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RESUMO

Luciferases de vagalumes tem sido extensivamente utilizadas como reagentes
bioanaliticos e os seus cDNAs como genes repdrteres e biosensores para bioimagem.
Luciferases de vagalumes, larvas “trenzinho” e besouros ‘“tec-tec”, possuem
caracteristicas de termoestabilidade, cinética e espectro de bioluminescéncia
diferenciados, podendo oferecer alternativas para aumentar as aplicagdes destas enzimas.
Entretanto, a maioria destas enzimas sdo instaveis em temperaturas acima de 30°C, e as
luciferases de vagalumes apresentam espectros de bioluminescéncia sensiveis a
temperatura. Nesta tese, realizamos um amplo estudo do efeito da temperatura na
estabilidade e espectros de bioluminescéncia de luciferases recombinantes de besouros
bioluminescentes brasileiros, e usamos mutagénese sitio-dirigida para aumentar a
termoestabilidade da luciferase emissora de luz vermelha de Phrixotrix hirtus. As
luciferases mais termoestaveis foram as que emitem luz mais deslocada para o azul dentro
de cada familia: a do elaterideo Pyrearinus termitilluminans (534 nm), aquela do
fengodideo Phrixotrix vivianii (546 nm) e aquela do lampirideo Amydetes vivianii (538
nm), confirmando que luciferases emissoras na regido do verde ao azul sdo mais estaveis.
Todas as luciferases pH-sensitivas de vagalumes estudadas aqui, apresentaram
sensibilidade do espectro de bioluminescéncia a temperatura. As luciferases com o
espectro de bioluminescéncia mais deslocado para o azul, também foram menos sensiveis
a temperatura, na seguinte ordem: Amydetes< Cratomorphus< Photinus< Macrolampis.
Também foi possivel averiguar a existéncia de uma relacdo linear entre temperatura e
razdo de intensidade de luz nas regides do verde e vermelho, que permitem quantificar
raciometricamente a temperatura usando estas luciferases. Finalmente, a luciferase
emissora de luz vermelha de P. hirtus mostrou-se refrataria a estabilizacdo por
mutagénese sitio-dirigida, apenas N351E e R353E apresentaram termoestabilidade
ligeiramente maior do que a enzima selvagem, preservando 0 mesmo espectro de
bioluminescéncia. Os resultados sugerem que esta luciferase emissora de luz vermelha

seja muito flexivel, requerendo uma engenharia consideravel para estabiliza-la.

Palavras-chave: bioluminescéncia, luciferases pH- sensitivas, luciferases pH-

insensitivas, termoestabilidade, curva raciomeétrica.



ABSTRACT

Firefly luciferases have been extensively used as bioanalytical reagents and their cONAs
as reporter genes and bioimaging biosensors. Luciferases of fireflies, “rail-road” worm
and "tec-tec” beetles, have different characteristics of thermostability, kinetics and
spectrum of bioluminescence, being able to offer alternatives to increase the applications
of these enzymes. However, most of these enzymes are unstable at temperatures above
30 ° C, and firefly luciferases exhibit bioluminescence spectra sensitive to temperature.
In this thesis, we conducted an extensive study of the effect of temperature on the stability
and bioluminescence spectra of recombinant luciferases from Brazilian bioluminescent
beetles, and we used site-directed mutagenesis to increase the thermostability of red-light-
emitting luciferase from Phrixotrix hirtus. The most thermostable luciferases were the
ones that emitted the most shifted light to the blue within each family: that of the
Elateridae Pyrearinus termitilluminans (534 nm), that of the Phengodidae Phrixotrix
vivianii (546 nm) and that of the Lampyridae Amydetes vivianii (538 nm), confirming that
emitting luciferases in the region from green to blue are more stable. All the pH-sensitive
luciferases of fireflies studied here presented sensitivity of the bioluminescence spectrum
to temperature. The luciferases with the most displaced bioluminescence spectrum for
blue were also less temperature sensitive in the following order: Amydetes
<Cratomorphus <Photinus <Macrolampis. It was also possible to verify the existence of
a linear relationship between temperature and light intensity ratio in the green and red
regions, which allow quantifying raciometrically the temperature using these luciferases.
Finally, P. hirtus red light-emitting luciferase was resistant to stabilization by site-
directed mutagenesis, only N351E and R353E showed slightly higher thermostability
than the wild-type enzyme, preserving the same bioluminescence spectrum. The results
suggest that this red light-emitting luciferase is very flexible, requiring considerable

engineering to stabilize it.

