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“Caminante,

Caminante, son tus hellas
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se hace camino al andar.
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y al volver la vista atrds

se ve la senda que nunca
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RESUMO

A Dbioluminescéncia em coledpteros ¢ dependente das luciferases, enzimas que
evoluiram das AMP-CoA ligases. O cDNA de uma enzima tipo-luciferase foi clonado dos
tubulos de Malphighi de larvas de Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae). O produto
génico deste cDNA mostra naturalmente uma fraca luminescéncia na presenga de MgATP e
luciferina e possui 528 aminoacidos com sequéncias sinal na regido N-terminal e C-terminal
enderecadas a membrana do reticulo endoplasmatico liso. Apesar de ter uma baixa identidade
(26-32%) com as luciferases de vaga-lumes, esta enzima é um modelo apropriado de
protoluciferase para investigar a origem e evolugdo das luciferases de besouros. O sitio de
ligagdo da luciferina ¢ altamente conservado entre todas as luciferases de besouros; na
protoluciferase de Z. morio porém, a maioria dos residuos desta regido ¢ substituido por
outros. Utilizando-se a técnica de mutagénese sitio-dirigida, alguns residuos de aminoacidos
desta protoluciferase, que sdo localizados na correspondente regido do sitio ativo das
luciferases, foram substituidos pelos residuos conservados das luciferases. A maioria das
substitui¢des teve um efeito negativo sobre a atividade luminescente. Porém, a substitui¢do
1327T, cujo residuo ¢ localizado em um motivo grampo [, perto do sitio de ligagdo da
luciferina, aumentou sua atividade luminescente. Tal substitui¢do mostra a importancia deste
motivo para a atividade luciferasica e indica uma possivel rota de evolug¢ao das luciferases de
coleopteros. Uma vez que esta enzima foi extraida dos tubulos de Malpighi, é possivel que
esteja envolvida com a excre¢do de algum composto quimico. Independente de sua fun¢do, os
resultados do presente trabalho sugerem que o potencial para atividade bioluminescente ¢ bem
antigo nas ligases e provavelmente evoluiram antes da divergéncia das familias de coledpteros
bioluminescentes.

Palavras-Chave: Protoluciferase. Tubulos de Malpighi. AMP-CoA ligase. Desintoxicacdo



ABSTRACT

Bioluminescence in beetles is dependent on luciferase which evolved from AMP/CoA
ligases. The cDNA of a luciferase-like enzime was cloned from the Malpighian tubules of
Zophobas morio mealworm (Coleoptera: Tenebrionidae). The gene product of this cDNA
displays weak luminescence and it is composed of 528 aminoacids residues with N-terminal
and C-terminal sequences signal addressed to smooth endoplasmic reticulum membrane.
Although having a low identity (26-32%) with beetle luciferases, this enzyme is a reasonable
protoluciferase model to investigate the origin and evolution of beetle luciferases. The luciferin
binding site is higly conserved among the beetle luciferases. However, in this protoluciferase
of Z. morio, most of these residues of this motif are substituted by others. Using a site-directed
mutagenesis survey some of aminoacids residues of this protoluciferase, which are located at
correspondent luciferin binding site of luciferases, were replaced by the conserved residues of
beetle luciferases. Most of the substitutions had negative effect on the luminescent activity,
however, the substitution 1327T, which is located in a B-hairpin motif close to the luciferin
binding site, improved the luminescence activity. Such substitution indicates the importance of
this motif for luciferase activity and indicates a possible route for the evolution of
bioluminescence function of beetle luciferase. Since this enzyme is located in the Malpighian
tubules, which are involved in excretion and metabolization of carboxylic substrates, this
enzyme could be involved to excretion the some type of chemical compound. Regardless of the
function the results show that the potential for bioluminescent activity is older and probably
arose before the divergences of the Coleoptera bioluminescent families.

Key words: Protoluciferase. Malpighian tubules. AMP-CoA ligase. Detoxification.



Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

A bioluminescéncia ¢ a emissdo de luz por organismos vivos como bactérias, fungos,
anelideos, equinodermas, insetos e peixes. E um tipo especial de quimioluminescéncia que néo
depende de temperatura ou absor¢dao de luz pelo organismo como fonte de energia, mas de
oxidagdes altamente exergdnicas de um substrato — a luciferina — onde a energia ¢ liberada na
forma de luz com alta eficiéncia. Durante a oxidacdo das luciferinas, sdo formados
intermediarios peroxidicos altamente instdveis e ricos em energia, cuja clivagem térmica gera
produtos carbonilicos, um dos quais no estado eletronicamente excitado singlete que se
desativa emitindo fluorescéncia (WILSON, 1995). Esta luz pode ser usada de diferentes modos
e para diferentes fungdes, dependendo do organismo, como atrac¢ao sexual, defesa, camuflagem
e atragdo de presas (HASTINGS, 2001). E um fendmeno predominante dos organismos
marinhos e entre os organismos terrestres a bioluminescéncia ¢ mais abundante em insetos,
especialmente nos coledpteros. Em coledpteros, espécies bioluminescentes ocorrem
principalmente na superfamilia Elateroidea composta pelas principais familias de vaga-lumes.
Nestes insetos observa-se uma ampla variedade de padrdes e espectros de emissdo. Apesar
disto, as diferentes familias de coledpteros bioluminescentes compartilham a mesma reacao
bioluminescente, com substratos (luciferina e ATP) idénticos e luciferases homologas
compartilhando de 45 a 99% de similaridade umas com as outras (WOOD et al., 1989;
VIVIANI, 2002).

Com relagdo a origem evolutiva, sugere-se que as luciferases de coledpteros surgiram a
partir de enzimas AMP-CoA ligases (SCHROEDER, 1989; SUZUKI et al., 1990; TOH, 1990;
SCHOLTEN et al., 1991; BABBIT; KENYON, 1992; FUJINO; YAMAMOTO, 1992).

Porém, ainda ndo existe um elo consistente entre as ligases ndo-luminescentes e as luciferases,

4
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tornando o conhecimento das estruturas um tema interessante para inferir como se originou a

funcao luminescente das luciferases.

1.2. Revisao bibliografica

1.2.1. Historico

Acredita-se que o Homem de Neandertal conhecia “coisas” luminescentes como
aurora boreal, vermes luminescentes ou troncos luminosos, mas infelizmente ndo ha nenhum
registro a respeito. Mesmo no inicio da civilizagdo o homem pré-historico, que tinha alto
talento artistico, ndo deixou nenhum registro sobre a luminescéncia. Além disso, um dos
problemas do inicio da historia sobre luminescéncia é separar os verdadeiros dos falsos
relatos. Luzes misteriosas vistas sobre as aguas, campos ou montanhas eram descritas como
dragdes ou deuses. Historias de joias e pedras luminosas também foram proferidas desde os
tempos remotos, mas ¢ provavel que muitos casos a luz fosse resultado de reflexos e ndo de
emissdo luminosa (HARVEY, 1957). Um dos tipos de reflexo que foi confundido com a
verdadeira emissdo de luz é o brilho dos olhos de alguns animais como os gatos. O reflexo
dos olhos desses animais a noite quando iluminados pelo fogo era vista como luz que
emanava dos proprios olhos com o objetivo de possibilitar a visdo (SALVETTI, 2008).

O primeiro registro a respeito de organismo luminescente data de aproximadamente
1.500-1.000 a.C no “Shi Jing”, conhecido como “Livro das Cangdes” onde ¢ mencionado “I-
yao hsiao-hsing”, traduzido como “Os vaga-lumes sdo intermitentemente brilhantes”
(HARVEY, 1957; KIM, 2000). Depois disso, os vaga-lumes ou outros organismos
bioluminescentes foram negligenciados por muito tempo, inclusive por escritores biblicos, pois
nao hd mengdo sobre bioluminescéncia na Biblia ou no Alcordo, talvez pela raridade destes

organismos em regides desérticas do oriente médio (HARVEY, 1957).
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E com Aristoteles (384-322 a.C) que um conhecimento bastante amplo sobre a
producdo de luz fria tem inicio (SALVETTI, 2008). Aristoteles foi o primeiro a registrar
observagdes detalhadas e reconhecer a luz propria dos organismos bioluminescentes. Ele
também registrou a luminescéncia de peixes mortos, o que hoje € sabido que se tratava de
coldnias de bactérias bioluminescentes (HARVEY, 1957; SHIMOMURA, 2006).

No inicio da era cristda Gaius Plinius Secundus, Plinio o Velho (AD 23-79),
comandante naval e militar do império Romano, também naturalista e escritor, passou a maior
parte do seu tempo livre investigando fendmenos naturais. Ele registrou suas observagdes
sobre vermes, aguas-vivas, peixes ¢ fungos luminescentes em seu livro Naturalis Historia,
considerado o primeiro registro completo e especifico sobre organismos bioluminescentes.
Também mencionou que o brilho dos olhos de gatos, veados e hienas ndo era uma verdadeira
luminescéncia e sim reflexo de luz (HARVEY, 1957).

Apds um longo periodo de escuriddo cientifica da Idade Média - pois as mentes
intelectuais da época, influenciadas pela supremacia da Igreja catdlica, eram centradas no céu
e ndo na natureza - os fendmenos naturais comecaram a ser notados. Colombo (1446-1506),
antes de desembarcar em San Salvador (1492), atentou-se para as misteriosas luzes vindas das
aguas marinhas, provavelmente provenientes dos vermes luminosos Odontosyllis (HARVEY,
1957).

Nesta época, um dos mais importantes registros de historia natural do Novo Mundo foi
feito por Gonzalo Fernandez de Oviedo (1478-1557), historiador e escritor espanhol. Em seu
Historia menciona quatro tipos de “coisas luminosas”, centipedes, vermes, luz de troncos de
arvores ¢ o Cucuyo (Pyrophorus noctilucus), um besouro elaterideo (HARVEY, 1957;
EZQUERRA, 1997).

Outras formas luminosas de insetos foram incluidas no primeiro importante tratado

sobre insetos, o De Animalibus Insectis (Bologna, 1602), de Ulisses Aldrovandi onde ha
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registros de Cicindela (Carabidae) e referéncias sobre coledpteros luminescentes (HARVEY,
1957).

Sao atribuidos a Francis Bacon (1561-1626) os primeiros experimentos com material
organico luminoso. Robert Boyle (1627-1691), utilizando uma bomba a vacuo construida por
ele mesmo, demonstrou que a luminescéncia de pedacos de carne e madeira dependia do ar.
Benjamim Franklin (1706-1790) inicialmente acreditou que a bioluminescéncia era um
fenomeno elétrico, porém, mudou sua opinido quando descobriu que a luz emitida no oceano
podia ser filtrada com auxilio de um pedago de pano (SHIMOMURA, 2006).

No século 19 os naturalistas aumentaram grandemente a lista das espécies luminosas
como o tunicado Pyrosoma por Francois Péron (1775-1810), o anelideo Spirographis por D.
Viviani (1805), os radiolarios por W. G. Tilesius (1769-1857), os sifonéforos por F. J. F.
Meyer (1834) entre outros. Paolo Panceri (1833-1877) é conhecido por suas publicagdes sobre
anatomia ¢ histologia de varios tipos de organismos luminosos e Raphael Dubois (1849-1877)
como o descobridor da luciferina e a luciferase (HARVEY, 1957; SHIMOMURA, 2006).

A grande revolug@o no pensamento bioldgico influenciada por Charles Darwin (1809-
1882) repercutiu entre os pesquisadores de bioluminescéncia que passaram a considerar as
possiveis fungdes (HARVEY, 1957).

O termo luminescéncia para “todo o fendmeno de luz no qual ndo é condicionado pelo
aumento de temperatura” foi usado pela primeira vez por Eilhard Wiedmann (1852-1929) e
também pela primeira vez Harvey (1887-1957) usou o termo ‘“bioluminescéncia” para a
emissdo de luz por seres vivos.

A natureza quimica dos componentes de muitos sistemas bioluminescentes foi
elucidada na segunda metade do século XX (BODE; HASTINGS, 1963; HOPKINS et al.,

1967, McCAPRA, 1973; DUNLAP; HASTINGS, 1981).
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Em 1947 McElroy elegantemente demonstrou o requerimento de ATP como substrato
essencial na reacdo bioluminescente de vaga-lumes.

Em 1962 a descoberta da proteina Ca™ dependente (aequorina) e da proteina
fluorescente verde (GFP) por Shimomura et al. (1962) rendeu décadas mais tarde, em 2008, o
prémio Nobel de Quimica dividido com outros dois pesquisadores, Martin Chalfie ¢ Roger
Tesein.

Na década de 1980 e 1990 luciferases de coledpteros (deWET et al., 1985; TATSUMI
et al., 1989; VIVIANI et al., 1999a; b) e de bactérias (COHN et al., 1985; JOHNSTON et al.,

1986; MANCINI et al., 1988; FRANCKMAN, et al., 1990) foram clonadas.

A utilizacdo da GFP como sonda marcadora de expressdo génica (CHALFIE et al.,
1994) e a primeira resolugdo da estrutura tridimensional de uma luciferase, a luciferase de
Photinus pyralis (CONTI et al., 1996) sdao exemplos dos resultados de pesquisas do final do
século XX e merecem ser registrados na histdria da bioluminescéncia.

Atualmente a bioluminescéncia ¢ usada como uma ferramenta analitica em varios
campos da ciéncia e tecnologia. Por exemplo, o sistema de vaga-lumes ¢ universalmente usado
como um método acurado para medidas de ATP, as fotoproteinas Ca®" dependentes sdo
amplamente usadas no monitoramente intracelular de calcio que regula varios processos
bioldgicos importantes, a proteina fluorescente verde (GFP) ¢ utilizada como uma marcadora
altamente eficiente no campo das pesquisas biomédicas. Todas essas aplicacdes sdo derivadas
de longos anos de estudos que focaram o entendimento do fendomeno bioluminescente, que

apesar disso, apresentam ainda muitas questdes em aberto.
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1.2.2. Diversidade bioldgica e funcional

1.2.2.1. Organismos marinhos

A maioria dos organismos bioluminescentes se encontra nos oceanos; dos 700 géneros
que contém espécies luminescentes, 80% sdo marinhos. Espécies bioluminescentes sao
distribuidas nos grandes filos, de bactérias a peixes. Em alguns filos, uma substancial
porcentagem de géneros ¢ luminosa (cnidaria, cefalopodes ~50%,) enquanto em outros
(diatomaceas e quetognatas) poucos sdo os representantes (HASTINGS, 2001; WIDDER,
2010). Esses organismos sdao encontrados nas mais variadas regides, dos polos aos tropicos, em
aguas superficiais ou profundas (HADDOCK et al., 2010) e usam a emissdo de luz para as
mais variadas fungdes, em geral para comunicagdo bioldgica, defesa ou dispersdo
(HASTINGS, 2001). A diversidade ndo estd limitada apenas aos aspectos ecologicos, mas
também aos aspectos anatdmicos, fisiologicos e bioquimicos. Alguns animais tém orgaos
luminosos altamente desenvolvidos que se assemelham a olhos e estdo sob controle do sistema
nervoso (peixes e lulas). Em outros, cada célula fotogénica contém todos os componentes para
emissdo de luz (bactérias e fungos), outros ainda liberam os reagentes bioluminescentes
diretamente na agua (moluscos). A reacdo bioluminescente também ¢ bastante diversificada,
podendo ser do tipo luciferina-luciferase ou utilizando uma fotoproteina e GFP. Luciferina ¢ o
nome genérico do substrato que gera luz mediante oxidagdo em qualquer reacdo
bioluminescente. H4 uma grande variag@o na estrutura da luciferina para diferentes organismos
(figura 1). Uma luciferina comum em ambientes marinhos ¢ a Celenterazina, uma
imidazolpiridazinona (figura 1A) que foi descoberta primeiramente em celenterados, mas
também estd presente em peixes, moluscos e protozoarios. Em alguns organismos marinhos a
luciferina aparentemente ¢ associada firmemente a outra proteina dependente de Ca'

formando um complexo estdvel que recebe o nome de fotoproteina. Além disso, alguns
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organismos emitem luz verde devido a presenga de uma proteina fluorescente verde (GFP).
Nestes organismos a energia produzida por uma fotoproteina ou pelo sistema celenterazina-
luciferase ¢ transferida & molécula GFP resultando na emissdo de luz verde (SHIMOMURA,

2005, 20006).

OH

HO

Figura 1. Estrutura de diferentes luciferinas presentes em organismos bioluminescentes marinhos. (A)
Celenterazina, (B) Luciferina do crustaceo Vargula, (C) Luciferina do anelideo Diplocardia, (D)
Luciferina de dinoflagelados (REES et al., 1998).

Em bactérias, que podem ser de vida livre ou simbiontes (TU, 2004), a reacdo
luminescente envolve a oxida¢do de uma riboflavina reduzida (FMNH,) ¢ um aldeido de
cadeia longa pelo oxigénio molecular. O espectro de emissdo apresenta um pico em
aproximadamente 490 nm. A luciferase de bactérias ¢ classificada como monooxigenase
flavina-dependente (AST et al., 2007) e consiste de um heterodimero com as subunidadas (o e
B) codificadas pelos genes lux A e lux B, respectivamente (TU, 2004). Vibrio harveyi, V
fischeri, Photobacterium phosphoreum (figura 2A) sdo exemplos de 3 espécies marinhas

intensivamente estudadas (BOURGOIS et al., 2001; Tu, 2004)
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Um dos fenomenos bioluminescentes marinhos mais impressionantes e evidentes ¢ o
dos dinoflagelados (figura 2B) que contribuem para a chamada “fosforescéncia marinha”
geralmente vista a noite quando a 4gua do mar ¢ agitada. Os dinoflagelados emitem flashes na
faixa de 474-476 nm a partir de organelas especializadas chamadas scintillons, formadas por
projegoes citoplasmaticas para dentro de vacuolos (NICOLAS et al., 1987). Estes scintillons
contém os trés componentes necessarios para emissdo de luz: luciferase, luciferina e uma
proteina ligadora de luciferina (HASTINGS; DUNLAP, 1986). Fungdes como coloracao
aposematica ou sinal de alarme sdo atribuidos a bioluminescéncia em dinoflagelados
(ABRAHAMS; TOWNSEND, 1993).

O subfilo Crustacea possui varios grupos de organismos bioluminescentes (figuras 2 I,
J) como os representantes da subclasse Ostracoda e Copepoda e os da ordem Anphipoda e
Decapoda (HERRING, 1985; BRUSCA; BRUSCA, 2007). A subclasse Ostracoda inclui
géneros Cypridina e Pyrocypris (Cypridinidae) e Conchoecia (Halocypridaec) (HERRING,
1985; OBA et al., 2004a). Atualmente Cypridina hilgendorfii Muller é a espécie de ostracoda
bioluminescente mais importante e bem conhecida. E um organismo pequeno de
aproximadamente 2 mm, com formato oval (figura 2I) e emite luz azul. E abundante em aguas
rasas ao redor do Japdo e Sul da Asia e sua luciferase tem sido amplamente usada como
biomarcador celular (NAKAJIMA et al., 2004; WU et al., 2009). Nos crustaceos, a reacao
bioluminescente ¢ basicamente do tipo luciferina-luciferase, que requer somente trés
componentes: luciferina (celenterazina), luciferase e oxigénio molecular (SHIMOMURA,
2006).

