 e dos sítios de 

reconhecimento attL8 e attR8 

 Construção de outros circuitos sintéticos lógico com as 

modificações propostas neste trabalho 

 Aplicação do circuito sintético lógico para a regulação da 

expressão de proteínas de interesse. 
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8 Anexos 

Anexo A  

Lista de Marcadores moleculares utilizados 

 

2- Log DNA Ladder 
(BioLabs) 

1 kb DNA Ladder 
(Promega) 

1 kb DNA Ladder 
(Sinapse) 

 

                     

 

 

 

 