Key-words: bioluminescence, pH-sensitive luciferases, pH-insensitive luciferases,

thermostability, ratiometric curve.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bioluminescéncia

Bioluminescéncia é a emissdo de luz fria e visivel por organismos vivos. E uma
forma de quimioluminescéncia catalisada por enzimas conhecidas como luciferases, que
catalisam oxidagOes altamente exergbnicas de um substrato — a luciferina — liberando
energia na forma de luz visivel com alta eficiéncia. Durante a oxidacdo das luciferinas,
sdo formados intermediarios peroxidicos altamente instaveis e ricos em energia, cuja
clivagem térmica gera produtos carbonilicos, um dos quais no estado eletronicamente

excitado singlete que se desativa emitindo luz (WILSON, 1995).

A bioluminescéncia teria surgido de forma independente em 30 ou 40 ocasides no
decorrer do processo evolutivo (HASTINGS, 1983; HADDOCK, 2006), sendo que
somente no grupo dos insetos essa capacidade teria aparecido ao menos trés vezes
(VIVIANI, 2001). A bioluminescéncia pode ser usada para diferentes fungdes
comunicativas, dependendo do organismo, como atracdo sexual, defesa, camuflagem e
atracdo de presas (HADDOCK et al, 2010).

A bioluminescéncia é predominante nos mares, ocorrendo em aproximadamente
90% dos organismos marinhos das profundezas, de bactérias a peixes, nas mais variadas
regides, dos polos aos tropicos e emitem luz em um amplo espectro, do azul ao vermelho
(HADDOCK et al, 2010).

A reacdo bioluminescente também é bastante diversificada, podendo ser do tipo
luciferina-luciferase ou utilizando fotoproteinas, em que a luciferina é associada
firmemente a proteina formando um complexo estavel. Alguns organismos marinhos
emitem luz verde devido a presenca de uma proteina fluorescente verde (GFP) que
funciona como aceptor fluorescente primario de energia. Nestes organismos a energia de
excitacdo de uma fotoproteina ou de um sistema luciferina-luciferase é transferida por
ressonancia a molécula de GFP resultando na emisséo de luz verde (SHIMOMURA,
2006).

Embora menos abundante entre os organismos terrestres, a bioluminescéncia é
encontrada em bactérias, fungos, anelideos, moluscos, quilépodes e insetos. A classe dos

insetos € a mais rica e mais diversificada com espécies bioluminescentes encontradas em
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Collembola, Diptera e principalmente em Coleoptera (LLOYD, 1983). Em coledpteros,
espécies bioluminescentes ocorrem principalmente na superfamilia Elateroidea que inclui
as principais familias de vagalumes (Fig. 1): Lampyridae, conhecidos como vagalumes
que na fase adulta emitem lampejos na faixa do verde-amarelo (LALL et al., 1980) por
meio de lanternas ventrais com a funcéo de atracdo sexual (LLOYD, 1983); Elateridae,
conhecidos como besouros “tec-tec”, que na fase adulta emitem luminescéncia continua
na regido do verde através de duas lanternas protoréacicas quando perturbados, além de
luz continua na faixa do verde ao laranja através de 6rgdos abdominais engquanto o inseto
voa; e Phengodidae, conhecidos como larvas trenzinhos, onde as fémeas e as larvas
possuem lanternas puntiformes laterais ao longo do corpo e emitem luz na faixa do verde
ao laranja, além de lanternas na cabeca que emitem luz na faixa do verde ao amarelo ou
vermelho, dependendo da espécie, como Phrixotrix (VIVIANI & BECHARA, 1993,

1997), os Unicos organismos terrestres conhecidos a emitirem luz vermelha.