Dentre os Cnidaria, trés classes possuem espécies bioluminescentes. O exemplo mais
conhecido ¢ o Hydrozoa Aequorea aequorea (figura 2 E) que contém uma fotoproteina ¢ emite
luz na presenca de Ca™ (CHALFIE, 1995; HADDOCK, et al., 2005) geralmente acompanhada

pela proteina fluorescente verde. As outras duas classes de Cnidaria também possuem espécies
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bioluminescentes: Scyphozoa, com as conhecidas aguas-vivas, incluem os géneros Pelagia,
Periphylla (figura 2 D) e Atolla. Em Pelagia o sistema envolve uma fotoprotéina calcio
sensivel (MORIN; REYNODS, 1972), porém, em Periphylla a luz ¢ emitida por uma reagao
luciferina-luciferase na presenga de oxigénio (SHIMOMURA; FLOOD, 1998), similar aos
representantes da classe Anthazoa (MIYAWAKI, 2002; SHIMOMURA; JOHNSON, 1975).

Em Mollusca (figura 2 F), a bioluminescéncia ocorre em uma grande variedade de
organismos das principais classes. Em gastropodas, a reagdo ainda ndo ¢ bem estabelecida, mas
acordo com Shimomura (2006), somente com a presenca de Na,S,04 a rea¢do produz um
significante nivel de luz, sugerindo que uma espécie ativa de oxigénio, como o &anion
superoxido, pode estar envolvida no sistema bioluminescente destes organismos. Os Bivalvia
sdo historicamente importantes uma vez que o conceito de luciferina-luciferase foi estabelecido
por Dubois (1887) a partir de estudos com um bivalvia do género Pholas (SHIMOMURA,
2006). Os Cephalopoda possuem varios géneros de grande interesse bioquimico, alguns usam o
sistema luciferina-luciferase e outros usam um sistema luminescente tipo fotoproteina
(MATSUI, et al., 1988).

O representante bioluminescente mais conhecido dos Anelida é o Chaetopterus (figura
2H) um poliqueta de aparéncia bizarra que vive dentro de tubos em forma de U geralmente
enterrado na areia e emite flash de luz através de varios segmentos do corpo (HERRING,
1978, 1987; OSBORN et al., 2007). O sistema luminescente desses organismos ainda ndo esta
bem estabelecido, provavelmente usam oxigénio molecular na rea¢do, porém, o sistema
luciferina-luciferase é negativo (SHIMOMURA, 2006).

Todos os peixes bioluminescentes sdo marinhos, tanto os grupos de aguas costeiras
rasas quanto de mares profundos (figura 2 L). A maioria do primeiro grupo utiliza bactérias

luminescentes como fonte de luz, como os Anomalops (MORIN et al., 1975) e Photobelpharon
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(HANEDA; TSUIJI, 1971). Por outro lado, a maioria dos peixes de aguas profundas ¢

luminescente e provavelmente utiliza celenterazina na reacdo (SHIMOMURA, 2006).

~ .
Figura 2. Exemplos de organismos bioluminescentes marinhos. (A) Bactérias: Photobacterium, (B)
Dinoflagelados: Noctiluca, (C) Ctenoforo: Deiopea, (D) Cnidario: Periphylla, (E) Cnidario: Aequorea,
(F) Molusco: Abraliopolis, (G) Anelideo: Odontosyllis, (H) Anelideo: Chaetopterus, (I) Crustaceo:
Cipridina, (J) Crustaceo: Gaussia, (K) Tunicado, (L) Cordado: Cryptopsaras. auoria: A: American Society for

Microbiology, B: Jolanda Iperen, C, D, E, F: Steve Haddock, H: Vadim Vivani, G, I: Paul A. Zahl, J: Solvin Zankl, K, L: Edith Weidder.

1.2.2.2. Organismos terrestres

Os organismos bioluminescentes terrestres sdo representados por bactérias, fungos,

anelideos, quilopddes e insetos (figura 3A-F).
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A luminescéncia em fungos ¢ conhecida desde Aristoteles (384-322 a.C) e Plinio (23-
79 a.D), porém, apesar de longo tempo de estudo a reacdo bioluminescente ainda ndo esta
totalmente estabelecida, mas apresenta algumas similaridades com o sistema de bactérias
(OLIVEIRA; STEVANI, 2009).

A classe dos insetos ¢ a mais rica e mais diversa com espécies bioluminescentes
encontradas em Collembola, Diptera e principalmente em Coleoptera (LLOYD, 1983;
VIVIANI, 2002).

Nos dipteros a bioluminescéncia ocorre apenas em Mycetophilidae (Arachnocampa) e
Keroplatinae (Orfelia, Keroplatus) (VIVIANI et al., 2002; Meyer-ROCHOW, 2007; BAKER
et al.,, 2008). As larvas sdo carnivoras e usam a bioluminescéncia para atrair suas presas. O
exemplo mais conhecido ¢ o das larvas de Arachnocampa luminosa (figura 3 E) que habitam
cavernas de Waitomoo na Nova Zelandia. Estas se penduram em teias por elas construidas no
teto das cavernas as quais capturam insetos voadores atraidos pela luminescéncia azulada
(MEYER-ROCHOW, 2007). A emissao de luz se da através de lanternas derivadas da por¢do
terminal dos tubulos de Malphigi. A bioquimica da reagdo bioluminescente foi
preliminarmente estudada em Arachnocampa por Shimomura et al., (1966) e por Lee (1976)
que demonstraram a dependéncia por oxigénio e MgATP e determinaram o espectro que
culmina na faixa do azul (488 nm). Apesar da dependéncia de oxigénio e MgATP semelhante
ao sistema de vaga-lumes, ndo foi encontrada nenhuma reag¢do cruzada entre os dois grupos.
Viviani et al., (2002) conseguiram separar a luciferina e luciferase dessas larvas. A luciferase ¢
uma enzima relativamente pequena de 36 kDa, porém ainda pouco se conhece como

exatamente o ATP ativa o sistema.
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Figura 3. Exemplos de organismos bioluminescentes terrestres. (A) Bactérias: Vibrio, (B) Chilopoda:
Orphaneus, (C) Fungos, (D) Anellida: Diplocardia, (E) Diptera: Arachnocampa, (F) Coleoptera:
Pyrophorus.

1.2.3. Bioluminescéncia em coledpteros

Coleoptera ¢ a ordem mais rica e variada da Classe Insecta com mais de 350.000
espécies descritas, correspondendo a 40% do total dos insetos (COSTA, 2003).

De acordo com algumas caracteristicas morfoldgicas, a fauna mundial dos coledpteros
pode ser agrupada em quatro subordens: Archostemata, Myxophaga, Adephaga e Polyphaga

(LAWRENCE; NEWTON, 1982). Dentro da subordem dos Polyphaga, a superfamilia
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Elateroidea inclui as principais familias de insetos luminescentes: Lampyridae, Elateridae e
Phengodidae (figura 4) (COSTA, 2003).

A familia Lampyridae possui aproximadamente 1.800 espécies descritas (LLOYD,
1971) e s@o conhecidos como vaga-lumes que na fase adulta emitem flashes por meio de
lanternas ventrais com fung¢do de atracao sexual (LLOYD, 1983). Todas as larvas nesta familia
também sdo bioluminescentes, porém, a fungdo desta pode estar relacionada com a defesa do
organismo (SIVINSKY, 1981). Diferentes espécies de vaga-lumes apresentam variagdes no
espectro de emissdao de acordo com o periodo em que sdo ativos. As espécies ativas durante o
crepusculo em geral emitem bioluminescéncia amarela e as espécies noturnas emitem na faixa
do verde (LALL et al., 1980).

A familia Elateridae ¢ representada por aproximadamente 9.000 espécies descritas
(COSTA et al., 1988). Apenas cerca de 200 destas, pertencentes a subfamilia Agrypinae, sao
luminescentes. Na fase adulta estes insetos emitem luminescéncia continua na regido do verde
através de duas lanternas dorsais protoracicas quando sdo perturbados, além de luz continua na
faixa verde-alaranjada também continua através de 6rgaos abdominais enquanto o inseto voa
(BECHARA, 1988). Nestes insetos a luminescéncia esta relaciona com a corte em adultos e no
estagio larval pode estar associada a defesa, além de atragdo de presas, como o caso das larvas
de Pyrearinus termitilluminans que habitam as galerias dos cupinzeiros da regido central do
Brasil ¢ durante a noite se posicionam na superficie dando origem ao fendmeno dos
cupinzeiros luminosos (REDFORD, 1982; BECHARA, 1988).

Os membros da familia Phengodidae, conhecidos como larvas trenzinhos, apresentam a
mais exuberante bioluminescéncia entre os coledpteros. As fémeas desta familia sdo
neoténicas, ou seja, apresentam aparéncia de larva, mas sdo sexualmente maduras. As fémeas e
as larvas possuem lanternas puntiformes laterais ao longo do corpo que emitem luz na faixa do

verde ao laranja, além de lanternas na cabeca que emitem luz na faixa do verde-amarelo ao
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vermelho, dependendo da espécie, como as espécies de Phrixotrix que emitem luz vermelha
(VIVIANI; BECHARA, 1993, 1997). Em Phengodini, com exce¢dao dos Pseudophengodes
(VIVIANI; BECHARA, 1997), os machos adultos nao apresentam luminescéncia e a fungdo da
bioluminescéncia nesta tribo ndo ¢ bem compreendida. Os machos nesta familia possuem
antenas plumosas bem elaboradas e ¢ provavel que encontrem suas parceiras por meio de
feromonios sexuais que estas exalam, assim a bioluminescéncia nestes insetos possui uma
funcdo secundaria (TIEMANN, 1967). Em Mastinocerini a fungdo das lanternas laterais esta
associada a defesa, pois o inseto quando ¢ perturbado emite luz na regido verde-amarela, uma
faixa espectral visivel para a maioria dos animais terrestre (VIVIANI; BECHARA, 1997). A
bioluminescéncia vermelha por meio das lanternas cefalicas de Phrixotrix spp pode estar
relacionada com a iluminacao durante a caca de presa, uma vez que esta ¢ usada continuamente
quando o animal se desloca durante a noite (SIVINSKY, 1981; VIVIANI; BECHARA, 1997).
Provavelmente estes fengodideos passam despercebidos por predadores e por presas, uma vez
que a maioria dos organismos ¢ insensivel a esta regido do espectro (VIVIANI; BECHARA,
1997).

A bioluminescéncia nos coledpteros ¢ gerada por 6rgdos especializados (BUCK, 1948).
No caso mais primitivo os 6rgdos fotdgenos consistem de simples células gigantes originarias
provavelmente de endcitos, sem aparente controle nervoso (BASSOT, 1974). Nos casos mais
complexos, encontrados em adultos de vaga-lumes lampirideos, as lanternas consistem em um
conjunto de milhares de fotdcitos interpenetrados por uma vasta rede de traquéias, traquéolas e
ramificagdes nervosas (GHIRANDELA, 1998). Nos fotdcitos a luciferina é encontrada na
forma de granulos altamente fluorescentes no interior do citoplasma (SMALLEY et al., 1980)
enquanto a luciferase esta associada aos peroxissomos (HANNA et al., 1976). Todas as
espécies de coledpteros bioluminescentes emitem luz durante o estagio larval, porém, nem

todas essas larvas mantém a bioluminescéncia na fase adulta. Em larvas de lampirideos os
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fotdceitos sdo originados do corpo gorduroso, mais especificamente dos trofocitos (VIVIANI et

al., 2008; TONOLLI et al., 2011).

Figura 4. Familias de coleopteros bioluminescentes. (A) Lampirideo: Cratomorphus concolor, (B)
Elaterideo: Pyrophorus divergens, (C) Fengodideo: Phrixotrix hirtus.

1.2.4. Mecanismo da biolumenescéncia dos coledpteros

O mecanismo de bioluminescéncia terrestre mais bem estudado ¢ o de vaga-lumes. O
substrato usado na reagdo ¢ a D-luciferina, um composto benzotiazolico comum as espécies de
lampirideos, elaterideos e fengodideos (COLEPICOLO et al., 1986; VIVIANI; BECHARA,
1993). A luciferase catalisa a oxidagio da luciferina na presenca de ATP, Mg*" e O,
produzindo luz em uma reag¢do de duas etapas (McELROY; DELUCA, 1978). Na primeira
etapa a luciferina ¢ adenilada a custa de ATP formando adenilato de luciferina com a liberacao
de pirofosfato (figura 5A). Na segunda etapa, o adenilato de luciferina ¢ oxidado (figura 5B)
produzindo uma dioxetanona que rapidamente se cliva gerando didxido de carbono e
oxiluciferina em um estado singlete (figura 5C) eletronicamente excitado que decai emitindo

um foéton de luz visivel (figura 5D).
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Figura 5. Etapas da reago bioluminescente catalisada pela luciferase de coledpteros. (A) Inicialmente, a
luciferina, ATP-Mg®" e luciferase formam um complexo ternario levando a adenilagdo da luciferina
(adelinato de luciferina) e liberagdo de pirofosfato, (B) em seguida este adenilato de luciferina ¢ oxidado,
(C) levando a formagdo de um perdxido ciclico que se cliva com a formagdo de CO, e oxiluciferina
excitada, (D) que decai emitindo um foton de luz visivel (cf, DAY, et al., 2004).

1.2.5. Mecanismos de modulacio do espectro de bioluminescéncia

A faixa de cores emitida pelos coledpteros constitui importante adaptagdo da
bioluminescéncia em diferentes ambientes foticos e para diversas fungdes bioldgicas (atracao
sexual, defesa, iluminagdo). Os lampirideos emitem flashes de luz que variam do verde ao
amarelo (SELIGER; MCELROY, 1964; BIGGLEY et al., 1967), os claterideos emitem luz
continua na faixa do verde-laranja (COLEPICOLO et al., 1986) ¢ os fendodideos na faixa do
verde ao vermelho (VIVIANI; BECHARA, 1993; VIVIANI; BECHARA, 1997). Uma vez
que o substrato luciferina ¢ o mesmo nas trés familias, a variedade dos espectros de emissao ¢

atribuivel a diferentes estruturas das luciferases que determinam o ambiente fisico-quimico do
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sitio ativo em torno do emissor (WOOD, 1995; VIVIANI, 2002). Baseados em estudos

teoricos e observacdes experimentais, diferentes mecanismos foram propostos para explicar as

variagdes de cores em coledpteros:

1))

2)

3)

Tautomerizag¢do ceto-endlica da oxiluciferina. De acordo com mudangas de cores
emitidas por luciferases de vaga-lumes em diferentes pH, foi proposto que a forma ceto
da oxiluciferina no estado excitado pode relaxar emitindo luz vermelha, enquanto que a
forma enol da oxiluciferina emite luz verde-amarela (WHITE et al., 1971). Portanto, a
cor resultante dependeria do equilibrio tautomérico ceto-endlico da oxiluciferina (figura
6A). Porém, foi demonstrado recentemente que a emissdo de diferentes cores ¢
dependente somente da forma ceto da oxiluciferina (HIRANO et al., 2009 ).
Mecanismo de transferéncia de carga por tor¢do intramolecular. McCapra et al. (1994)
propuseram que a forma ceto ¢ suficiente para a emissdo de cor verde e vermelha e que
a variagdo da cor esta associada a tor¢do dos anéis tiazolicos ao redor dos carbonos
N=C-C=N dos anéis tiazolicos da oxiluciferina. Em um extremo, a emissdo vermelha é
atribuida a uma conformagao relaxada de energia minima com angulo de 90° entre a
ligacdo C2-C2’ e a emissdo verde de uma conformacdo de alta energia com angulo
menor que 90° (figura 6B). Desta forma, a geometria do sitio ativo determinaria as
cores de bioluminescéncia.

Grau de ressondncia da oxiluciferina excitada. Branchini et al. (2004) sugeriram que a
modulacdo da cor estd baseada na ressonancia do estado excitado da oxiluciferina. O
estado excitado —N=C-C=N- relaxaria emitindo luz verde e outro com ligagdo =N-

C=C-N= emitiria luz vermelha (figura 6C).

4) Polariza¢do do microambiente da oxiluciferina. Nesta hipdtese, emissdo deslocada

para o vermelho ¢ dependente de uma maior polaridade do sitio ativo (DeLUCA,

1969; UGAROVA; BROVKO, 2001).
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5) Conformagdo da cavidade da luciferase. Nakatsu et al. (2006) propuseram um
mecanismo controle das cores baseado no tamanho da cavidade da enzima. Neste
caso, uma forma ndo relaxada da oxiluciferina ceto deveria emitir luz verde-amarela,
ao passo que apods o relaxamento deveria emitir luz vermelha. Este relaxamento seria
controlado pela cavidade da luciferase.

6) Mais recentemente, Viviani et al. (2008), baseado nas propostas 1, 2, 4 e¢ 5, além de
observagdes experimentais, sugeriram que a conformacao do sitio ativo da luciferase,
inclusive do lado do anel benzotiazolico da oxiluciferina, afetaria a polaridade do
mesmo e consequentemente o espectro (figura 6D). Uma conformagdo fechada
influenciada pela rigidez e hidrofobicidade do microambiente catalitico seria
responsavel pela bioluminescéncia verde- amarela.

Apoiando a hipdtese anterior (6), Hirano et al. (2009) baseados em estudos

espectroscopicos sugeriram que um compromisso entre grau de basicidade de algum residuo
de aminoécido ao redor do grupo fenolato da oxiluciferina e a polaridade do microambiente

determinariam toda a faixa de cores encontradas em luciferases de besouros.
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Figura 6. Mecanismos propostos para a modulagdo de cores em bioluminescéncia de coledpteros. (A)
Tautomerizagdo ceto-endlica da oxiluciferina, (B) Transferéncia de carga por tor¢do intramolecular, (C)

Conformagédo da oxiluciferina excitada, (D) Conformacéo do sitio de ligacdo da luciferina
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1.2.6. Estrutura tridimensional da luciferase de coledpteros

A luciferase de vaga-lumes consiste de um monomero cataliticamente ativo de 62 kDa
(DeWET et al., 1985) com cerca de 550 residuos de aminodacidos. A estrutura tridimensional da
luciferase do lampirideo americano P. pyralis foi resolvida a 2,02\ na auséncia de substrato
(CONTI et al., 1996). A molécula possui dois dominios distintos, um dominio N-terminal
conectado por um Joop flexivel a um dominio menor C-terminal (figura 7A e B). O dominio N-
terminal possui trés subdominios: um barril-f antiparalelo (subdominio C) e duas folhas 3
flanqueadas por hélices a formando uma estrutura afafo (subdominio A e B). O dominio C-
terminal é composto de uma estrutura a+f. As superficies N-terminal ¢ C-terminal formam um
sulco, provavelmente o sitio ativo, onde sdo encontrados varios residuos conservados. Durante
a bioluminescéncia, a luciferase provavelmente sofre uma mudanca de conformacgao
consideravel e os dominios N e C terminal se aproximam o suficiente para se ligarem ao

substrato (CONTI et al., 1996).