Figura 1. Vagalumes das trés principais familias de coledpteros bioluminescentes: (A) Macrolampis sp,
um vagalume da familia Lampyridae; (B) Pyrophorus punctatissimus vagalume “tec-tec” da familia
Elateridae; (C) larva trenzinho Phrixotrix hirtus da familia Phengodidae. Fonte: VIVIANI (2008) adaptada.

1.2. Luciferases de Coledpteros

O mecanismo de bioluminescéncia terrestre mais bem compreendido é o dos
vagalumes. As diferentes familias compartilham a mesma reacdo bioluminescente, com
substratos (luciferina e ATP) idénticos e luciferases homdélogas (WOOD et al, 1989;
VIVIANI, 2002). A luciferina consiste de um composto heterociclico carboxilico com

uma porcao benzotiazdlica e uma porcao carboxilica tiazélica (Fig. 2).
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Figura 2. Luciferina de coledpteros.

As luciferases de besouros catalisam a oxidacdo da luciferina na presenca de ATP,
Mg*? e Oy, produzindo luz em uma reacdo de duas etapas (MCELROY & DelLUCA,
1978). Primeiramente ocorre a ativacdo da luciferina por ATP, produzindo adenilato de
luciferina com a liberacdo de pirofosfato. Na segunda etapa, o adenilato de luciferina é
oxidado por oxigénio molecular, produzindo uma dioxetanona que rapidamente se cliva
gerando CO- e oxiluciferina em um estado eletronicamente excitado singlete que decai
emitindo um féton de luz na faixa verde-vermelho do espectro com uma eficiéncia
quantica de 15-60% dependendo da luciferase (ANDO et al., 2008; NIWA et al., 2010)
(Fig. 3).
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Figura 3. Reagdo de bioluminescéncia catalisada pelas luciferases de besouros através da ativagdo ATP-
dependente e oxidagdo da molécula de luciferina. Fonte: HASTINGS (1991) (adaptado).
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Os genes que codificam uma variedade de luciferases, na maioria da familia
Lampyridae (TATSUMI et al., 1989; KAJIYAMA & NAKANO, 1991; DEVINE et al.,
1993; SALA-NEWBY et al., 1996; OHMIYA et al., 1995; VIVIANI et al., 2005;
VIVIANI et al., 2011), foram clonados e sequenciados. Codificam polipeptideos de 543-
550 residuos, que apresentam propriedades semelhantes, preservando entre si de 67% a
99% de identidade em nivel de estrutura primaria (WOOD, 1995; VIVIANI 2002). J& as
luciferases de elaterideos e fengodideos (WOOD et al., 1989, VIVIANI et al., 1999 a,b,
AMARAL et al.,, 2012, 2016) apresentam entre 45% e 50% de identidade com as
luciferases de lampirideos.

A estrutura tridimensional da luciferase do vagalume norte-americano Photinus
pyralis, resolvida por cristalografia de raios X na auséncia de substratos (CONTI et al.,
1996), mostra que ela é formada por dois dominios distintos: o C-terminal e o N-terminal
com 3 subdominios (subdominios A ¢ B com duas folhas B flanqueadas por a hélices, e
um subdominio C com um barril B antiparalelo). As duas superficies N e C-terminal
formam um sulco, o sitio ativo, onde sdo encontrados varios residuos conservados (Fig.
4A). Posteriormente, Nakatsu et al. (2006) determinaram a estrutura tridimensional da
luciferase do vagalume japonés Luciola cruciata complexada com o analogo de adenilato
de luciferina, DLSA (5’-O-[N-(dehidroluciferil)-sulfamoil] adenosina) que mostrou uma
conformagdo fechada, ou com os produtos AMP e oxiluciferina que mostrou uma
conformacao aberta, revelando alguns residuos do sitio ativo importantes para a ligacdo
com o substrato (Fig. 4B). Nesta estrutura, 0 DLSA fica localizado em uma regido
hidrofobica composta pelos residuos da a-hélice 8 (248-260), fitas f12 (286-289), 13
(313-316), B14 (339-342), B15 (351-353) e um loop (345-350), enquanto a entrada da

regido € bloqueada pela porcdo adenosina do DLSA.
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Figura 4. (A) Estrutura tridimensional da luciferase de Photinus pyralis representando o dominio N-
terminal em azul, violeta e verde; e o0 dominio C-terminal em amarelo, que se aproximam possivelmente
para envolver os substratos durante a catélise. Fonte: CONTI et al. 1996 (adaptada). (B) Estrutura da
luciferase de Luciola cruciata complexada com o analogo DLSA, demonstrando o dominio N-terminal em
cinza e o dominio C-terminal azul. Fonte: NAKATSU et al. 2006 (adaptada).

Recentemente foram resolvidas também as estruturas tridimensionais das
luciferases do fengodigeo emissor de luz vermelha, Phrixotrix hirtus (623 nm), o qual
possui uma estrutura quaternaria octamérica (Fig. 5A-B). No entanto, os autores fizeram
mutacdes que ja haviam sido publicadas por nosso e outros grupos muito antes; os autores
também resolveram a estrutura tridimensional do lampirideo emissor de luz mais
deslocado para o azul, Amydetes vivianii (538 nm) (Fig. 5C) (CARRASCO-LOPEZ et
al., 2018).
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Figura 5. (A) Estrutura tridimensional da luciferase do fengodigeo Phrixotrix hirtus, visdo frontal da
conformacdo em octdmero. (B) Visdo lateral do octdmero da luciferase de Phrixotrix hirtus, demonstrando
0 N-terminal (rosa) e o C-terminal (vermelho). (C) Visdo lateral do luciferase de Amydetes vivianii,
demonstrando o N-terminal (verde 4gua) e o C-terminal (azul). Fonte: CARRASCO-LOPEZ et al., 2018
(adaptada).

As luciferases de besouros sao divididas funcionalmente em dois grupos de acordo
com a sensibilidade ao pH: as pH-sensitivas, que incluem as luciferases de Lampyridae,
com o espectro que se desloca para o vermelho em pH baixos, altas temperaturas e na
presenca de cations divalentes de metais pesados, como o Zn# (SELIGER & McELROY,
1964; VIVIANI & BECHARA, 1995); e as pH-insensitivas, que incluem as luciferases
de Elateridae e Phengodidae em que seus espectros ndo sao afetados por estes fatores
(VIVIANI & BECHARA, 1995; VIVIANI et al, 1999).

1.3. Aplicagdes Bioanaliticas das Luciferases de Besouros

As luciferases de vagalumes tém sido amplamente aplicadas para finalidades
bioanaliticas. Uma vez que ATP esta presente nas células de todos 0s organismos Vivos,
as luciferases de vagalumes sdo utilizadas em analise de contaminacdo microbiolégica de
fluidos bioldgicos, avaliacdo da viabilidade celular, testes enzimaticos envolvendo a
geracdo ou degradacdo de ATP (CAMPBELL, 1988). Apds a clonagem do cDNA de
luciferases de vagalumes, os genes das luciferases se tornaram 0s mais sensiveis genes
repOrteres para acompanhar expressdo génica em células vivas e tecidos. Estas aplica¢des
incluem a andlise 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 & GUARDIGLLI, 2012, DORZAZ



22

et al., 2017). Na area biomédica aplicacfes incluem o uso dos genes da luciferase para
estudo de progressao e regressdo viral e de bactérias (KOVACS, 1991, ANDREU et al
2010), avaliacdo néo invasiva de proliferagéo e regressdo tumoral em modelos animais
(BAGGET etal., 2004; HORTS et al 2011) e analise de condrogénese e desenvolvimento
de terapia génica para regeneracéo de cartilagens (JE et al., 2017).