Figura 7. Estrutura tridimensional da luciferase de Photinus pyralis resolvida na auséncia de substratos.
(A) O dominio N-terminal: subdominio A em Azul, subdominio B em lilas e C em verde, e o dominio C-
terminal em amarelo, (B) Diagrama topolédgico da luciferase (CONTI et al., 1996).
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Posteriormente Nakatsu et al. (2006) determinaram a estrutura tridimensional da
luciferase do vaga-lume japonés Luciola cruciata complexada com DLSA - um analogo do
adenilato de luciferina, com MgATP e com a oxiluciferina. Essa nova estrutura complexada
mostrou alguns residuos do sitio ativo importantes para a ligagdo com o substrato. A estrutura
mostra que o DLSA esta localizado em uma regido hidrofébica composta pelos residuos de
aminoacidos da hélice 08(248-260), fitas P12(286-289), B13(313-316), P14 (339-342),
B15(351-353) e um loop (343-350), enquanto a entrada da regido ¢ bloqueada pela por¢do
adenosina do DLSA. A porcao benzotiazolica do DLSA esta em contato com as cadeias
laterais de Phe249, Thr253, 11288, Ala350 e com a cadeia principal das regides B13 e 14.
Uma molécula de dgua faz uma ligagdo de hidrogénio com N31 do DLSA (2,83A) e ao
oxigénio y da Ser349(2,7A).

Essa estrutura simula as trés etapas do processo catalitico com as alteragdes
conformacionais das cadeias laterais dos residuos do sitio ativo. Na estrutura resolvida com
DLSA, o sitio ativo da luciferase apresenta-se numa conformac¢do mais fechada, onde a fita
12 aproxima-se do sitio de ligagdo da oxiluciferina principalmente o Ca da cadeia lateral da
I1e288. Este diferenga de conformacdo parece ser devido a alteragdo na rede de ligagdes de
hidrogénio envolvendo as cadeias laterais dos residuos S286, onde no complexo
luciferase(WT)-AMP-oxiluciferina a cadeia lateral da Ser 286 faz uma ligagdo de hidrogénio
com Glu313 enquanto na estrutura luciferase(WT)-DLSA essa ligacdo ndo esta presente. No
lugar desta, a Ser 286 do complexo Luciferase-DLSA forma ligacdo de hidrogénio com Tyr257
e Asn231 via molécula de dgua. Estas mudangas conformacionais sdo acompanhadas de uma
rotagdo da cadeia lateral da F249 em dire¢do ao anel benzotiazdlico da DLSA que estd
firmemente estabilizado dentro desse sulco hidrofobico com as cadeias aterais de 1288, F249,

A350 e G341. Na estrutura resolvida de um mutante S286N complexado com DLSA observa-
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se que este ndo possui a alteragdo conformacional que gera a forma mais fechada do sitio ativo

e com isso o espectro € deslocado para o vermelho (NAKATSU et al., 2006).

1.2.7. Origem e evolucio da bioluminescéncia em insetos

As reagdes bioluminescentes de diferentes organismos diferem quanto a composicao
da luciferina, estrutura das luciferases e co-fatores envolvidos, indicando que a
bioluminescéncia evoluiu independentemente muitas vezes (HASTINGS, 1995; 2001).
Porém, a maneira como se originou em diferentes organismos ainda continua sendo uma das
questdes mais intrigantes da bioluminescéncia. Foi sugerido que a bioluminescéncia surgiu
para desintoxicar o oxigénio molecular nas formas iniciais de vidas anaerdbicas quando o
processo de fotossintese comegou a liberar oxigénio toxico na atmosfera primitiva
(SELIGER; MCLEROY, 1965). Uma hipdtese alternativa ¢ que as luciferases eram
provavelmente oxigenases de fungdes mista e evoluiram a fim de utilizar o oxigénio
molecular como um aceptor de elétrons na oxidagdao de compostos aromaticos acumulados
durante a fase anaerébica da evolugdo (SELIGER, 1975). Porém, embora as luciferases
possuam a func¢do de oxigenase, elas nao apresentam homologia com as oxigenases classicas
indicando que as luciferases ndo se originaram a partir de oxigenases, como havia sido
proposto originalmente (REES et al., 1998). Oxigenases sdo geralmente metaloproteinas com
grupos protésticos e sem similaridade com luciferases em nivel de estrutura primaria. E mais
provavel que a fun¢do oxigenasica das luciferases tenha sido aperfeicoada apos a origem do
fenotipo luminescente, sendo que a bioluminescéncia dirigiu a evolugdo de novas oxigenases
e ndo o contrario (REES et al., 1998). Hastings (1983) sugeriu que a maioria das luciferases se

originou mais tarde ap6s o desenvolvimento da visdo.
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Com o advento da biologia molecular, o sequenciamento de luciferases de besouros
mostrou que estas enzimas sdo homologas a AMP/CoA-ligases (SCHROEDER, 1989;
SUZUKI et al., 1990; TOH, 1990; SCHOLTEN et al., 1991; BABBIT; KENYON, 1992;
FUJINO; YAMAMOTO, 1992) que catalisam a adenilacdo de diferentes compostos
carboxilicos e subseqiiente tioesterificagdo a Coenzima A levando a conclusdo que as
luciferases se originaram de AMP-ligases com alguma fun¢do metabolica por duplicacio
génica (WOOD, 1995; VIVIANI, 2002).

Enzimas tipo-luciferase, com a capacidade de emitir luminescéncia fraca na presencga de
luciferina e ATP, foram encontradas em larvas ndo-luminescentes de Tenebrio molitor ¢ outras
larvas de coleopteros (VIVIANI; BECHARA, 1996). Sugeriu-se que estas ligases poderiam ser
enzimas paralogas as luciferases muito semelhantes as protoluciferases que deram origem as
luciferases de coleopteros. Além disso, elas poderiam catalisar a formagdo do adenilato de
luciferina, que ¢ espontaneamente quimioluminescente em meio aquoso alcalino, embora com
baixo rendimento (VIVIANI; OHMIYA, 2006).

Em principio, a ligase ancestral poderia catalisar a adenilagdo de luciferina que era um
substrato natural ou adventicio produzindo adenilato de luciferina. A sintese de adenilato de
luciferina deve ter sido um passo chave no desenvolvimento da bioluminescéncia, pois testes
mostraram que este composto apresenta uma fraca quimioluminescéncia em meio aquoso
(VIVIANI, 2002). O proximo passo em dire¢do ao desenvolvimento de um novo e eficiente
sitio ativo da luciferase foi o alinhamento de um residuo basico nas proximidades do proton C4
da luciferina para aumentar o rendimento quimico da rea¢do de oxigenase € quimioexcitacao e
para realgar a hidrofobicidade aumentando a emissao de luz (VIVIANI, 2002).

Genes homologos a luciferases de vaga-lumes foram recentemente clonados de
coledpteros Agrypnus binodolus e Tenebrio molitor, e também de Drosophila melanogaster,

mostrarando atividade de acil-CoA sintetase, o que sugere que as luciferases possam ter
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evoluido de acil-graxo CoA sintetase apos processos de duplicacao génica (OBA, et al., 2004b;
2006; 2008). Entretanto nenhum desses homologos apresentou atividade luminescente.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que micelas e proteinas como a BSA, que tem
sitios hidrofébicos para compostos aromaticos, aumentam consideravelmente o rendimento de
quimioluminescéncia vermelha do adenilato de luciferina em sistema aquoso (VIVIANI;
OHMIYA, 2006).

Além disso, as luciferases devem ter coevoluido com a estrutura anatomica dos 6rgaos
fotogénicos para produzirem diferentes padrdoes de luminescéncia (luz continua ou flashes) e
diferentes espectros (verde/vermelho) apropriados para diferentes meios foticos e fungdes

biologicas (VIVIANI, 2002).

1.2.8. Super-familia das AMP/CoA-ligases

AMP-ligases sdo uma superfamilia de enzimas que catalisam reacdes de ativagdo de
substratos carboxilicos por adenilagdo a custa de ATP. Estas enzimas possuem motivos
altamente conservados para a ligagdo de AMP. Esta familia inclui as peptidil-sintetases
encontradas em bactérias e fungos que catalisam a adenilacao nao ribossomica de aminoacidos
e subseqliente tioesterificagdo, as acil-CoA sintetases que catalisam a adenilagdo de acidos
graxos e acidos aromaticos seguido de tioesterificagdo a CoA durante o metabolismo de
lipidios, as cumarato CoA-ligases envolvidas com o metabolismos fenilpropanodide em vegetais
e outros caminhos biossintéticos, e as luciferases de besouros (WOOD, 1995). Uma
diversidade estrutural muito grande existe com relagdo aos substratos carboxilicos, mas apesar
desta diversidade, estas enzimas usam o mesmo mecanismo dependente de ATP em dois
passos (figura 8), o primeiro caracterizado pela formagdo de um acil-AMP intermediario

(adenilato) com a liberacao de pirofosfato e no segundo passo, o grupo acil é transferido para
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um aceptor, que na maioria dos casos ¢ um CoA e o AMP ¢ liberado (BABBIT; KENYON,
1992; FUJINO; YAMAMOTO, 1992; DAY et al., 2009).

Estas enzimas estdo presentes em diversos tipos de organelas celulares. As acil graxo—
CoA sintetases sao enzimas de membrana que se co-distribuem com outras proteinas de
transporte de acidos graxos (GARGIULO, et al., 1999; SCHMELTER, et al., 2004), s3o as
primeiras enzimas da via da B-oxidagdo que catalisam a esterificagdo ou ativagdo de acidos
graxos de cadeia longa. As 4-cumarato:CoA ligases catalisam a ativagdo de varios acidos
hidroxicindmicos para a biossintese de monoligndis e outros metabolicos fenolicos
secundarios em plantas superiores (SCHNEIDER, et al., 2005; GUI et al.,, 2011). As
clorobenzoato dehalogenases sdo importantes enzimas de bactérias com capacidade de
biodegradagdo de poluentes entre os quais agricolas (BABBITT; KENYON, 1992). Acidos-
graxo sintetases também participam de processos desintoxicantes em organismos superiores
no qual xenobidticos se conjugam com aminodcidos apos uma ativagdo via ligacdo tioéster
entre o acido carboxilico e CoOASH fazendo com que se tornem menos ativos biologicamente
(KNIGHTS; DROGEMULLER, 2000).

No caso das luciferases, diferentemente das outras enzimas citadas acima, no segundo
passo, a fungdo de tioesterificagdo ¢ substituida pela fungdo oxigenasica (figura 8) que
culmina com a producdo de luz (VIVIANI, 2002). As luciferases podem também catalisar a
tioesterificacdo da CoA com o isdmero L-luciferina e sua estereoconversdao em D-luciferina,
apesar do isdmero L ser um forte inibidor competitivo da bioluminescéncia (NAKAMURA et
al., 2005; VIVIANI et al., 2010).

Como as luciferases de vaga-lumes possuem similaridade de mecanismos de reacio
com as Acil-CoA sintetases de cadeia longa (LACS), uma nova aplicacdo da luciferase foi
demonstrada. As LACS s3o envolvidas também no processo de derracemizacdo de acido 2-

arilpropandico. Este 4cido e seu enantidmero, R ibrupofren, s3o compostos
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farmaceuticamente importantes. A forma S ¢ ativa como droga antinflamatéria nao esterdide
(HUTT; CALDWELL, 1984) e sugere-se que a forma R possui atividade anti-cancer
(MORIHARA et al., 2002). Kato et al. (2007) demonstraram que as luciferase exibem uma
atividade enantioseletiva de formacao de tioéster com a forma R do &cido 2-arilpropandico em

preferéncia a forma S na presenca de MgATP e CoASH.

1)
X-COOQOH + ATP = X-COAMP + PPi + H.O
AMP/CoA ligases Luciferases
@ / Q2" \
| X-COAMP + HS-CoA = X-S-CoA + H;0 + AMP | | X-COAMP + O, = X-C=0 + AMP + CO,+ light

Figura 8. Reagdo catalisada pelas AMP-ligases. (1) Reacdo geral de adenilagdo, (2) Segundo passo
comum a maioria das Acil-CoA ligases = Tioesterificagdo, (2") Segundo passo das luciferases de besouros
= Oxigenagao.

1.2.9. Aplicacgodes biotecnologicas das luciferases

Instrumentos para medidas de emissdo de luz fornecem respostas rapidas, sdo
extremamente sensiveis e livres de interferéncias. Estas sdo algumas das razdes que fazem da
bioluminescéncia uma refinada ferramenta analitica aplicada em diferentes campos como
ciéncias, analises clinicas e ambientais, indstrias alimenticia e farmacéutica, etc.

O sistema bioluminescente luciferina-luciferase de coledtperos ¢ um dos mais
amplamente utilizado em medidas de ATP para diferentes finalidades. Aplicagdes envolvendo
medidas de ATP para monitoramento da biomassa, analise de contaminag¢do microbiologica
de fluidos bioldgicos, avaliagdo da viabilidade celular, testes enzimaticos envolvendo a
geracdo ou degradagdo de ATP sdo alguns exemplos da aplicagdo direta das luciferases de

vaga-lumes (VIVIANI, 2002).
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Apo6s a clonagem do cDNA de luciferases de vaga-lumes, surgiu um novo grupo de
aplicagdes usando o gene da luciferase como um dos mais sensiveis genes reporteres de
expressao génica em células vivas e tecidos. Estas aplicagdes incluem a analise de atividade
transcripcional de promotores em diferentes linhagens celulares, bioimagem de células
animais e plantas durante o desenvolvimento embrionario e estudo do ritmo circadiano.
(NAYLOR, 1999; NAKAJIMA, et al., 2010; PENDERGAST et al., 2010; KWON et al.,
2010; RODA; GUARDIGLI, 2011). Na area médica aplicagdes incluem o uso dos genes da
luciferases para estudo de progressdo ¢ regressdo viral e de bactérias (KOVACS;
METTELNLEITER, 1991; ANDREU et al., 2010), avaliacdo ndo invasiva de proliferagdo e
regressao tumoral em modelos animais (ZUMSTEG et al., 2010; HORST et al., 2011). Estas
aplicagdes utilizam luciferases com espectro na regido do amarelo ¢ verde. Além dessas,
luciferase de Phrixotrix hirtus, a inica a ser clonada que emite luz naturalmente vermelha
(NAKAJIMA et al., 2010; VIVIANI et al., 1999b) tem sido apropriadamente usada para
estudos com tecidos de mamiferos outros tecidos ricos em pigmentos como hemoglobina que
absorvem comprimento de ondas mais curtos (NAKAJIMA et al., 2010).

Mais recentemente, técnicas tém sido desenvolvidas para monitorar os padrdes de
expressao de multiplos genes simultaneamente empregando-se luciferases verde ¢ vermelha

com um Unico substrato luminescente (KWON et al., 2010; NOGUCHI et al., 2010).
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2. OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

O mecanismo de bioluminescéncia de coledpteros ¢ um dos mais compreendidos e suas
luciferases mais bem estudadas. Isto faz com que este sistema seja um dos mais aplicados
biotecnologicamente. Apesar disso, a origem evolutiva das luciferases ainda ¢ uma questio
enigmatica. Sabe-se que as luciferases de coledpteros sdo derivadas de AMP-ligases, porém
ndo se sabe como uma ligase adquiriu a fun¢do bioluminescente. Neste contexto, o presente
projeto teve como objetivo a clonagem génica e caracterizagdo de enzimas tipo-luciferase
pertencentes a familia das AMP-CoA ligases de Zophobas morio, um coledptero nao
bioluminescente. A caracterizacdo de uma enzima com caracteristicas de luciferase ancestral
oferece bases para entender a origem estrutural da atividade bioluminescéncia das luciferases
que além de ajudar a compreender o caminho evolutivo da bioluminescéncia, podera ajudar na
identificagdo de partes da estrutura enzimatica que estdo envolvidas com os mecanismos de
modulagdo espectral das luciferases. Além da curiosidade cientifica, estas ligases poderdo ser

interessantes para aplicacdes biotecnoldgicas assim como sao as verdadeiras luciferases.
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3. MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada estd mostrada na figura 9:

Biounagem
Construgao da Subclonagem em
biblioteca de Bioinformatica vetores de
cDNA expressao

Caracterizag@ao —
Mutagénese cinética e fisico- i
Py purificacao
quinica

Figura 9. Esquema demonstrativo das principais etapas desenvolvidas neste trabalho.

3.1. Material biolégico: Larvas de Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae) foram
compradas em lojas de pesca ou pet shops ou criadas em nosso laboratério em terrarios
protegidos contra a incidéncia direta de luz e alimentados com farelo de arroz e farinha de
trigo. Os primeiros exemplares para a criagdo foram cedidos pelo Biotério do Instituto de

Biociéncias da UNESP/Rio Claro.

3.2. Imagem da bioluminescéncia e quimioluminescéncia em cimara de fotodeteccio
CCD: Imagens em camara de fotodeteccdo foram obtidas em camara CCD IVIS (Xenogen,

CA) na universidade de Harvard ou em camara LightCapturell (ATTO, Toquio) em nosso
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laboratdrio. Larvas previamente anestesiadas com cloroféormio foram injetadas com 10 pL de
D-luciferina 10 mM (diluida em tampao citrato de sodio 0,1 M pH 5,0) e apdés 20 minutos de
incubacdo foram expostas na camara Light Capture II. Larvas injetadas apenas com citrato
foram usadas como controle. Diferentes tecidos (corpo gorduroso e tibulos de Malphigi) de
larvas previamente injetadas com D-luciferina foram dissecados em Solugdo Fisiologia para

Insetos e expostos ao sistema de captura separadamente.

3.3. Construcio da biblioteca de cDNA: A constru¢do da biblioteca de cDNA foi realizada

em colaborag¢do com prof. Vadim Viviani, de acordo com as técnicas abaixo:

3.3.1. Extracao do RNA total: Tubulos de Malpighi de larvas de Z. morio foram isolados e
macerados em Trizol (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante que ¢ uma modificacio
do protocolo proposto por Chomczynsky e Sacchi (1987). Ao extrato obtido, foi adicionado
cloroformio ¢ o RNA total isolado na fase aquosa. O RNA foi entdo precipitado com
isopropanol para obtencdo do pellet, lavado com etanol 75%, brevemente secado e dissolvido

em agua tratada com DEPC 0,1%.

3.3.2. Purifica¢do do mRNA: O isolamento do mRNA foi realizado com o uso de latex Oligo-
dT de acordo com o protocolo sugerido pela empresa fornecedora (Qiagen) e Sambrook et al.
(1989). O RNA total foi desnaturado por aquecimento a 70°C e uma quantidade apropriada de
resina com oligo-dT foi adicionada a amostra. O mRNA com sua cauda poli-A hibridizado
com o oligotex foi entdo lavado com etanol 70% e eluido da resina em tampao de eluigdo pré-

aquecido.
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3.3.3. Sintese de cDNA e construciao da biblioteca de cDNA: o cDNA foi sintetizado a
partir do RNA mensageiro usando o kit da Stratagene (LaJolla,CA) seguindo o protocolo do
fabricante. O cDNA foi inserido direcionalmente em vetor Uni-ZAP XR, que € particularmente
apropriado para sele¢do de clones funcionais. Aproximadamente 50 ng de cDNA foram ligados
em 1 pg de vetor. O processo de ligacao foi feito durante a noite a 4° C. A reagdo de ligacao foi
empacotada com extrato de fagos GoldGigapack da Stratagene. A biblioteca na forma de fago

foi entdo amplificada conforme protocolo da mesma empresa. O titulo da biblioteca original foi

de 2,15x10° pfu.