O numero de aplicagdes foi ampliado com o uso das luciferases em sistemas
reporter multiplos que utilizam simultaneamente varias luciferases emissoras de
diferentes cores de luz para andlise simultdnea de multiplos eventos celulares
(NAKAJIMA et al, 2005; VIVIANI & OHMIYA, 2006).

A maioria dos genes de luciferases de coledpteros aplicada em biotecnologia
codificam luciferases que emitem luz na regido verde-amarelada do espectro, limitando
consideravelmente suas aplicacbes, uma vez que muitos tecidos biologicos sdo
consideravelmente opacos nesta regido. Neste contexto, a luciferase de Phrixotrix hirtus,
a Unica clonada que naturalmente emite luz vermelha (VIVIANI et al, 1999), tem sido
usada em tecidos de mamiferos e outros tecidos ricos em pigmentos como hemoglobina
que absorvem comprimento de ondas mais curtos (NAKAJIMA et al, 2010). Entretanto,
esta luciferase em geral apresenta baixa termoestabilidade na forma selvagem, ndo sendo
estavel para utilizacdo em ensaios em temperaturas elevadas, ou para expressao em
celulas de mamiferos. Por isto, algumas luciferases atualmente empregadas para
finalidades comerciais passaram por processos de otimizacao por engenharia de proteinas
como mutageénese sitio-dirigida, mutagénese randémica, quimerizacdo e evolucdo in vitro
(KAJIYAMA & NAKANO, 1993; VIVIANI & OHMIYA, 2000; VIVIANI et al., 2004;
KOKSHAROV & UGAROVA, 2011). Algumas destas variantes tém estabilidade a 60°C
(HALL et al., 1998).

1.3.1. Termoestabilidade de luciferases de besouros

Ao longo dos anos os estudos com luciferases mutantes termoestaveis foram
desenvolvidos em sua maioria com vagalumes da familia Lampyridae.

Os primeiros mutantes termoestaveis foram obtidos a partir da luciferase do
vagalume japonés Luciola cruciata, por meio de mutagénese randébmica com a
substituicdo T2171; posteriormente, a substituicdo do residuo T217 por leucina, valina,
cisteina, fenilalanina e metionina mostrou a existéncia de uma relacdo entre a
termoestabilidade e a hidrofobicidade (KAJIYAMA & NAKANO, 1993). Outros
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mutantes termoestaveis foram obtidos como os mutantes E356R/V368A da luciferase de
Hotaria parvula (KITAYAMA et al., 2003).

A partir disto, foram desenvolvidos diversos trabalhos com a luciferase do
vagalume Photinus pyralis, como o mutante emissor de luz vermelha Ppy-RE (S284T) e
0 mutante emissor de luz verde Ppy-GR (V2411/ G246A/ F250S) (BRANCHINI et al.,
2007) mais termoestaveis. Os autores se basearam no estudo de Tisi et al. (2002) e
introduziram as mesmas mutacfes em diferentes segmentos da luciferase - T214A,
A215L, 1232A, F295L e E354K — resultando em um aumento na termoestabilidade a 37°
C. Também com a luciferase de Photinus pyralis, Karimzadeh, Moradi & Hosseinkhani
(2012) produziram o mutante A296C-A326C que resultou em um aumento da
termoestabilidade através da formacao de uma ponte dissulfeto estabilizadora. Resultados
semelhantes foram observados nos estudos com hidrolases, com a luciferase de Renilla,
a enzima Diisopropil-fluorofosfatase (DFPase) e a azoredutase de Halomanas elongata
(FARNOOSH et al.,, 2016; KAHRANI et al., 2017; MOHAMMADI et al., 2018;
NAKHAEE et al., 2018).

Assim como verificado em um estudo de Amini-Bayat et al. (2012), Yu et al.
(2015) se basearam na relacdo entre flexibilidade e estabilidade, e introduziram residuos
de Pro nas regides mais flexiveis da luciferase de Photinus pyralis. O mutante H489P
reteve cerca de 20% de sua atividade enzimatica apds exposi¢do a alta temperatura,
demonstrando que proteinas que possuem maior termoestabilidade sdo mais rigidas. Tal
resultado também foi verificado nos estudos com a lucifease de P. pyralis de Karimzadeh,
Moradi & Hosseinkhani (2012) e Jarchi et al. (2018).

A partir da luciferase de Lampyris turkestanicus, Mortaszavi & Hosseinkhani
(2011) produziram os mutantes termoestaveis 1232R, N35R/1232R e N35R/I1232R/1182R.
A maior termoestabilidade foi devida a um aumento da rigidez na estrutura destes
mutantes pela substituicdo de residuos polares neutros e apolares por residuos com cargas
positivas, sendo que, a Arg possui alta tendéncia de formar pontes salinas aumentando as
interacdes locais e estabilizando a regido de loops. Este aumento de termoestabilidade
pela rigidez também foi observado nos mutantes Q35, 1182, 1232 e L300 pelo residuo
arginina no estudo de Mortazi & Hosseinkhani (2016).

Com a luciferase de Luciola mingrelica foram obtidos os mutantes termoestaveis
G216N/A217L/S398M, C146S, o mutante multiplo chamado 4TS (com oito mutacdes
S118C/ T213S/ K156R/ R211L/ A217V/ C146S/ E356K/ S364C) e A534R
(KOKSHAROV & UGAROVA, 2011; MODESTOVA, 2011; KOKSHAROV &
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UGAROVA, 2011b; MODESTOVA et al., 2014), indicando aumento da estabilidade da

luciferase devido a mudangas conformacionais.

1.4. Luciferases de besouros brasileiros

Nosso grupo de pesquisa clonou ao longo dos anos varias luciferases a partir de
besouros brasileiros, muitas das quais com propriedades de bioluminescéncia Unicas,
como as luciferases dos elaterideos: Pyrearinus termitilluminans (VIVIANI et al., 1999)
que emite a luz mais deslocada para o azul entre todas as luciferases clonadas (534 nm) e
apresenta consideravel termoestabilidade; Fulgeochlizus bruchi (AMARAL et. al, 2012)
que emite luminescéncia verde (543 nm) apresentando pH-6timo 9, o maior ja reportado
entre todas as luciferases, e decaimento de luminescéncia lento; Pyrophorus angustus
(AMARAL et. al., 2016) que emite na regido do laranja (584 nm), sendo uma adaptacao
a reflectancia do ambiente e competicdo inter/intraespecifica, e pH d&timo de
aproximadamente 8,5.

A luciferase dos fengodideos de Phrixotrix hirtus, a Unica a produzir
bioluminescéncia vermelha (620 nm), e a luciferase de Phrixotrix vivianii (VIVIANI et
al., 1999b) produzindo bioluminescéncia verde (546 nm).

E por fim, as luciferases de lampirideos sensiveis ao pH: Cratomorphus distinctus
(VIVIANI et al., 2004) emissor de luz verde (550 nm), Macrolampis (VIVIANI et al.,
2005) que produz bioluminescéncia com espectro bimodal (568 nm); e a luciferase de
Amydetes vivianii (VIVIANI et al., 2011) com o espectro de bioluminescéncia mais
deslocado para o azul (538 nm) entre todas as luciferases clonadas desta familia.

Algumas destas luciferases ja sdo utilizadas como genes reporter para células de
mamiferos, entre as quais as luciferase de Phrixotrix hirtus e Pyrearinus termitilluminans
(NAKAJIMA et al., 2005). Entretanto, existe a necessidade de melhorar a
termoestabilidade destas para aplicacdes como genes repdrter de células de mamiferos e

como reagentes analiticos.

1.4.1. A luciferase emissora de luz vermelha de Phrixotrix hirtus

A luciferase de Phrixotrix hirtus (Coledptera: Phengodidae) é alvos de grande

interesse, pois esta luciferase emite naturalmente luz vermelha (620 nm), podendo ser
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utilizada como gene reporter em células de mamiferos e outros tecidos pigmentados,
como tecidos que contem a hemoglobina que absorve ondas de comprimento curto (RICE
etal., 2001).