3.3.4. Excisao in vivo da biblioteca para obtenciao da forma plasmidial. Para a selecio de
clones funcionais, optou-se por converter a biblioteca na forma de fago em plasmideo
pBlueScript, um processo chamado de excisdo in vivo. Para isto, aliquotas da biblioteca na
forma de fago foram misturadas com células Escherichia coli XL1-Blue MRF" e com fago
helper f1 cujos produtos génicos removem os bragcos do fago da biblioteca liberando a
sequéncia correspondente ao plasmideo pBluescript. Apds transfecgdo em células bacterianas
E.coli SOLR, colonias de bactéria contendo os plasmideos circularizados foram selecionadas
em meio seletivo com ampicilina e X-Gal usando o padrio de coloragdo branco

(recombinantes) e azul (ndo recombinantes).

3.3.5. Screening de clones positivos por fotodetec¢ao. Células de E. coli SOLR foram
transfectadas com fagemideo, plaqueadas em meio LB-canamicina (100 pg/mL) e mantidas a
37° C durante a noite. As coldnias resultantes foram subseqiientemente transferidas com
auxilio de filtro de nitrocelulose para placas com meio LB Agar suplementado com ampicilina

e IPTG 1 mM e mantidas a 20°C por 12 horas para indugdo de expressao protéica. O filtro foi
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subsequentemente borrifado com luciferina 10 mM pH 5 e exposto em camara CCD IVIS
(Xenogen). Os clones positivos foram repicados em placa LB Agar-ampicilina e em seguida
foi feita minicultura para extragdo de DNA plasmidial. ~ As técnicas descritas acima foram
realizada no laboratorio do prof. Hastings da Universidade de Harvard. No Brasil foi feito um
“screening” secundario para isolar os clones positivos. Considerando que nossa cadmara CCD
ndo tinha sensibilidade suficiente para detectar a emissdo de luz in vivo, optamos expressar a
enzima em meio liquido para extracdo da proteina e ensaio da atividade luciferasica em
lumindémetro com luciferina e MgATP. Células E. coli BL21/DE3 foram transformadas com o
DNA plasmidial e plaqueadas em meio LB-ampicilina (100 pg/mL). Colonias resultantes
foram inoculadas em meio LB liquido com ampicilina (100 pg/mL), crescidas a 37°C e

induzidas com IPTG conforme item 3.5.1.

3.4. Técnicas gerais de biologia molecular

3.4.1. Preparacao de células competentes: Uma colonia da linhagem de células de E. coli
(XL-Blue ou BL21/DE3) cultivada em placa LB agar com ampicilina (100 pg/mL) foi
inoculada em 5 ml de meio LB liquido e incubada a 37°C sob agitacao 225 rpm durante a noite.
Desta pré-cultura 1 mL foi inoculado em 500 mL de meio SOB pH 7,0 que foram mantidos
sob agitagdo de 225 rpm a 18°C até a cultura atingir absorbancia entre 0,4 ¢ 0,7 (OD ¢0). Apos
o crescimento, as células foram centrifugadas por 30 minutos a 4°C a 2.500g para separag¢ao do
meio de cultura. O pellet resultante foi ressuspenso delicadamente em tampao TB estéril pH
6,8 (100 mL de tampdo para 1 L de cultura) com o auxilio de um pincel de cerdas macias.
Novamente submetido a centrifuga¢do e ressuspensdo nas mesmas condi¢des. A ultima
ressuspensao foi feita com tampao TB (15 mL/1000 mL de cultura) acrescido com 7 % de

DMSO. Esta suspensio foi entdo subdividida em aliquotas de 50 pL e armazenada a -80° C.
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Todas as etapas de ressuspensao foram executadas sob baixa temperatura utilizando-se caixa

de gelo.

3.4.2. Transformacao de bactérias: Amostras de 50 puL de células competentes (XL-Blue ou
BL21/DE3) e 5 pl da biblioteca plasmidial foram misturadas em tubo de microcentrifuga
gelado incubados por 30 minutos no gelo e submetidas a um choque térmico de 45 segundos a
42° C. Novamente a solucdo foi incubada no gelo por mais 2 minutos e subseqiientemente 200
uL de meio LB liquido foram adicionados. Esta solugdo foi entdo mantida a 37°C em agitagio

a 225 rpm por 1 hora e posteriormente plaqueada em meio LB Agar/Ampicilina (100 pg/mL).

3.4.3. Extracao de DNA plasmidial: Os clones, nos quais os insertos de interesse foram
identificados, foram cultivados e o0 DNA plasmidial extraido utilizando-se o kit “Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System” (Promega), de acordo com os protocolos sugeridos
pela empresa e por Sambrook et al. (1989). Colonias bacterianas XL1Blue foram cultivadas
durante a noite em 5 mL meio de cultura LB/ampicilina (100 pg/mL). Desta cultura, 1,5 mL
foram centrifugados por 5 minutos a 4.000g para remo¢dao do meio de cultura. O pellet
resultante foi ressuspenso e as células foram lisadas em condigdes alcalinas extremas por 5
minutos (solugdo de ressuspensdo e de lise, respectivamente). Para degradagdo das proteinas
foi adicionado proteinase K por 5 minutos. Em seguida a solu¢do foi neutralizada e ajustada
para condi¢des Otimas de ligagdo do DNA a membrana de purificagdo com solugdo
neutralizante. Apo6s a neutralizagdo, a solugdo foi centrifugada por 10 minutos a 12.000g em
temperatura ambiente. O DNA plasmidial presente no sobrenadante foi entdo transferido a uma
coluna de retencdo e adsorvido seletivamente a resina. Esta coluna foi centrifugada por 1

minuto e apo6s o fluxo da solugdo, a coluna foi lavada com etanol para remover as impurezas.
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ApoOs nova centrifugacdo o DNA, agora puro, foi eluido com agua ultrapura estéril e

armazenado a -20° C.

3.4.4. Eletroforese em gel de agarose: A analise de DNA (resultante de purificagdo, digestao
e extragdo plasmidial, entre outros), foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%
(peso/volume) em tampao TAE 1x corrida em 100 volts por 25 minutos e revelado por

fluorescéncia do corante Blue Green (LCG Biotecnologia).

3.4.5. Sequenciamento de DNA: Os sequenciamentos foram inicialmente realizados pelo
Laboratério Nacional de Luz Sincontron (LNLS) em Campinas, no Instituto de Quimica da
USP (Sao Paulo) por meio de reacdes terminadas com dideoxi nucleotideos (método de
Sanger) conforme sugerido pelo proprio laboratorio, utilizando os primers M13 e M13 Reverse
e um primer interno desenhado a partir da seqiiéncia parcial do cDNA (ZOP1: 5° CGA TGA
TAC CGC AGT CAT GTT C 3’). Para confirmagdo das mutacdes, os mutantes foram
seqiienciados pelo mesmo método usando kit para seqiienciador automatico ABI PRISM 377
(Perkin Elmer) utilizandos os primers: (Zop 1) CGA TGA TAC CGC AGT CAT GTT C,

(22): GGA CTACTG TCT ATT TTT CAC C, (Z3) CAG ACA TCG ATG ATA CCG CAG.

3.4.6. Subclonagem do ¢cDNA da enzima tipo-luciferase em vetores de expressiao: Com o
objetivo de intensificar a expressao da enzima, o cDNA foi subclonando em vetor pTrcHisC
(Invitrogen) e posteriormente em vetor pColdlIl (Takara) (figura 10). A digestdo dos insertos ¢
do vetor de expressdo foi realizado com enzimas EcoR 1 (Promega), sendo o vetor
posteriormente desfosforilado com fosfatase alcalina de camardo da mesma marca para maior

eficiéncia da ligagdo. Apods a digestdo os fragmentos foram separados por eletroforese em gel
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de agarose 1% e as bandas de interesse foram recortadas do gel e purificadas conforme 3.4.7. A
reacao de subclonagem foi feita com enzima T4 ligase (Promega) conforme protocolo sugerido
pela empresa. Para a técnica de ligagdo uma solucao de 4 puL de vetor (100 ng), 4 uL. do cDNA,
1 uL de tampao concentrado 10 X e 1 pL de ligase foram incubados a 4°C por uma noite e

subseqlientemente a mistura usada para transformar células competentes XL 1Blue.

A pTrcHis forward primer Mini cistr
RBS ‘ | LR .
AAAATTAAAG AGGTATATAT TA ATG TAT CGA TTA AAT AAG GAG GAA TAA ACC
Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu ***

Polyhistidine (6xHis) region

[ 1
ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
Met Gly Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

Xpress™ Epitope EK recognition sequence ¥ EK cleavage site
| .

GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TACIGAC GAT GAC GAT AAGI CAT
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys His

BamHt 1 Xhol  Bgill Pst1 Kpn1 EcoR1  BsiBI

f | I I | | |
dGA TGG ATC CGA CCT CGA GAT CTG CAG CTG GTA CCA TAT GGG AAT TCG
Arg Trp Ile Arg Pro Arg Asp Leu Gln Leu Val Pro Tyr Gly Asn 3er

Hinld II

ARG CTT GGC TGT TTT GGC GGA TGA GAG AAG ATT TTC AGC CTG ATA CAG
Lys Leu Gly Cys Phe Gly Gly ***

B 5' TAACGCTTCAAAATCTGTAAAGC
pCold-F Primer _‘ TEE His « Tag

ACGCCATATCGCCGAAAGGCACACTTAATTATTAAGAGGTAATACACCATGAATCACAAAGTG CATCATCATCATCAT

SD Met Asn His Lys Val His His His His His

Nde | Sac | Kpn | Xhol BamHI| EcoR| Hindlll  Sall Pst | Xba |
CATATG GAGCTC GGTACC CTCGAG GGATCC GAATTC AAGCTT GTCGAC CTGCAG TCTAGA TAGGTAATCTCTGCT
His Met Gluleu GlyThr LeuGlu GlySer GluPhe Lysleu ValAsp LeuGIn Ser Arg End

pCold-R Primer

TAAAAGCAC-'AGAATCTAAGATCCCTGCCATITGGCGGGGA I ATTTGTTTTCAGGAAATAAATAATCGAT 3
transcription terminator

Figura 10. Sitio de clonagem de vetores de expressdo utilizados para expressar a enzima tipo-luciferase.
(A) Vetor pTrcHisC (Invitrogen), (B) Vetor pColdII (Takara).

3.4.7. Purificacio de DNA do gel de agarose: Para purificar fragmentos de DNA obtidos por
digestao foi utilizado o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), conforme
protocolo sugerido pelo fornecedor. As bandas de interesse foram recortadas do gel de agarose

e diretamente purificadas. O método do kit se baseia na adsorcdo seletiva de DNA em

38



Material e Métodos

membrana de silica na presenca de agentes caotropicos. A membrana com o DNA adsorvido ¢

entdo lavada com etanol e 0 DNA ¢ eluido em agua ultrapura autoclavada.

3.4.8. Mutagénese sitio-dirigida: Para a técnica de mutagénese sitio-dirigida foi utilizado o
kit “QuikChange Site-Directed Mutagenesis” (Stratagene) segundo o protocolo do fornecedor.
A técnica se baseia em obter mutacdes pontuais no DNA. No procedimento utilizam-se dois
oligonucleotideos complementares contendo a mutagdo desejada. Durante a PCR com a DNA
polimerase PfuTurbo, ocorre a incorporacdo da mutagdo. Por tltimo o DNA parental ndo-
mutado ¢ digerido com a enzima de restricdo Dpn 1. Para a técnica foram utilizados 2,5 pL. de
tampao 10 x, 0,5 uL do plasmidio (50 ng), 0,5 uL. de ANTP (2mM), 0,5 uL. de cada primer
(125 ng), 0,5 pL polimerase PfuTurbo, 20 pL de dgua ultrapura estéril e submetidas a técnica
de PCR. A termociclagem da rea¢do envolveu as seguintes etapas: (1) 95°C por 30 seg
(desnaturacgdo); (2) 25 ciclos com 30 seg. a 95° C (desnaturagdo), 1 minutos a 55°C
(pareamento), 7 minutos a 68°C (extensdo); (3) um estagio final de extensdo com 5 minutos a
68°C. Os primers utilizados para a mutagénses foram os seguintes: (I218R) GTT TTT TAC
AAC GCG TAG AAA CAT C, (M243F) CAT TTC ACA ACT TTC TAC TGG ATT AC,
(Y244F) C ACA ACT ATG TTC TGG ATT ACC, (W245H) CAA CTA TGT ACC ACA
TTA CCG GTA TG, (I1246A) CT ATG TAC TGG GCA ACC GGT ATGG, (T247F) G TAC
TGG ATT TTC GGT ATG GCA ATT, (L313A) CGT TGT TTA GCA ACA GGC GGT AC,
(F338Q) GCAA GTT CTT CAA GGT TAC GGA ATG, (S343T) GGT TAC GGA ATG
ACC GAA ATA GGA C, (I345T) GGA ATG TCC GAA ACT GGA CTA CTG TC,
(G346T) G TCC GAA ATA ACT CTA CTG TCT AT, (L347S) C GAA ATA GGA CTA

GCATCT ATTTTT C.
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3.5. Expressao, purificacio e ensaio da enzima tipo-luciferase

3.5.1. Induciao da expressao heterdloga de proteina: Células competentes BL21/DE3 foram
transformadas com DNA recombinante e cultivadas em 500 mL de meio LB
liquido/Ampicilina 100 pg/ml a 37° C até a absorbancia de 0,4 (ODgq), € entdo induzidas com
IPTG (0,4 mM) a 18° C sob agitagdo de 225 rpm. Para avaliar o nivel de expressdo, as coletas
da cultura foram efetuadas em diferentes absorbancias: 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 e 1,5. Apds o
crescimento, as células foram centrifugadas a 2.500 g por 15 min a 4°C. Para cada vetor de
expressao usado, uma determinada temperatura de inducao foi determinada: 18°C para o vetor

pTrcHisC e 15° C para o vetor pColdII.

3.5.2. Medidas de atividade da enzima tipo-luciferase in vivo: Para acompanhar a
expressdo da enzima das bactérias in vivo a atividade luminescente foi medida adicionando-se
10 puL de luciferina 10 mM pH 5,0 diretamente a 90 pL. da cultura em tubo de lumindmetro. A
atividade luminescente foi medida em lumindmetro AB2200 (ATTO, Tokyo) em cps (counts

por segundo).

3.5.3. Extracdo da proteina: O pellet, contendo o material celular, foi ressuspenso em 1-10
mL de tampao de extragdo gelado acrescido com 20-100 pL. de coquetel anti-protease livre de
EDTA (ROCHE) e 2-10 pL DTT 1 M. A lise celular foi feita por congelamento e
descongelamento em gelo seco por trés vezes. O lisado foi entdo centrifugado em 15.000g por
20 min a 4° C e o sobrenadante contendo a enzima soluvel foi utilizado nos ensaios
posteriores. Para expressao da proteina em vetor pColdIl e subseqiiente purificagdo por
cromatografia de afinidade, foram feitos algumas modificagdes. O pellet, correspondente a
100 mL de cultura, foi ressuspenso em 10 ml de tampao de extracdo modificado (Tris-HCI 25

mM pH 7,5, TRITON X 1%), acrescido de 100 puL de antiprotease. A lise celular, além da
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técnica de congelamento e descongelamento, foi intensificada submetendo-se a amostra a alta
pressdo em prensa francesa. O lisado foi centrifugado como acima especificado e o

sobrenadante (extrato bruto) foi ensaiado ou submetido imediatamente a purificagao.

3.5.4. Medidas de atividade da enzima tipo-luciferase in vitro: Apds a expressdo e
extragdo, a atividade luminescente foi medida na presenca de ATP e luciferina. No ensaio
tipico, foram usados 75 pL. de Tris-HC1 0,10 M pH 8,5; 10 uL. do extrato contendo a enzima,
10 pL de luciferina 10 mM e 5 pL de 40 mM ATP e 80 mM MgSO,. A intensidade de
luminescéncia foi medida em lumindémetro TDIII em mV/s ou AB2200 (ATTO, Tokyo) em

counts por segundo (cps).

3.5.5. Quantificacdo de proteinas totais: Para medir a concentracdo de proteinas totais foi
utilizado o método de Bradford (1976), considerada uma das técnicas mais simples, rapidas e
com minimo de interferéncia. A técnica se baseia na ligacdo da proteina com o corante
Comassie Blue que tem uma absorbancia maxima em 590 nm. Inicialmente foi montada uma
curva-padrdo (para calculo do Fator) de concentragdo de proteina utilizando-se BSA. A
concentragdo de proteinas totais foi determinada pela expressao: [Proteina] = F x Abs, onde F

¢ igual a Ax / Ay, obtido por pontos da curva-padrao.

3.5.6. Atividade especifica: A atividade especifica da enzima tipo luciferase foi calculada
divindo-se a atividade luminescente (em cps/mL) pelas respectivas concentracdes de proteina

total em mg/mL.

3.5.7. SDS-PAGE: A andlise da pureza ¢ quantidade das proteinas foi realizada em gel de

poliacrilamida 10% em condi¢des desnaturantes de acordo com protocolo da Bio-Rad. As
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aliquotas contendo as amostras de proteina foram diluidas em tampao de amostra,
desnaturadas a 95° C por 4 min, aplicadas no gel e submetidas a corrida de 100 volts por 1
hora em tampao de corrida. Para coloragdo do gel foi utilizado o corante Comassie Blue por
20 min sob leve agitacdo e para visualizagdo das bandas o gel foi subsequentemente imerso
em solucdo descorante também sob agitagcdo. Para preservacao, o gel foi envolvido por papel

celofane.

3.5.8. Western Blotting: A deteccdo e quantificagdo especifica da enzima tipo luciferase e
luciferases de besouros foi realizada por meio da técnica de Western Blotting. Apos a corrida
em SDS-PAGE o gel foi imediatamente usado na transferéncia das proteinas para membrana
de nitrocelulose em tampao de transferéncia a 100 volts por uma hora, conforme protocolo
(Bio-Rad). Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi bloqueada em solucdo
bloqueadora (5% de leite em p6 desnatado) por 20 minutos. Posteriormente a membrana foi
lavada com tampao PBS-T 1% e incubada por uma hora sob leve agitagdo com anticorpo
primario policlonal anti PXRE (luciferase de Phrixothrix) na concentragdo de 1:3000 (v/v)
diluido em tampao PBS-T 1%. Apos a incubagdo, a membrana foi novamente lavada com
PBS-T 1% e incubada por 15 min com anticorpo secundério de coelho (marcado com HRP)
na concentragdao de 1:5000 também com leve agitagdo. A imunodetec¢ao foi visualizada por
quimioluminescéncia em camara CCD utilizando-se o kit ECL (Amersham) seguindo o

protocolo da empresa.

3.5.9. Purificacdo de proteina por cromatografia de afinidade com matriz de Niquel:
Este método se baseia na afinidade da cauda de histidina fundida a proteinas recombinantes
por ions de niquel (Ni-NTA) imobilizados em uma resina de agarose. A resina de Ni-NTA-

Agarose (Qiagen) foi equilibrada com tampao de extragdo, misturada com o extrato bruto por
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45 min e submetida a agitagdo moderada por 45 min a 4°C para permitir a ligacdo da cauda de
histidina da proteina ao niquel da resina. A mistura foi entdo aplicada em uma mini coluna e
lavada com 10 mL de tampao de lavagem. A proteina recombinante foi eluida da resina com
tampao de Eluicao em aliquotas de 1 mL/cada. Cada aliquota foi analisada em ensaio padrao
de enzima tipo-luciferase e as fragdes com maior atividade foram dialisadas em tampao de
dialise. Esta amostra foi imediatamente utilizada para os ensaios de caracterizagdo: proteinas

totais, Ky para ATP e luciferina, atividade especifica e SDS-PAGE.

3.6. Caracterizacgao cinética e fisico-quimica da enzima tipo-luciferase

3.6.1. Determinacio do Ky para ATP e luciferina: O Ky para ATP foi calculado por meio
da medida da atividade luminescente (conforme item 3.5.4) utilizando-se diferentes
concentragdes de MgATP (cc final 0,03; 0,1; 0,3; 0,7; 1; 3; 4 mM) com uma concentracao de
luciferina 1 mM. Os valores de concentracdo e atividade luminescente foram colocados em
grafico para elaboragdo de uma curva de saturacdo. Os inversos destes valores foram plotados
no grafico de Lineaweaver-Burk. Para o calculo do Ky para luciferina foi utilizado o mesmo
ensaio utilizando-se diferentes concentragdes de luciferina (cc final 0,03; 0,1; 0,3; 0,7; 1; 5; 10
mM) na presenga de ATP em concentragdo 2 mM. Os valores de Ky também foram calculados

por meio de grafico de Lineaweaverr-Burk.

3.6.2. Determinacio do pH dtimo: O pH o6timo para a enzima tipo-luciferase foi
determinado a partir da atividade luminescente utilizando-se diferentes tampdes para cada
faixa de pH: tampao citrato 0,1 M (pH 5,0 a 6,0), tampao fosfato 0,1 M (6,0 a 8,0), tampao

Tris-HC1 0,1 M (pH 7,5 a 9,0) e tampao 0,1 M CHES (7,0 a 9,5). Um grafico com a curva do
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efeito do pH foi construido com os valores de atividade normalizados em pHs de intersecdo

de cada tampao.

3.6.3. Teste de termoestabilidade: Apds purificagdo e didlise, amostra contendo a enzima
tipo-luciferase foi incubada a 4°C, 23°C ¢ 37°C e a atividade luminescente residual foi medida

em intervalos de 3, 6, 9, 12, 24 e 48 h (conforme item 3.5.4).

3.6.4. Teste de inibicdo por acidos carboxilicos: Para identificacdo do possivel substrato
carboxilico natural desta enzima, foram realizados primeiramente testes de inibicdo com
diferentes acidos organicos. Os testes de inibicdo foram conduzidos utilizando diferentes
acidos carboxilicos comercialmente disponiveis. Para este teste, acrescentou-se 5 pL de acido
10 mM de diferentes acidos carboxilicos (acido, indoledcetico, cumadrico, hidroxibenzobico,
benzoico, salicilico, succinico, lipoico, linoléico, palmitico, tiazinico, glicina e cisteina) ao
ensaio de atividade luminescente convencional. A intensidade luminescente foi medida em
lumindmetro AB2200 (ATTO, Tokyo) em cps (conforme item 3.5.4), ¢ os valores de
intensidade na presenca de inibidor foram divididos pelos valores do controle sem 4cido para

obter a porcentagem de inibigdo.

3.6.5. Espectros de quimioluminescéncia. Espectros de quimioluminescéncia da enzima
tipo-luciferase foram primeiramente medidos em espectroluminometro ATTO no AIST
(National Institute of Advanced Industrial Science and Technology) de Osaka no Japao em
2010 para enzima expressdao em vetor pTrcHisC, e entdo, apos a expressao em larga escala em
vetor pColdlIl, em nosso laboratdrio, em espectrofluorimetro Hitachi F4500 com a janela de

excitacao fechada em sensibilidade maxima (950 V).
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3.7. Analise bioinformatica

3.7.1. Analise filogenética: Apos seqlienciamento do cDNA da enzima tipo-luciferase, foram
realizadas analises moleculares do cDNA, tais como comprimento da sequéncia, janega de
leitura, nimero de nucleotideos da regido codificante e nao-codificantes, tamanho da cauda
poli-A e mapa de restricao, utilizando-se os programas Genetyx versdo 6 e software Bioedit
7.0. Também foram realizados andlises da proteina como pl (ponto isoelétrico), massa
molecular esperada, hidrofobicidade, entre outros, utilizando-se do programa Bioedit 7.0 e o
server “ExPASy”, disponivel no site do “Swiss Institute of Bioinformatic”

(http://swissmodel.expasy.org/). Subsequentemente, foi realizado a procura de sequéncias

homoélogas no software BLAST, disponivel no Banco de Dados “GenBank” do NCBI
(National Center for Biotechnology Information). As seqiiéncias das proteinas com maior
identidade foram alinhadas com a enzima por meio do programa ClustalW 1.6
(THOMPSON et. al, 1994). Por meio do alinhamento, foram realizadas analises das
diferengas entre as sequéncias, as quais foram utilizadas para sele¢cdo de residuos alvos para a
etapa de mutagénese sitio-dirigida. A construcdo das topologias filogenéticas foi realizada
utilizando-se o programa PAUP* v 4.0 beta (SWOFFORD, 2002) no método Neighbor-
Joining (SAITOU; NEI, 1987). Os valores de Bootstrap foram calculados utilizando 5.000
pseudorepeticoes (FELSENSTEIN, 1985). A arvore foi construida utilizando-se o program

TreeView (PAGE, 1996).

3.7.2. Modelagem do sitio ativo da enzima tipo-luciferase: A modelagem por homologia foi
realizada pelo professor Dr. Jodo Barbosa usando como template a luciferase de Luciola
cruciata complexada cm DLSA ou com AMP e oxiluciferina usando o programa Modeller 9v6

(PDB ID: 2DIR) (VIVIANI et al., 2010).
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4. RESULTADOS

4. 1. Bioimagem e origem anatomica da enzima tipo-luciferase

Para o presente projeto, foi escolhido como material bioldgico, a larva de Zophobas
morio, um coledptero nao-bioluminescente da mesma familia de Tenebrio molitor - no qual
foram descobertas as enzimas tipo-luciferase - e de Tribolium castaneum que tem seu genoma
completo ja seqiienciado (RICHARDS, et al., 2008). Este besouro ¢ popularmente conhecido
como tenebrio gigante e sua larva mede aproximadamente 5 cm o que facilita sua dissec¢ao
tornando-o um bom modelo para o estudo biologico em geral.

Larvas de Z morio injetadas com D-luciferina acidificada emitem fraca
quimioluminescéncia detectavel apoés 20 minutos de exposi¢do em alta sensibilidade em
camara CCD de nosso laboratdrio. Entretanto, em cadmara CCD ultra-sensivel (Xenogen) do
laboratério do Prof. Hastings da Universidade de Harvard, a luminescéncia ¢ detectada por
toda a extensdo do corpo da larva ap6s 5 min de exposi¢do (Fig. 11A, B). A dissecc¢do da larva
mostra que a luminescéncia origina-se de estruturas filiformes adjacentes ao tubo digestivo,
estruturas esta identificadas como tubulos de Malpighi com a colabora¢do do Prof. Fabio
Abdalla. Para confirmar qual o tecido luminescente, o corpo gorduroso, o tubo digestivo e os
tubulos de Malpighi foram isolados e submetidos a captura de imagem separadamente e
novamente foi comprovado que a bioluminescéncia ¢ originada apenas dos tubulos de

Malpighi (figura. 11C, D).
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Figura 11. Bioimagem da quimioluminescéncia de larva e tubulos de Malphigi de Z. morio detectada em
camara CCD (A) Larva intacta, (B) Luminescéncia da larva apds inje¢do com D-luciferina 10 mM em
camara CCD Xenogen apds 5 min de exposigdo, (C) Tubulos de Malpighi isolados, (D) Apds injegdo com
D-luciferina 10 mM e exposi¢@o de 20 minutos em cdmara CCD ATTO. Conforme Viviani et al., 2009.

4. 2. Clonagem do cDNA da enzima tipo-luciferase

Para a clonagem do cDNA da enzima tipo-luciferase, optamos pela construgdo de
biblioteca de ¢cDNA a partir dos tibulos de Malpighi e posterior screening in vivo por
fotodetecgdo em camara ultra-sensivel. Apos excisdo e plaqueamento da biblioteca de cDNA,
na forma plasmidial, as coldnias resultantes foram induzidas a expressdo de proteina e
selecionadas por fotodeteccdo. Apds serem borrifadas com D-luciferina, usando a camara
CCD IVIS-Xenogen do laboratério do Prof. Hastings, uma colonia produzindo uma fraca

luminescéncia foi isolada. O DNA plasmidial desta colonia foi subsequentemente extraido e
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usado em nosso laboratério para transformagdo de células E.coli BL21-DE3 que foram
também submetidas a expressdo protéica para teste de atividade luciferasica in vitro. Portanto,
este clone, positivo por fotodecgao, foi também validado por atividade luciferasica.

Para uma caracterizagdo preliminar, a enzima foi expressa usando o vetor de clonagem
pBlueScript, extraida e usada em ensaios luminométricos. No ensaio padrdo, utilizando
tampao Tris-HCIl, D-luciferina e MgATP, a enzima tipo-luciferase mostra uma fraca
luminescéncia. Além disso, a andlise em espectrofluorimetro apds concentragdo da enzima

mostra uma emissao na regido do vermelho com pico na regido de 600 nm.

4. 3. Estrutura do cDNA e da proteina

Concomitantemente aos ensaios da atividade luminescente, foi realizado o
sequenciamento do cDNA usando-se inicialmente primers M13 e MI13Reverse, e entdo o
primer interno Zopl, desenhado a partir da sequencia parcial. O ¢cDNA deste clone contém
1.733 bp e uma regiao codificadora de 1.587 bp resultando em um polipeptidio de 528 residuos
(figura 12) com sequéncias sinalizadoras de membrana de reticulo endoplasmatico na regido

N-terminal (Ser-Ala-Arg-Ile) e na regido C-terminal (Ala-Glu-Lys-Phe).
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Figura 12. Sequéncia da regido de leitura (ORF) do cDNA da enzima tipo-luciferase e sua respectiva

tradugdo.

atgtctgctcgcattttaaaagggaaagaatttcatccaaatttcgacaaaataagttte
M s A R I L K G K E F H P N F D K I S F
ggcgaatttttatttgaatgctgtgaaaaatacgcagacagaatttgtcagatagatgga
G E F L ¥F E C C E K Y A D R I C O I D G
gatttagacaaatcagaaacttactccagtgtgaaaacaagaagtactcgagttgcattg
p .. b K S E T Y S S Vv K TR s T R V A L
aatctccaaaaaaagggaatcacttccaccgatgtagtttgecttttgttctactaattcc
N L 9 K K 6 I T s T D V V C F C s T N S
ttggataactctataccattaatagcatcctcatatttaggagcgaaagttgtaaatcta
L b N s I p L I A S S Y L G A K V V N L
gatccaactctgtcggttagaaacattcaacatttgcttagtctcgtaacccctagaatt
p p T L S V R N I Q H L L s L v T P R I
attttcgtggaagaagagtcactaaagttgattgaaaaatctcttaaaggggctaaatta
I *P V E E E S L K L I E K S L K G A K L
tcttgcgaaattatagttttcggcaaatccacaaaacatggtacttttgeccgaaatgacyg
s ¢ g I I v F G K S T K H 6 T ¥F A E M T
ttgccttgtggcgacgaaaaagcattcaaaccgtcaaaaacagacatcgatgataccgca
L p C G D E K A F K P S K T D I D D T A
gtcatgttcttcagcagcggtactacgggtcttccaaaagctatctgeccacagtcaccgt
v M F F S S G T T G L P K A I C H S H R
agttttttacaaatcgtagaaacatcattctattgtgggtacgattgtcgatccatatta
s ¥ L Q I V E T S F Y C G Y D C R S I L
catttcacaactatgtactggattaccggtatggcaattctgggacggactttcctggat
H ¥ T T M Y W I T G M A I L G R T F L D
ggaagtacccgggtttttgcacgtagcatggaaggcgaaaagacgctccaaatgatcgaa
G s T R V F A R S M E G E K T L Q M I E
aaatacaaactcacatcacttttcgtagccccaatttacacctaccagttaactaacgtt
K vy Kk L T s L ¥ Vv A P I Y T Y Q L T N V
ccaaatccagaacggtacgacctttcctecgtttecgttgtttactgacaggecggtactecceg
P N P E R Y D L S S F R C L L T G G T P
atgagtaccgatcaatataaaaaactgacacaactgtttcccaaagcgcaagttecttttt
M s T D @Q ¥ K K L T @ L ¥ P K A Q V L F
ggttacggaatgtccgaaataggactactgtctatttttcaccccgaagacgacaaacat
G vy G M s E I G L L S I F H P E D D K H
ctcatagatactaaagtgggttcttgtggcaaagtctcaccacgaactcttctcaaaatt
L r b T K V G s ¢C G K VvV S P R T L L K I
gttaatccagacaatgaagagatcgtcggaccaaatcagaaaggtgagcttcgagtgaaa
v N P DN E E I V G P N O K G E L R V K
tcagatgctatgatgacagggtactaccggaacgacagtgctgagtgtttcgatggtgac
s b A MMTTG Y Y R N D S A E C F D G D
ggtttcctgaaaacgggtgatattgggtactatgatgacgatggttgcgtttacgttatt
G ¥ L X T G D I G Y Y D D D G C VvV Y V I
gagagaattaaggaaatgtttaagtaccagtcgtggcatatagtaccgtcgtcgatcgaa
E R I K EM F K Y Q S W H I VvV P S S I E
gcggtgcttttggaacatccggatattgaagaaactgttgtttttggacttcecctggaggt
AV L L E H P DI E E T V V F G L P G G
gcggaaggagacgtacctgctgcttgtgtggtgctaaaggatggctgtactaccgacaag
A E G DV P A A CV V L K D G C T T D K
gaggaaattgaaaagtttgtgacagagagggtttccgacaaggaaaaactaagaggtgga
E E I E K F V T E R V 85 D K E K L R G G
gtgattttcgttgagagtataccgaaaacgccgactggaaagttgataaggaaagaggcg
v I F V E S I P K T P T G K L I R K E A
aaggagattgctgaaaaatttgtttaa 1607
K B I A E K F Vv *
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4. 4. Filogenia Molecular

O cDNA foi submetido a busca por homologia usando a ferramenta BLAST
disponivel no Banco de Dados do NCBI e mostra alta identidade com varias AMP-ligases.
Dentre as sequencias obtidas, a maior identidade ¢ encontrada com uma AMP-CoA ligase de
Tribolium castaneum (64%), seguida de diversas enzimas hipotéticas de Tribolium (51 a
56%), AMP-CoA ligases de outros insetos (~30%), luciferases de besouros (32-34%) e 4-
cumarato-CoA ligase de plantas (27-30%) (tabela 1).

O alinhamento da sequencia de aminoacidos da protoluciferase com outras luciferases
classicas clonadas mostra que a primeira possui de 14 a 20 residuos a menos dependendo da

luciferase comparada (figura 13).

Tabela 1. Identidade da enzima tipo-luciferae com enzimas relacionadas segundo NCBI.

ENZIMA IDENTIDADE Nr. DE
(%) ACESSO

Similar a AMP CoA ligase [Tribolium castaneum] 64 XP 966770.1
Similar a Luciferase [Tribolium castaneum] 56 XP001809806.1
Similar a CG6178 [Tribolium castaneum]| 51 XP970362.2
Luciferase [Brasilocerus sp] 34 ACT68596.1
Luciferase [Phrixothrix hirtus] 32 ACT68597.1
Luciferase [Rhagophthalmus ohbai] 32 BAF34360.1
AMP-CoA ligase [Aedes aegypti] 31 XP001657679.1
4-Cumarato-CoA ligase [Gynura bicolor] 30 BAJ17664.1
4-Cumarate-CoA ligase [Rubus idaeus] 27 AAF91309.1
Ppy —-—-MEDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVNITYAEYF 57

Ler MENMENDENTVVGPKPFYPTEEGSAGTQLRKYMERYAKL-GATAFTNAVTGVDYSYAEYL 59

PxRE —-—-ME-EENIVNGDRPRDLVFPGTAGLQLYQSLYKYSYI--TDGIIDAHTNEVISYAQIF 54

Pte --MMKREKNVVYGPEPKHPLGNFTAGEMLYNALHKHSHT -~ PQATLDVNGNESLSYQEFF 56

Zop 0 ————- MSARILKGKEFHPNFDKISFGEFLFECCEKYADR---ICQIDGDLDKSETYSSVK 52

* . .

Ppy EMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNS 117

Lcr EKSCCLGKALQNYGLVVDGRIALCSENCEEFFIPVIAGLFIGVGVAPTNEIYTLRELVHS 119

PXRE ETSCRLAVSLEKYGLDHNNVVATCSENNTHFFGPLTAALYQGT PMATSNDMYTEREMIGH 114

Pte DTTVKLGQSLONCGYKMNDVVSICAENNKRFFIPITISAWYIGMVVAPVNEDYIPDELCKV 116

Zop TRSTRVALNLQKKGITSTDVVCFCSTNSLDNSIPLIASSYLGAKVVNLDPTLSVRNIQHL 112

. * . P . * .
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Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

Ppy
Lcr
PxRE
Pte
Zop

MNISQPTVVEVSKKGLOKILNVQKKLPIIQKITIIMDSKTDYQGFQSMYTEFVTSHLPPGE -
LGISKPTIVESSKKGLDKVITVQKTVTTIKTIVILDSKVDYRGYQCLDTFIKRNTPPGE -
LNISKPCLMFCSKKSLPFILKVQKHLDFLKKVIVIDSMYDINGVECVESEFNSRYTDHAF -
TGISKPILVFTTRKILPKVLEVKDRTNYIKRIIILDSEENLLGCESLHNFMSRYSDN—-—-—
LSLVTPRIIFVEEESLKLIEKSLKGAKLSCEIIVFGKSTKHGTFAEMTLPCG-=-——————

* . ek

NEYDEVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRESHARDPIFGNQIIPDTA
QASSFKTVEVDRKEQVALIMNSSGSTGLPKGVQLTHENTVTRESHARDPIYGNQVSPGTA
DPVKEFNPKEFDPLERTALIMTSSGTTGLPKGVVISHRSITIRFVHSSDPIYGTRIAPDTS
NLOTFKPLHYDPVDQVAAILCSSGTTGLPKGVMQTHRNICVRLTHASDPRVGTQLIPGVS
DEKAFKP- SKTDIDDTAVMFFSSGTTGLPKAICHSHRSFLQIVETSFYCG ————— YDCRS

Kok k. ***** .

ILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLODYKIQSALLVPTLFSFFA
VLTVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVMLTKFDEETFLKTLODYKCTSVILVPTLFAILN
ILATAPFHHAFGLFTALAYFPVGLKIVMVKKFEGEFFLKTIQONYKIASIVVPPPIMVYLA
VLAYLPFFHAFGEFSINLGYFMVGLRVVMLRRENQEVFLKAIQDYEVRSVINVPSTILFLS
ILHFTTMYWITGMAILGRTFLDGSTRVFARSMEGEKTLOMIEKYKLTSLEVAPIYTYQLT

.k * * * .. * .k *

KSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEG-
KSELLNKYDLSNLVEIASGGAPLSKEVGEAVARRENLPGVRQGYGLTETTSAITIITPEG-
KSPLVDEYNLSSLTETACGGSPLGRDIADKVAKRLKVHGILOQGYGLTETCSALILSPNDR
KSPLVDKYDLSTLAELCCGAAPLAKEVAEIAVKRLNLPGIRCGYGLTESTSANIHTLHN-
NVPNPERYDLSSFRCLLTGGTPMSTDQYKKLTQLFPKAQVLFGYGMSEIGLLSIFHPEDD

. ** . . * o K. . . *** .k

———-DDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNAL
———-DDKPGASGKVVPLFKAKVIDLDTKKSLGPNRRGEVCVKGPMLMKGYVNNPEATKEL
—----ELKKGAIGTPMPYVQVKVIDINTGKALGPREKGEICFKSQMLMKGYHTNPQATRDA
—-———-EFKSGSLGKVTPYMAAKIIDRNTGEALGPNQVGELCIWGPMVTKGYVNNPQATKEA
KHLIDTKVGSCGKVSPRTLLKIVNPDNEEIVGPNQKGELRVKSDAMMTGYYRN——DSAEC

* * * HKoe e . .k ** . **

IDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAG
IDEEGWLHTGDIGYYDEEKHFFIVDRLKSLIKYKGYQVPPAELESVLLQHPSIFDAGVAG
LDKDGWLHTGDLGYYDEDRFIYVVDRLKELIKYKGYQVAPAELENLLLOQHPNISDAGVIG
IDDDGWLHSGDFGYYDEDEYFYIVDRYKELIKYKGYQVAPVELEEILLQHPGIRDVAVVG
FDGDGFLKTGDIGYYDDDGCVYVIERIKEMFKYQSWHIVPSSIEAVLLEHPDIEETVVFEG
: HE I IS RS S - S
LPDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLD
VPDPVAGELPGAVVVLESGKNMTEKEVMDYVASQVSNAKRLRGGVREVDEVPKGLTGKID
IPDEFAGQLPSACVVLEPGKTMTEKEVQDYIAELVTTTKHLRGGVVFIDSIPKGPTGKLM
IPDIEAGELPAGFVVKQPGAQLTAKEVYDFLAQRVSHSKYLRGGVREFVDSIPRNVTGKIS
LPGGAEGDVPAACVVLKDGCTTDKEEIEKFVTERVSDKEKLRGGVIFVESIPKTPTGKLI

* K. ek * % . o K. . . * k ok kK *k . K. **

ARKIREILIKAKKG---GKSKL 550

GRAIREILKKPVA---—-—-- KM 548
RNELRAIFAREQAK-—-—--- SKL 546
RKELREALMEKAS——————- KL 543

RKEAKETIAEKFV-—-————=———— 528
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236
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296
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293
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355
357
353
352
338

411
413
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396
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Figura 13. Multialinhamento das sequéncias de aminoacidos de enzima tipo luciferase e luciferases de
besouros pelo programa CLUSTAW?2. (PPy) Photinus pyralis, (Lcr) Luciola cruciata, (PXRE) Phrixotrix
hirtus, (Pte) Pyrearinus termitilluminans, (Zop) Enzima tipo-luciferase de Zophobas morio (VIVIANI et

al., 2009).
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De acordo com os resultados obtidos no BLAST, esta enzima tipo-luciferase de Z.
morio apresenta alta identidade com varias proteinas de funcdo inferida ou hipotéticas,
referidas como “AMP-ligases”, “firefly luciferase” ou “luciferase-like” de diversos
organismos, que se tratam de proteinas da superfamilia das AMP-ligases. Por outro lado, as
AMP-ligases de funcdes conhecidas como Acil-CoA ligase, Cumarato-CoA ligase, Benzoato-
CoA ligases, etc que possuem suas sequéncias depositadas no genebank, sio de organismos
filogeneticamente distantes a Z. morio. Isto faz com que um alinhamento refinado dessas
sequencias seja dificil. Porém, um alinhamento aproximado pode ser gerado possibilitando a
reconstru¢do evolutiva de todas essas ligases. De acordo com a arvore gerada com este
alinhamento aproximado, observa-se que a enzima tipo-luciferase de Z. morio e as luciferases
sdo agrupadas em um ramo separado das outras ligases juntamente com 4-Cumarato-CoA

ligases compartilhando ancestral distante e incomum (figura 14).

Benzoato-CoA ligase [B. rhizoxinica] (CBW76577.1)
4-Hidroxibenzoico-CoA ligase [R. palustris] (AAA62604.1)
Benzoato-CoA ligase [S. griseus] (EGE41175.1)

Acetil-CoA sinthetase [T. roseum] (YP 002522326.1)

Acil-graxo-CoA sintetase de cadeia curta 2 [H. sapiens] (CAI19312.1)
Acil-CoA sintetase 2 [P. putida] (CAP45850.1)

Acil-CoA sintetase de cadeia longa isoform 1 [H. sapiens] (NP003636.2)
Enzima tipo-luciferase [Zophobas morio | <———

4-Cumarato-CoA ligase [Z. mays] (AAS67644.1)

4-Cumarato-CoA ligase 1 [S. miltiorrhiza] (AAP68990.1)

Luciferase [Phrixothrix vivianii] (AAD34542.1)

Luciferase [Luciola cruciata] (BAE80731.1)

Luciferase [Photinus pyralis] (AAA29795.1)

Gramicidina S sintetase 1 [Fusobacterium sp.] (EFG34998.1)
Acil-graxo-CoA ligase de cadeia longa 4 [A. suum] (ADY41301.1)
Acil-CoA sintetase de cadeia longa 7 [A. thaliana] (AAM28874.1)
Acil-graxo-CoA sintetase de cadeia 5 [R. norvegicus] (NP 446059.1)
Acil-CoA ligase de cadeia longa 5 isoforma B [H. sapiens] (NP 976313.1)

Figura 14. Reconstrucdo evolutiva da enzima tipo-luciferase e AMP-ligases de organismos
filogeneticamente distantes com o método Neighbor-joining.
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Além desta reconstrucao filogenética, tivemos o interesse de inferir a evolugdo da
enzima tipo-luciferase de Z. morio e dos produtos génicos homdlogos a luciferases de vaga-
lumes que foram clonados de Tenebrio molitor, Drosophila melanogaster e Agripnus
binodolus. Neste caso, a “luciferase-like” de 4. binodolus é o produto génico mais proximo das
luciferases verdadeiras e ¢ agrupado no mesmo clado, seguido das “luciferases-like” de 7.
molitor (TmLL1, TmLL2 e TmLL3) e de D. melanogaster. Por outro lado, enzima tipo-
luciferase de Z. morio se mantém separada no mesmo clado com as outras “luciferase-like” e

AMP-ligases de Tribolium castaneum (figura 15).

Luciferase [Brasilocerus sp. FGCA-2009]

Luciferase [Phrixothrix vivianii]

Luciferase [Rhagophthalmus ohbai]

Luciferase- like [ Agripnus binodulus]

TmLL-2 - [Tenebrio molitor]

TmLL-1 - [Tenebrio molitor]

TmLL-3-[Tenebrio molitor]

CG6178 - [Drosophila melanogster]

Tipo-luciferase [Nasonia vitripennis|

Similar a Luciferase [Tribolium castaneum]

Similar a AMP -CoA ligase isoforma 1 [Tribolium castaneum]
100 Enzima tipo-luciferase [Zophobas morio] <———

100

Figura 15. Reconstrugdo filogenética da enzima tipo-luciferase, luciferases verdadeiras e alguns produtos
génicos homologos pelo método Neighbor-joining.

4.5. Expressao e Purificacio
4.5.1. Expressao protéica

Com o objetivo de aumentar a expressdao desta enzima para sua melhor caracterizacao,
o cDNA foi subclonado primeiramente em vetor pTrcHisC (Invitrogen) e posteriormente em
vetor pColdIl (Takara). Ambos os vetores foram desenhados para uma eficiente expressao

protéica e apresentam uma seqiiéncia codificadora do peptideo N-terminal com 6 residuos de
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histidina que funcionam, na proteina traduzida, como um dominio de ligacao de niquel o que
facilita a purificagdo da proteina recombinante (figuras 10A, B).

Enzima tipo-luciferase expressada no vetor pTrcHisC apresenta uma atividade
luminescente bem maior quando comparadas a enzimas expressas usando o vetor pBlueScript,
comprovando assim a maior eficiéncia deste vetor de expressdo. O aumento de expressdo com
este vetor, propiciou uma primeira caracterizagdo cinética da enzima tipo-luciferase, com a
determinagdo do Ky, pH 6timo, inibi¢do enzimatica e espectro de quimioluminescéncia.

Como avaliagdo da eficiéncia de expressdo protéica do vetor pTrcHisC, as culturas
induzidas foram coletadas em diferentes absorbincias. Neste vetor, a maxima atividade
luciferasica é observada em culturas crescidas até absorbancia de 0,9. Apos esta absorbancia a
atividade diminui substancialmente chegando a auséncia de atividade em culturas mantidas
overnight (figura 16). O contetido protéico das diferentes culturas foi analisado em SDS-
PAGE 10% que evidencia menor quantidade de proteinas totais em culturas crescidas por mais

de 12 horas (figura 17).

54



Resultados

140 -

120 -

100 -
80 -
60 -
40 -
20
0

0.6-0.7 0.7-0.8 0.8-0.9 0.9-1.0 >1

Atividade Relativa

Abosrbancia (ODgg)

Figura 16. Perfil da atividade luminescente in vitro da enzima tipo-luciferase expressa em vetor
pTrcHis-Zop coletadas em diferentes abosrbancias.

Figura 17. Gel de SDS 10 % de extratos brutos contendo enzima tipo-luciferase expressa em vetor
pTrcHis-Zop e coletados em diferentes absorbancias. (1) Extrato bruto de cultura crescida entre Absgy =
0,7 - 0,8, (2) Absgo = 0,8-0,9, (3) Absggo = 0,9 — 1,0, (4) Overnight, (MM) Marcadores de peso molecular,
(LPp) Luciferase Photinus Pyralis comercial 60 kDa (10pg).
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Inicialmente foi sugerido que este decaimento drastico na atividade luciferasica e na
quantidade de proteinas totais era devido a uma provavel toxicidade desta enzima para as
células bacterianas, porém, a andlise por Western Blotting revela grande concentragdo da
enzima tipo-luciferase retida no pellet apds extracao protéica (figura 18), mostrando, portanto,

a insolubilidade da proteina em altas concentragdes nesta temperatura de indugao.

Figura 18. Western Blotting mostrando a localizagdo preferencial do precipitado da enzima tipo-
luciferase usando anticorpo contra luciferase de Phrixothrix hirtus. (1) Lisado celular, (2) Extrato bruto,
(3) Ressuspensdo do pellet bacteriano.

Na técnica de Western Blotting foi utilizado como sonda o anticorpo policlonal
primario obtido contra luciferase de Phrixothrix hirtus. Foi também usada a luciferase
comercial de Photinus pyralis como marcador de peso molecular e de antigenicidade para este
anticorpo. O resultado ¢é positivo para ambas as proteinas mostrando, portanto, que esta enzima
tipo-luciferase de Z. morio tem antigenicidade para anticorpo contra luciferase verdadeira. A
técnica mostra também que a densidade optica ideal para coleta das células induzidas com o

sistema E. coli BL21-DE3/vetor pTrcHis-Zop é de Absgp= 0,9 (figura 19).
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Figura 19. Western Blotting de extratos brutos contendo enzima tipo-luciferase, usando anticorpo contra
luciferase Phrixothrix hirtus, expressa em vetor pTrcHisC-Zop e coletada em diferentes absorbancias. (1)
cultura crescida entre Absggy = 0,7-0,8, (2) Absg = 0,8-0,9, (3) Absgy= 0,9 — 1,0, (4) overnight, (LPp)
Luciferase Photinus Pyralis comercial de 60 kDa (10ug).

4.5.2. Purificacao

Tendo em vista que o protocolo de purificagdo em coluna HisTag da Qiagen é bem
padronizado em nosso laboratorio para outras luciferases clonadas pelo grupo (SILVA-NETO
et al., 2009), este método foi utilizado também para a purificacdo da enzima tipo-luciferase
usando condi¢des semelhantes. Os extratos brutos contendo as fragdes soluveis obtidas apds
inducdo foram submetidos a purificagdo conforme descrito no item 3.5.9 de Material e
Meétodos.

Notavelmente, usando o sistema BL21-DE3/pTrcHis-Zop a proteina ndo aderiu a resina
de niquel, ndo podendo ser purificada por esta técnica apesar da proteina ter a cauda de
histidina N-terminal.

Com o objetivo de aumentar a expressdo de proteina solivel e também solucionar o
problema da purificagdo em coluna de afinidade de niquel, o cDNA da enzima tipo-luciferase
foi subclonado em vetor pColdIl, que também confere a cauda de histidina (figura 9) além de
expressar elevados niveis de proteinas insoltiveis em baixas temperaturas, aumentando a fra¢ao

de proteina soltivel recuperada. Com este vetor observa-se um grande aumento no nivel de
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expressao da proteina bem como na atividade luminescente especifica, aproximadamente 30
vezes maior em relagdo a enzima expressa com o vetor pTrcHisC.

Uma avalia¢do para otimizagdo do tempo de indugdo foi realizado também para este
vetor. Diferente do vetor pTrcHisC e similarmente a expressoes de luciferases verdadeiras,
culturas com maior tempo de inducdo fornecem maior quantidade de proteinas e
consequentemente maior atividade luciferdsica, com atividade maxima atingida em culturas
crescidas overnight (figura 20-22). Para comparar a eficiéncia dos vetores, a expressao protéica
nos vetores pTrcHisC e pColdIl foi conduzida concomitantemente nas mesmas condi¢des de
tempo, agitacdo e temperatura. Os resultados confirmam a maior eficiéncia do pColdll, tanto
para a quantidade de proteinas expressas quanto na solubilidade destas e sua conseqiiente

atividade luciferasica.

120 -

100 -

60 - [
40 1

Atividade Relativa

0,7-08 08-09 09-1,0 ON

Abostbancia (0Dgy)

Figura 20. Perfil da atividade luminescente in vitro da enzima-tipo luciferase expressa em vetor pColdlII-
Zop coletada em diferentes absorbancias.
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Figura 21. Gel de SDS 10 % de extratos brutos contendo enzima tipo-luciferase expressa em pColdIIC-
Zop e coletada em diferentes absorbancias. (1) Cultura crescida entre Absg 0,6 - 0,7, (2) Absgg 0,7 - 0,8,
(3) Absgyo 0,8 - 0,9, (4) Absgyy 0,9 - 1,0 (5) Overnight, (MM) Marcadores de peso molecular, (LPp)
Luciferase Photinus Pyralis comercial de 60 kDa (10 pg).

Figura 22. Western Blotting de extratos brutos da enzima tipo-luciferase, usando anticorpo contra
luciferase Phrixothrix hirtus, expressa em vetor pColdII-Zop e coletada em diferentes absorbancias. (1)
Cultura crescida entre Absgy = 0,7-0,8, (2) Absgo = 0,8-0,9, (3) Absgy= 0,9 — 1,0, (4) Overnight, (LPp)
Luciferase Photinus Pyralis comercial de 60 kDa (10pg).
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Tabela 2. Comparacdo das médias de atividades especificas da enzima tipo-luciferase expressa em células
BL21 com vetores pTrcHisC e pColdll e entre luciferases de besouros.

Atividade Espec.
(cps/mg)

pTrcHisC-ZOP
pColdII-ZOP
pColdRE (e)
pcPY (a)

89.405.359
4.028.767.241
13.000.000.000
150.000.000.000

A purificacdo da enzima tipo-luciferase de Z morio expressa com o sistema

BL21/pColdIl por cromatografia de afinidade com resina de niquel foi realizada em condigdes

nao-desnaturantes, condigdes semelhantes aquelas padronizadas para outras luciferases. As

aliquotas purificadas com maior atividade foram entdo dialisadas em tampao apropriado. A

analise em gel de poliacrilamida mostra a pureza e a quantidade das proteinas obtidas neste

processo de purificagdo (figura 23). A quantidade de proteinas também foi avaliada pelo teste

de Bradford e mostra uma producao de 10 mg/L de cultura.

kDa v

w1 -

Figura 23. Gel de SDS 10 % da purificag@o por cromatografia de afinidade com resina niquel-agarose da enzima
tipo-luciferase expressa em vetor pColdIl-Zop. (1) Lisado celular, (2) Extrato bruto, (3) Produto de lavagem, (4
— 6) Fragdes eluidas de maior atividade, (MM) Marcador de peso molecular, (LPp) Luciferase Photinus Pyralis
comercial de 60 kDa (10ug).
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4.6. Caracterizaciao Cinética

4.6.1. pH o6timo.

O pH o6timo foi medido para proteinas expressas em ambos os vetores. Inicialmente o

teste foi realizado com o extrato bruto da enzima tipo-luciferase expressa em pTrcHisC e

mostra um pH otimo de 8,5, préximo do valor da enzima tipo-luciferase originalmente

descoberta em larvas de Tenebrio molitor por Viviani e Bechara (1996). Com a enzima

expressa em vetor pColdll e purificada, o pH 6timo diminui para 8,0 (figura 24), similar ao pH

otimo de luciferases de fengodideos como Phrixotrix viviani € P. hirtus.

110
100
20
80

Atividade Relativa

Figura 24. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica da protoluciferase. (A) Enzima expressada em vetor

pTrcHisC, (B) Enzima expressa em vetor pColdlII e purificada.
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4.6.2. Termoestabilidade

A estabilidade da enzima tipo-luciferase purificada foi avaliada a 4° C, 22°C e 37° C
(figura 25). A 37° C nas 12 primeiras horas, a enzima mostra um modesto declinio em sua
atividade e a partir deste periodo um declinio acentuado é observado. A temperatura ambiente
(23° C) a proteina tipo-luciferase se mantém estavel até 24 horas e a 4° C se mantém estavel
por mais de 48 horas conservando, portanto, seu enovelamento correto e funcional por um

tempo relativamente longo.
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Figura 25. Efeito da temperatura na estabilidade da atividade luminescente da enzima tipo-luciferase
expressa em BL21 com vetor pColdll ¢ purificada.
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4.6.3. Ky para ATP e luciferina (LH>)

Os valores de Ky também foram calculados primeiramente com a enzima expressa em
vetor pTrcHisC e posteriormente com a enzima expressa em vetor pColdlIl e purificada. Para
ATP o valor obtido ¢ de 260 uM (figura 26) tanto para enzima expressa em vetor pTrcHisC
quanto para enzima expressa em vetor pColdIl. Este valor ¢ relativamente similar as luciferases
tipicas de coledpteros (tabela 3) bem como a enzima tipo-luciferase originalmente descoberta
em 7. molitor (VIVIANI E BECHARA, 1996). Entretanto, o valor do Ky para LH;, calculado
com a enzima expressa em pTrcHisC ¢ de 800 uM (figura 27), similar ao valor de Ky
encontrado em enzima tipo-luciferase de Tenebrio molitor, enquanto que com a enzima
expressa em pColdll e purificada o valor de Ky diminui para 500 uM. Apesar da diminuigdo,
o Ky ainda permanece bem acima dos valores obtidos para luciferases verdadeiras indicando a

baixa afinidade para este substrato.
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Figura 26. (A) Efeito da concentracdo de ATP na atividade da enzima tipo-luciferase expressa em vetor
pTrcHis, (B) Grafico de Lineweaver-Burk do efeito do ATP na atividade da tipo-luciferase expressa em vetor
pTrcHisC.
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Figura 27. (A) Efeito da concentracdo de luciferina na atividade da tipo-luciferase expressa em vetor
pTrcHisC, (B) Grafico de Lineweaver-Burk para calculo de Ky de Iciferina para tipo-luciferase expressa em
vetor pTrcHis.

Tabela3. Propriedades da enzima tipo-luciferase expressa em vetor pTrcHis e pColdll ¢ de algumas

luicferases de besouros.

KM (1M)
pH

A otimo LH2 ATP
Zophobas morio (pTrcHis) 615 8,5 860 260
Zophobas morio (pColdlII) 613 8,0 500 260
P. termitiluminans 534 8,2 80 370
Cratomorphus distinctus 548 8,0 10 110
Macrolampis sp2 569 8,2 19 83
Photinus pyralis 562 7,9 10 250
Phrixotrix viviani 546 8,0 64 330
Phrixotrix hirtus 623 8,2 7 130
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4.6.4. Teste de Inibicao por acidos carboxilicos

Para ajudar na identificagdo do possivel substrato natural desta enzima, foi
primeiramente analisada a acdo inibidora de diferentes tipos de dacidos carboxilicos na
atividade luciferasica. Os acidos indoleacético, benzodico, hidroxibenzoico e o aminoacido
glicina nao t€ém nenhum efeito sobre a atividade enzimatica. Os éacidos 4-tiaz6lico, cumarico,
salicilico, caféico, tiazinico e o amino acido cisteina tem uma pequena inibicdo de
aproximadamente 40%. Porém, os acidos palmitico, lipdico e linoléico t€m efeito inibitorio
mais acentuado na atividade luciferasica, sendo que o acido linoléico resulta em 99% de

inibi¢do enzimatica (Figura 28).
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Figura 28. Efeito inibitério de acidos carboxilicos na atividade luminescente da enzima tipo-luciferase
expressa em pColdIl.
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4.6.5. Espectro de quimioluminescéncia

O espectro de quimioluminescéncia da enzima tipo-luciferase de Z. morio foi medido
para a enzima expressa nos vetores pTrcHisC e pColdll e purificada. Nas primeiras medidas,
feitas com baixa resolug¢do devido a falta de sensibilidade do equipamento ¢ ao baixo nivel de
expressdo da enzima, o pico do espectro ¢ em torno de 605 nm. Entretanto, durante visita ao
AIST de Osaka, o Prof. Viviani conseguiu medir o espectro da enzima expressa a partir do
vetor pTrcHisC em equipamento mais sensivel, obtendo um pico em 615 nm, préximo ao valor
da luciferase vermelha de Phrixotrix (VIVIANI et al., 1999). Entretanto, apds a superexpressao
em vetor pColdll e purificacdo, uma nova medida foi feita em nosso laboratério e o valor do

pico muda para 610 nm, ou seja sofre um deslocamento para o azul (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de quimioluminescéncia da enzima tipo-luciferase e purificada a partir de vetor
pColdIl.
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4.7. Mutagénese sitio-dirigida no sitio de ligacao da luciferina

Baseado na estrutura tridimensional da luciferase de Photinus pyralis e Luciola
cruciata e no alinhamento das estruturas primarias de varias luciferases de besouros, observa-
se que o sitio de ligacdo de luciferina contém residuos altamente conservados entre as
luciferases de besouros. Na enzima tipo-luciferase de Z. morio, porém, varios destes residuos
sdo substituidos. Com o objetivo de analisar o efeito das substituigdes na atividade
luminescente ¢ identificar os possiveis residuos importantes para atividade luciferasica, o
cDNA da enzima tipo-luciferase foi submetido a mutagénese sitio-dirigida, substituindo seus
residuos pelos encontrados nas luciferases.

A figura 30 mostra o alinhamento parcial de luciferases e da enzima tipo-luciferase e
assim facilita a visualizagdo dos residuos que foram submetidos a mutagénese. A sequéncia da

luciferase de Photinus pyralis foi usada como referéncia.

Ppy NEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTA 236

Lcr QASSFKTVEVDRKEQVALIMNSSGSTGLPKGVQLTHENTVTRFSHARDPIYGNQVSPGTA 238

PxRE DPVKFNPKEFDPLERTALIMTSSGTTGLPKGVVISHRSITIRFVHSSDPIYGTRIAPDTS 233

Pte NLQTFKPLHYDPVDQVAAILCSSGTTGLPKGVMOTHRNICVRLTHASDPRVGTQLIPGVS 233

Zop DEKAFKP-SKTDIDDTAVMFFSSGTTGLPKAICHSHRSFLOQIVETSFYCG————-— YDCRS 218
. ***:*****.: . .

Ppy ILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLODYKIQSALLVPTLESFFA 296

Lecr VLTVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVMLTKFDEETFLKTLOQDYKCTSVILVPTLFAILN 298
PxRE ILAIAPFHHAFGLFTALAYFPVGLKIVMVKKFEGEFFLKTIQONYKIASIVVPPPIMVYLA 293

Pte VLAYLPFFHAFGFSINLGYFMVGLRVVMLRRENQEVFLKAIQDYEVRSVINVPSTILFLS 293
Zop ILHFTTMYWITGMAILGRTFLDGSTRVFARSMEGEKTLOMIEKYKLTSLEVAPIYTYQLT 278
H! .. * * * H * R . * :
Ppy KSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEG- 355
Lcr KSELLNKYDLSNLVEIASGGAPLSKEVGEAVARRFNLPGVRQGYGLTETTSAIIITPEG- 357
PxXRE KSPLVDEYNLSSLTEIACGGSPLGRDIADKVAKRLKVHGILQGYGLTETCSALILSPNDR 353
Pte KSPLVDKYDLSTLAELCCGAAPLAKEVAEIAVKRLNLPGIRCGYGLTESTSANIHTLHN- 352
Zop NVPNPERYDLSSFRCLLTGGTPMSTDQYKKLTQLFPKAQVLFGYGMSEIGLLSIFHPEDD 338

Figura 30. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do sitio ativo da tipo-luciferase de Z.morio (Zop) e
de luciferases de besouros relacionados: (PPy)Photinus pyralis, (Ler) Luciola cruciata, (PXRE) Phrixotrix
hirtus, (Pte) Pyrearinus termitilluminans. Em destaque os motivos de liga¢do de luciferina (amarelo) e
ATP (cinza). Destaque em vermelho: residuos submetidos a mutagao.
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A enzima tipo luciferase de Z. morio originalmente possui uma baixa atividade
luminescente na presenga de luciferina e MgATP e baseado na estrutura primaria de
luciferases verdadeiras, era esperado que algumas mutagdes causassem o aumento da
atividade luminescente desta enzima. Porém, a maioria das mutagdes tem um efeito negativo
na atividade, diminuindo ou até abolindo a atividade luciferéasica (figura 31).

As substitui¢des 1218R, Y244F, [246A comprometem a atividade em mais de 80 % e
com as mutagdes M243F, T247F, L313A e F338Q e L347S a atividade cai para niveis nao
detectaveis com nossos equipamentos (PRADO et al., 2011).

Outras mutagdes causam um efeito mais discreto, como W245H que provoca uma
diminui¢do em aproximadamente 40% e a mutagdo S343T que ndo tem efeito significativo
mantendo uma atividade equivalente a enzima original.

As tnicas substitui¢des que mostram um efeito positivo na atividade luminescente
envolvem o residuo 1345 (327 em enzima tipo-luciferase). Nesta posi¢cdo observa-se 100% de
aumento na atividade luminescente mediante sua substitui¢do por Treonina - residuo que é bem
conservado em luciferase de besouros. Para entender melhor a influéncia desta posi¢ao no sitio
ativo da enzima tipo-luciferase, 1345 também foi substituido por Serina, que ¢ encontrado em
luciferase de P. termitilluminas ¢ por Alanina. As duas mutagdes também mostram efeito

positivo na atividade, porém, com menor magnitude.
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Figura 31. Efeito das mutagdes sitio-dirigidas em diferentes posi¢des de residuos da enzima tipo
luciferase de Z. morio

Para auxiliar o entendimento do efeito da treonina nesta posicao, o sitio de ligacdo da
luciferina da luciferase de Luciola cruciata e da enzima tipo-luciferase de Z. morio foi
submetido & modelagem. O modelo mostra que a treonina na posi¢do 345 faz pontes de
hidrogénio que estabilizam duas folhas B adjacentes (figura 32A) em Luciola cruciata. No
caso da protoluciferase, que carece deste residuo, essas duas folhas aparentam menos

estruturadas (figura 32B).
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Figura 32. Modelo do sitio de ligagdo da luciferina mostrando o motivo grampo-Beta 322YGMSEI327.
(A) Luciola cruciata com as interagdes estabilizantes do T345 com as duas folhas betas, (B)
protoluciferase com 1327 que carece das interagdes tabilizantes. (PRADO et al., 2011).

Para se certificar que o efeito das mutacdes nao ¢é resultado da quantidade de proteinas
expressas, as amostras da enzima selvagem e de cada mutante foram analisadas por Western
Blotting. Na figura 33, observa-se uma pequena varia¢ao na quantidade de proteinas, o que nao
justifica a diferenga da atividade luciferasica. Pelo contrario, observa-se que em alguns casos,
onde os mutantes tiveram uma grande diminui¢do na atividade, a quantidade de proteina ¢

maior em relagdo a enzima selvagem.

Figura 33. Western Blotting do extrato bruto da enzima tipo-luciferase submetida a mutagénese sitio-
dirigida. (1) Enzima selvagem (2) Mutante M243F, (3) 1246A, (4) Y244F, (5) L347S, (6) T247F, (7)
F338Q, (8) 1345T, (LPP) Luciferase de P. pyralis comercial de 60 kDa (10 pg).
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4.7.1. Ky para ATP e Luciferina dos mutantes

Além da atividade luminescente, em alguns mutantes que tiveram os efeitos mais
interessantes, foi analisado também o efeito das substituicdes sobre a afinidade para o ATP e
para a luciferina. Os resultados dos Ky s3o mostrados na tabela 4. A maioria das mutagdes
apresenta um aumento no valor de Ky para ATP indicando uma menor afinidade a este
substrato. As mutagdes [218R, W245H, 1345T mostram um efeito bem expressivo, com Ky até
10 vezes maior em relagdo a enzima selvagem. A mutagdo [246A praticamente mantem o valor
de Ky em relagdo a enzima selvagem, apresenta apenas um pequeno aumento (tabela 4). Com
relacdo ao Ky para a D-Luciferina, as mutagdes 1218R, 1246A, W245H apresentam um valor
de Ky ligeiramente menor. Somente a mudanga de S343T diminui consideravelmente o Ky
para LH; indicando um aumento de afinidade para o substrato. Por outro lado, as mutagdes
com efeito positivo sobre a atividade luminescente (residuo 345) apresentam um Ky, para
luciferina ligeiramente maior que a enzima selvagem, indicando diminui¢do de afinidade por

este substrato.

Tabela 4. Ky, para ATP e Luciferina de enzima tipo-luciferase mutantes

Residuo (P.pyralis)  Residuo (Z. morio) ATP LH,
Selvagem 260 800
1218R 205 2700 540
1246A 228 330 530
W245H 227 2460 600
1345T 327 2460 1000
1345A 327 900 1200
S343T 325 550 375
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4.7.2. Espectro de quimioluminescéncia dos mutantes

O espectro de alguns mutantes (I218R e 1345T) foi analisado usando espectrometro
ATTO de Osaka (Japdo). A mutacdo I218R tem o espectro deslocado para o vermelho,
aproximando-se assim a luciferase vermelha de Phrixotrix hirtus. O mutante 1345T, que
aumenta a atividade luminescente, também sofre um deslocamento hipsocromico de 15 nm

(figura 34).
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Figura 34. Espectro de quimioluminescéncia da enzima tipo-luciferase. (A) enzima selvagem, (B)
mutante [218R, (C) Mutante 1345T. Espectros medidos em espectrometro AB 18150 da ATTO.

72



Discussoes

5. DISCUSSAO

A bioluminescéncia ¢ uma das formas mais exuberantes de comunicagdo animal e tem
despertado o fascinio de observadores e o interesse cientifico por séculos. Apesar disto, a
origem evolutiva da bioluminescéncia ainda ¢ um mistério e poucos pesquisadores tém
explorados essa questdo.

Com relacdo a evolugdo da luciferase de coledpteros, os primeiros estudos feitos por
McElroy et al. (1967) apontaram as similaridades nos mecanismos funcionais das luciferases
e Acil-CoA sintetases de acidos graxos. Com as primeiras clonagens de cDNA de luciferases
(De WET et al., 1985; TATSUMI et al., 1989), ficou evidente a similaridade das sequencias
das luciferases com enzimas da superfamilia das AMP-ligases.

Em 1996, Viviani e Bechara encontraram uma enzima tipo-luciferase em larvas de
Tenebrio molitor, um coledptero ndo-bioluminescente filogeneticamente distante dos vaga-
lumes. Esta enzima produziu fraca luminescéncia vermelha na presenca de D-luciferina e
ATP, com propriedades semelhantes as luciferases de besouros. Esta enzima tipo-luciferase
poderia, portanto justamente constituir o elo entre as AMP-ligases e luciferases. Entretanto, a
identidade da enzima permaneceu desconhecida por muitos anos.

Posteriormente, varios genes homologos a luciferases de diferentes insetos foram
clonados (OBA et al., 2004b, 2006; 2008) e seus produtos génicos mostraram atividade de
Acil-CoA sintetase, porém, nenhum destes mostrou atividade luciferasica.

Apesar da enzima tipo-luciferase de 7. molitor ter sido originalmente associada ao
corpo gorduroso (VIVIANI; BECHARA, 1996), em 2009 foi encontrado, por meio de imagem
em camara CCD e ensaios bioquimicos com larvas de 7. molitor e seu parente proximo
Zophobas morio, que estas enzimas tipo-luciferase sdo oriundas dos tibulos de Malpighi.

Como os tibulos de Malpighi sdo estruturas extremamente finas e delicadas possivelmente nao
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foram adequadamente separados do corpo gorduroso durante a disseccdo nos estudos originais.
Este resultado foi reforgado pelo trabalho da estudante de iniciacdo cientifica Mirla Gomes
(2009) em nosso laboratério, onde apds cuidadoso isolamento dos tubulos de Malpighi e do
corpo gorduroso de larvas de 7. molitor foi verificado que a atividade luminescente estd
presente nos tubulos de Malpighi e ndo no corpo gorduroso. Além de estar presente no estagio
larval, a atividade luminescente também foi encontrada nos adultos.

Estes resultados contribuiram para a clonagem de uma enzima tipo-luciferase similar a
originalmente descobertas por Viviani e Bechara (1996). A enzima clonada a partir de tubulos
de Malpighi de Z. morio é homologa a luciferase de coledpteros, pertence a superfamilia das
AMP-ligases e sobretudo, apresenta uma fraca atividade luminescente na regido do vermelho
na presenca de luciferina e ATP.

Apesar de sua baixa identidade com as luciferases (26-32%) ¢ com as outras enzimas
homoélogas nao-luminescentes clonadas por outro grupo (OBA et al., 2004b; 2006; 2008), a
enzima de Z. morio € a primeira proteina que pode ser considerada como modelo razoavel de
protoluciferase para estudos de origem e evolucgdo de luciferases a partir de AMP-ligases.

Aparentemente o termo protoluciferase seria mais apropriado para AMP-ligases
oriundas de um organismo filogeneticamente mais proximos aos coledpteros bioluminescentes
como Agrypinus binodulus (OBA et al., 2008), uma espécie de elaterideo ndo-luminescente, ou
aos produtos génicos de 7. molitor , TmLL-1, TmLL-2 (OBA et al., 2006) que mostraram
maior identidade com as luciferases. Porém, embora o produto destes genes homologos tenha
mostrado atividade de Acil-CoA ligase, nenhum deles foi capaz de produzir atividade
luminescente.

E possivel que neste caso as condigdes experimentais nio tenham sido adequadas, ou
que o produto de expressdo apresente alguma caracteristica pos-traducional que impede seu

enovelamento correto ou ainda que a proteina se torne insoluvel em condi¢des experimentais.
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Este ultimo problema foi observado por Arnoldi (2009) ao clonar algumas luciferases de
fengodideos que ndo apresentaram atividade luminescente, embora tenham sido expressas em
bactérias. Por essas razdes, a enzima tipo-luciferase dos tibulos de Malpighi de Z. morio ¢é até
o presente o melhor modelo de protoluciferase e assim sera referida.

Para melhor entender a origem da atividade luciferasica desta enzima e descobrir a sua
funcdo natural, a expressao, purificagdo e caracterizagdo fisico-quimica tornou-se necessaria.

Esta protoluicferase ¢ uma enzima relativamente estdvel, mantendo sua atividade
luciferasica por aproximadamente 48 horas a 4°C. O pH 6timo ¢ similar ao de luciferases de
fengodideos (Phrixotrix viviani € P. hirtus) e o Ky para ATP também ¢ relativamente similar
as luciferases (VIVIANI et al., 2006). Entretanto, o valor de Ky para LH, ¢ bem maior
quando comparado as luciferases. Este resultado ndo é surpreendente, uma vez que luciferina
ndo ¢ o substrato natural desta enzima.

Em ambiente marinho, suspeita-se que alguns organismos bioluminescentes ndo sejam
capazes de sintetizar o proprio substrato, como ¢ o caso de Aequorea victoria (Cnidaria) que
provavelmente adquire a celenterezina por meio da dieta (HADDOCK et al., 2001). Além
disso, o substrato quimioluminescente (celenterazina) pode ser encontrado também em
diversos tecidos de organismos ndo bioluminescentes (SHIMOMURA, 1987). Porém, a
luciferina de vaga-lumes ¢ exclusiva de coledpteros da superfamilia Elateroidea, ndo sendo
encontrada em outros coledpteros ndo-bioluminescentes pesquisados. E provavel que os
coledpteros bioluminescentes possuam todos os genes necessarios para a sintese de enzimas
envolvidas no caminho biossintético da luciferina uma vez que a bioluminescéncia ja ¢
evidente na fase de ovo. Entretanto, tenebrionideos ndo possuem luciferina, assim,
definitivamente ndo ¢ o substrato para esta protoluciferase (VIVIANI; BEHCARA, 1996).

Acredita-se que a celenterazina em organismos marinhos eram moléculas

antioxidantes e tinham a fun¢do de desintoxicagdo do oxigénio (REES et al.,, 1998;

75



Discussoes

DUBUISSON et al., 2004). Quando a for¢a da sele¢do para o mecanismo de defesa
antioxidante diminuiu, uma sele¢do funcional para bioluminescéncia pode ter ocorrido (REES
et al., 1998). No caso de coledpteros, sugere-se que a luciferase surgiu a partir das Acil-graxo
CoA ligases a partir de duplicagdo gé€nica antes da divergéncia das diferentes familias de
coledpteros (VIVIANI, 2002; OBA et al., 2008; DAY et al., 2009; VIVIANI, et al., 2009).
Saber qual a fungao original desta enzima de Z. morio é um dos nossos objetivos futuros.

Com intuito de inferir qual a funcdo bioldgica e qual o substrato natural desta
protoluciferase, alguns acidos (4cidos aromaticos, acidos graxos, aminoacidos) foram
utilizados em ensaios de inibi¢cdo enzimatica. Todos os acidos graxos de cadeia longa possuem
um efeito inibitorio acentuado na atividade luminescente, em especial o acido linoléico. Além
disto, medidas preliminares da atividade de tioesterificagdo com CoA também foram realizadas
utilizando a protoluciferase e os mesmos acidos utilizados nos testes de inibi¢do. Os resultados
apontam maior taxa de tioesterificagdo com os acidos graxos de cadeia longa como o substrato
preferencial a tioesterificacdo, entretanto, estes dados necessitam ser reproduzidos. Apesar
destes resultados, ainda ¢ prematuro afirmar que 4cidos graxos constituem o substrato desta
protoluciferase e que ela tenha surgido das Acil-graxo CoA ligases, uma vez que AMP-ligases
sdo conhecidas por atuar uma ampla variedade de acidos carboxilicos para diferentes
propositos, incluindo transporte através da membrana, biossintese de lipidios, etc. (BABBITT;
KENYON, 1992, GARGIULO, et al., 1999, SCHMELTER, et al., 2004). Como as AMP-
ligases sao um grupo de enzimas que possuem ampla distribui¢do celular com diferentes
fungdes, também podem possuir uma ampla variedade de substratos. Também nao se descarta a
possibilidade desta enzima ter fun¢do de degradacdo e desintoxicagdo de xenobidtios
(KNIGHTS; DROGEMULLER, 2000). Isto ¢ sugerido pelo fato desta enzima ativar a D-
luciferina, que para Zophobas constitui um xenobiotico. Sabe-se que os tibulos de Malpighi,

presentes nos insetos, podem desempenhar importante papel na detoxificagdo de xenobidticos
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através das reacoes da Fase II (GEARTNER et al.,, 1998, TORRIE et al., 2004, RUIZ-
SANCHES et al., 2007). Como esta protoluciferase foi extraida dos tibulos de Malphigi, ¢é
possivel que ela esteja envolvida na excre¢do de xenobidticos.

Independente de sua fun¢do, a atividade luminescente desta protoluciferase de Z.
morio, na presenca de LH, e ATP, mostra que o potencial para a bioluminescéncia nas AMP-
ligases ¢ bem antigo e deve ter surgido muito antes da divergéncia das familias Elateroidea.

Estudos mostraram que, assim como as luciferases de Phrixotrix hirtus, Pyrearinus
termitiluminans e Photinus pyralis, a reacdo luminescente desta protoluciferase mostra uma
forte estereoseletividade para a D-luciferina em relagdo ao seu isomero L (VIVIANI et al.,
2010). Este resultado sugere que o evento chave no surgimento da bioluminescéncia em
coledpteros foi a estereoseletividade das AMP ligases, cuja eficiéncia na orientacdo do fosfato
a do ATP em dire¢do ao carboxilato do substrato foi alcangada com o isomero D. O proximo
passo seria a orientacdo do carbono C4 ao ataque de oxigénio para um aumento na constante
catalitica e no rendimento quantico que foi conseguido pelas atuais luciferases.

Para aumentar a expressdo desta proteina em bactérias, subclonamos o cDNA
primeiramente em vetor pTrcHisC e entdo em vetor pCold II. Na primeira subclonagem, em
vetor de expressao pTrcHisC, obtivemos uma melhora na expressdo protéica em relagdo ao
vetor de clonagem pBlueScript, porém a protoluciferase expressa se mostrou parcialmente
insoluvel e também, por razdo ndo totalmente clara, ndo aderiu a coluna de niquel durante a
purificagdo. Provavelmente neste caso a longa cauda N-terminal adicionada pelo vetor afetou
a solubilidade da enzima e também a exposi¢do da cauda de histidina a resina de niquel.
Entretanto, usando o vetor pColdll, a expressdo de protoluciferase solivel aumentou
consideravelmente em relagdo ao vetor pTrcHisC. Acredita-se que o aumento deva-se em
parte a expressao em baixas temperaturas € a menor cauda N-terminal com dominio de

histidina neste vetor em relagao ao pTrcHisC.
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Os tnicos organismos terrestres a emitirem luz vermelha sao os fengodideos (P. hirtus
e P. vivianii). Além destes, apenas formas mutantes de luciferases verde-amarela também tém
o espectro deslocado para o vermelho (VIVIANI et al., 2002, 2007). Naturalmente, a faixa
espectral dos coledpteros é ampla, variando do verde ao vermelho e esta variedade ¢ atribuida
exclusivamente a luciferase, uma vez que a luciferina para todos os coledpteros ¢ a mesma.

Apesar do sitio de ligagdo da luciferina ser altamente conservado entre todas as
luciferases de besouros, alguns poucos residuos diferentes nestas regides e outras podem ser
responsaveis pela variagdo de cores. Na protoluciferase de Z. morio, porém, a maioria dos
residuos desta regido de ligagdo ¢ substituido por outros (VIVIANI et al., 2009).

Com o objetivo de analisar o efeito das substitui¢cdes dos residuos do sitio de ligagdo de
luciferina na atividade luminescente, o cDNA da protoluciferase foi submetido a mutagénese
sitio-dirigida, substituindo-os pelos residuos encontrados nas luciferases.

A maioria das mutagdes provoca a diminui¢do da atividade original da protoluciferase.
Entre elas o 1205R (R218 na luciferase de P. pyralis) que em luciferases esta Arginina esta
inserida no fundo do sitio ativo da enzima e ¢ importante para a ligacdo com o substrato,
proporcionando interagdes eletrostaticas com o fenolato da luciferina (BRANCHINI, et al.,
1998, 2001, 2003; VIVIANI et al.,, 2001; VIVIANI et al., 2002). A luciferase verde de
Phrixothrix viviani teve seu espectro deslocado para o vermelho quando submetida a mutagao
R218S (VIVIANI; OHMIYA, 2000). Luciferases verde-amarelo de Photinus pyralis
submetidas a substituicdo R218A também tiveram seu espectro deslocado para a regido do
vermelho (BRANCHINI et al., 2001). Na protoluciferase, o residuo 205 ¢ uma Isoleucina, que
apresenta uma cadeia lateral maior e hidrofobica e que pode afetar a estabilidade da luciferina
no sitio ativo pela formacdo de um ambiente mais hidrofobico ao redor do fenolato da
oxiluciferina. A mutagdo I205R resulta em um deslocamento de espectro (7 nm) em diregdo a

regido do vermelho se aproximando com o espectro observado na luciferase vermelha de
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Phrixotrix (PRADO et al., 2011). Apesar da diminuicdo na atividade luminescente, esta
mutagdo aumenta a afinidade com a luciferina conforme os valores calculados para Ky, o que
mostra a importancia da Arginina 218 para a afinidade com a luciferina e a criagdo de um
ambiente mais polar ao redor do fenolato de luciferina.

O motivo 244HHGF247 (luciferase de P. pyralis) faz parte de um loop que conecta a
folha B a hélice 8 ao lado do sitio de ligagdo da luciferina. Na protoluciferase os residuos
M225, W227 e 1228 foram substituidos pelos respectivos encontrados em luciferases. A
substitui¢do M225F promove acentuada diminuicao da atividade luminescente provavelmente
devido a troca de um residuo com uma grande cadeia lateral o que pode ter ocasionado a
diminui¢do do tamanho da cavidade do sitio ativo e a habilidade de ligacdao da luciferina. O
residuo Y226 (244H em P. pyralis) ¢é substituido por Histidina em luciferases de lampirideos e
por Fenilalanina em luciferases de elaterideos. Estes residuos sdo considerados importantes
para estabilizacdo hidrofébica dos anéis tiazdlicos da luciferina. Na protoluciferase a mutagao
Y226F diminui drasticamente a atividade luciferasica possivelmente pela mudanga estrutural
no sitio de ligagdo em virtude da substitui¢do por um residuo apolar. A posi¢do 228 (246 em P.
pyralis) é composta por Glicina ou por Alanina em luciferases verdadeiras. Estes residuos sdao
considerados importantes na acomodacdo da luciferina e na flexibilidade do sitio de ligacao
(VIVIANI et al., 2001). A presenca de um residuo de Isoleucina na protoluciferase pode afetar
a ligacdo com o substrato como observado pela mutagdo 1228A que causa a diminui¢dao no Ky
para luciferina, indicando um aumento na afinidade apesar da atividade luminescente ter
diminuido. A posi¢ao 229 (247 em P. pyralis), que se localiza na hélice 8 logo apos o sitio de
ligagdo da luciferina, possui Fenilalanina em todas as luciferases de besouros e Treonina na
protoluciferase. A mutacdo T229F, que tem efeito tanto na polaridade quanto no tamanho da
cavidade do sitio da luciferina, na protoluciferase também diminui a atividade luminescente. O

residuo H245 em P. pyralis ¢ considerado importante cataliticamente por fazer ligagdes de
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hidrogénio com a oxiluciferina e AMP tendo sido associado a fungdo oxigenasica
(BRANCHINI et al., 1999). Em luciferase de vaga-lume, a mutagdo H245A causou uma
mudanga de espectro para o vermelho com uma constante catalitica menor, mas a mesma
substituicdo ndo afetou o espectro da luciferase vermelha de Phrixothrix hirtus (VIVIANI et
al., 2007). A mutacdo W227H na protoluciferase (245 em P. pyralis), aparentemente remove
uma ligacao de hidrogénio com a oxiluciferina e com o AMP que poderia ser importante para a
ligacdo de luciferina. Porém a reposicdo do Triptofano pela Histidina surpreendentemente
também diminui a atividade luciferdsica, sugerindo que esta Histidina por si s6 ndo € tao
importante para a atividade luminescente como sugerido anteriormente ou que possivelmente a
auséncia do Triptofano na protoluciferase pode ser compensada por outros residuos.

Entre as mutagdes no motivo 338QGYGLTETTS347, a mutagao L329S (347 em P.
pyralis) merece destaque. O residuo conservado S347 em luciferases, ¢ substituido por Leucina
na protoluciferase e em outras enzimas homologas de Tenebrio molitor (OBA et al., 2006).
Oba et al. (2009), por meio da mutagdo [.345S, obtiveram uma atividade luminescente fraca
em AMP ligases nao-luminescentes homodlogas a luciferases clonadas de D. melanogaster e
besouros ndo-luminescentes e sugeriram que esta substituicdo ¢ determinante para converter
uma Acil-graxo CoA sintetase em luciferase. Porém, embora tal substituicdo possa estabelecer
fraca atividade luminescente nestas AMP-CoA ligases, € provavel que tal substituicdo ndo seja
a essencial para converter uma AMP/CoA-ligase em luciferase, considerando que na
protoluciferase, o residuo correspondente ¢ uma Leucina e ndo Serina, e esta enzima ja possui
originalmente uma atividade luciferasica consideravel (VIVIANI et al., 2009). Ao contrario, a
substituigdo L329S na protoluciferase resulta em uma severa diminui¢do da atividade
luminescente (PRADO et al.,, 2011). A unica substituicdo que aumenta a atividade
luminescente ¢ na posi¢do 327 (T345 em P. Pyralis), que resulta em mais de 100% de aumento

de atividade mediante a substitui¢do 1327T. O respectivo residuo T345 ¢ conservado em
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luciferase de besouros e esta localizado no motivo grampo-f 342-348, que tem residuos
participando do sitio de ligagdo da luciferina. De acordo com Conti et al. (1996), este ¢ um dos
poucos loops com estrutura definida e ¢ conservado em luciferases, mas nao em Acyl-CoA
ligases. Em luciferases este /oop contém também o residuo catalitico T343 que ¢ responsavel
por orientar a carboxila da D-Luciferina para a interagdo com o fosfato o do ATP e
possivelmente também pode estabilizar o estado de transi¢ao levando a uma eficiente producao
de adenilato (BRANCHINI et al., 2003). De acordo com a modelagem, o residuo T345 faz
pontes de hidrogénio que estabilizam as duas folhas B adjacentes, provavelmente ajudando a
estabilizar o loop numa conformagdo cataliticamente ativa. Na protoluciferase 1327 ¢ incapaz
de formar estas pontes de hidrogénio, tornando o /loop aparentemente mais flexivel e
desestruturando parcialmente esta importante regido. A mutagdo 1327T, consequentemente,
pode reestabelecer contatos polares que ajudam na estabilizacio de uma conformagio
apropriada para a catalise, aumentando a atividade. Para entender melhor a influéncia desta
posicdo no sitio ativo da protoluciferase, a 1327 também foi substituida por Serina, que é
encontrada em luciferase de P. termitilluminas e por Alanina. As duas mutagdes também
conservam o efeito positivo, porém, com menor magnitude. Entre os mutantes 1327S e [327A,
o efeito na atividade ¢ equivalente, sugerindo que a hidroxila ndo seja essencial para este
processo. A mutacdo I327T também causa um pequeno aumento no Kwm para luciferina,
sugerindo que tal substitui¢do teve pouco efeito na afinidade pela luciferina, mas um grande
efeito no sitio de ligagcdo do ATP evidenciado pelo consideravel aumento do Kmpara ATP.
Finalmente, os estudos de mutagénese sitio-dirigida mostram que substitui¢des
individuais nos residuos da protoluciferase pelos encontrados em luciferases por si s6 nao sao
capazes de converter uma “ligase” em luciferase. Evidentemente um sitio ativo apropriado para

acomodar eficientemente o substrato quimioluminescente depende da sequencia de varios
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residuos especificos e suas interagdes, que se reflem nao sé na estrutura tridimensional da

proteina bem como nas interagcdes com o substrato e no estado de transigdo.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, pela primeira vez, uma enzima tipo-luciferase funcional
pertencente a superfamilia das AMP-ligases foi clonada, expressada, purificada e caracterizada.
Esta enzima apresenta naturalmente uma fraca atividade luminescente na presenga de luciferina
e ATP e pelas andlises filogenéticas ela estd distantemente relacionada as luciferases de
coledpteros, sugerindo que o potencial para bioluminescéncia em AMP-ligases seja bem mais
antigo do que esperado. Assim, ela apresenta as caracteristicas que seriam esperadas para uma
protoluciferase, embora claramente ndo seja o ancestral verdadeiro (que deve ter desaparecido
durante a evolugdo) das luciferases. Esta enzima serviu como modelo razoavel para os estudos
sobre a evolugdo das luciferases, um dos temas mais intrigantes dentro da bioluminescéncia.
Os estudos de mutagénese sitio-dirigida apresentados comegaram a mostrar a origem estrutural
da atividade luminescente nas AMP-ligases.  Entre eles o loop 322YGMSEI327
(341YGLTETT347 em Photinus pyralis) parece desempenhar papel essencial na atividade

oxigenasica.
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7. PERSPECTIVAS

O presente projeto abriu perspectiva para uma caracterizagao estrutural e funcional
mais detalhada desta enzima. O protocolo de expressdo e purificagdo da protoluciferase
podera ser utilizado para a expressio massiva e sua purificagdo necessaria para a
determinagdo da estrutura tridimensional por cristalografia de raios X. A resolucdo desta
protoluciferase sera importante para estudos comparativos com a estrutura das luciferases ja

resolvida ajudando a entender a origem estrutural da atividade oxigenasica.

A proteina pura serd utilizada também na produgdo de anticorpo que sera aplicado em
estudos de imunohistoquimica com a finalidade de descobrir a origem celular da
protoluciferase.

Além disso, testes especificos serdo conduzidos para descobrir o real substrato desta

enzima e sua respectiva funcao bioldgica nos Tubulos de Malpighi.
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9. TAMPOES E REAGENTES

9.1. Meio de cultura LB (Luria Bertani) pH 7,5
Tripona: 10 g, Extrato de Levedura: 5 g, NaCl: 10 g
g.s.p:1L

9.2. Meio de cultura LB Agar (Luria Bertani) pH 7,0
Triptona: 10 g, Extrato de Levedura: 5 g, NaCl: 10 g, Agar: 15¢g
gsp:1L

9.3. Meio de Cultura SOB pH 7,0

Triptona: 20 g, Extrato de Levedura: 5 g, NaCl: 0,5 g, KC1 250 mM: 10 ml
g.s.p:1L

Adicionar 5 ml de MgCl, 2 M (esterilizado por filtragao)

9.4. Solucao Bloqueadora (Western Blotting)

Leite em p6 desnatado 5% em tampao PBS-T

9.5. Solucao de Coloracao de Gel SDS-PAGE

Metanol 50%, Agua deionizada 40%, Acido Acético Glacial 10%, Coomassie Blue R250 0,2
% (p/v)

9.6. Solucao Descorante de Gel SDS-PAGE

Idem a Solucao de Coloracao sem o Comassie Blue

9.7. Tampao de Amostra 2X (SDS-PAGE)

TRIS 0,5 M pH 6.8, SDS 25% (p/v), Glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 10% , Azul de
Bromofenol 0,1%

9.8. Tampao de dialise (Purificacio)
Tris-HCI 25 mM, NaCl 10 mM, EDTA pH 8 1 mM, Glicerol 10%, DTT 2 Mm
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9.9. Tampao de Eluicao (Purificacio)
Tampao Fosfato 50 mM pH 7, NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM

9.10. Tampao de Extracao
TRIS 25mM pH 8, EDTA 1mM pH 8, Glicerol 10%, TRITON X 1%

9.11. Tampao de Extracio Modificado (Purificacio)
Tampao Tris-HCI 25 mM, Triton 1%

9.12. Tampao de lavagem (Purificacio)

Tampao Fosfato 50 mM pH 7, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM

9.13. Tampao PBS 10 X (Western Blotting) pH 7,4
Na,HPO4 50 mM, NaH,PO,4 50 mM, NaCl 1,5 M

9.14. Tampao PBST-T (PBS Tween) (Western Blotting)
Tween-20 1% em PBS 1X

9.15. Tampao TAE 50 X
TRIS: 242 g, EDTA 0,5 M pH 8: 100 ml, Acido acético glacial: 57,2 ml
gsp:1L

9.16. Tampao TB (Transformation Buffer) pH 6,8

PIPES final 10 mM, CaCl,.2H,0 15 mM, KCIl 250 mM, MnCl,.4H,0 55 mM
Esterilizar por filtragao (0,22 uM)
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