Um primeiro estudo foi feito com a luciferase emissora de luz vermelha de
Phrixotrix hirtus em que foram produzidos cinco mutantes — 12121, N351K, S463R,
12121/ N351K e 1212L/S463R - com a finalidade de aumentar a atividade enzimética e a
termoestabilidade (LI et al., 2010). Os resultados mostraram que os mutantes ndo
sofreram grandes modificacbes no espectro de bioluminescéncia. Os mutantes
1212L/S463R, 12121 e 1212L/N351K foram os mais estaveis a 37°C, sendo que o ultimo
foi considerado a melhor combinacdo otimizada, pois além da estabilidade, alcan¢cou uma
maior atividade especifica (LI et al., 2010).

1.4.2. Luciferases pH-sensitivas

Nas luciferases pH-sensitivas, pertencentes a familia Lampyridae, o espectro de
emissdo de bioluminescéncia sofre deslocamento para o vermelho em pH 4&cido,
temperaturas elevadas e/ou na presenca de metais como zinco, chumbo, mercurio
(SELIGER & McELROQY, 1964).

As diferentes cores da bioluminescéncia das luciferases de vagalumes pH-
sensitivas podem ser explicadas pelas mudancas na razdo entre as duas espécies
emissoras, engquanto que nas luciferases pH-insensitivas a mudanca de espectros pode ser
ocasionada pela mudanca do microambiente de apenas uma espécie emissora (VIVIANI
et al., 2001; 2008). Estudos posteriores mostraram que em luciferases pH-sensitivas, 0
rendimento quantico da emissdo de luz verde diminui com o pH, enquanto que o
rendimento quantico de luz vermelha ndo é modificado (ANDO et al., 2008; NIWA et
al., 2010). No entanto, a identidade dos emissores ainda ndo esta totalmente elucidada
sendo que, alguns estudos sugerem que a forma “ceto” da oxiluciferina excitada emitiria
luz vermelha, e a forma “enol” luz verde amarela (WHITE et al., 1968; BECHARA &
VIVIANI, 2015) porém, dados experimentais e tedricos sugerem que a forma “ceto” é o
unico emissor e que as cores de bioluminescéncia seriam moduladas a nivel de interacdes
do grupo fenolato (HIRANO et al., 2012, VIVIANI et al., 2013). Desta forma, podemos
concluir que o mecanismo basico para a determinacdo da cor da bioluminescéncia ndo é

0 mesmo entre as luciferases pH-sensitivas e pH-insensitivas (VIVIANI et al., 2001).



26

Por meio da comparacdo das sequéncias das luciferases pH-sensitivas e pH-
insensitivas, sugeriu-se que a sensibilidade ao pH ocorre devido a um sitio-ativo mais
flexivel, devido a presenca de um conjunto de residuos conservados que difere nestes dois
grupos de luciferases, que gera duas espécies emissoras, cada uma dependente de uma
conformacéo do sitio-ativo. Por outro lado, a insensibilidade ao pH resultaria de uma
maior rigidez do sitio-ativo e maior estabilizacdo (VIVIANI, 2002; VIVIANI et al.,
1999b; 2008).

1.5. Uso de luciferases de vagalumes pH-sensitivas como indicador

intracelular de pH e metais

Existe uma demanda crescente para ensaios bioanaliticos que estimam o pH
intracelular pois, existem flutuacdes de pH intracelulares em processos bioldgicos ou
patoldgicos como, apoptose, cancer e inflamacdes (BREEUWER et al., 1996;
AMARANTE-MENDES, 2003; BIZZARRI et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2007,
KRULWICH et al., 2011; van BEILEN & BRUL, 2013; HU et al., 2014).

A bioluminescéncia apresenta vantagens sobre o uso de fluorescéncia em ensaios
analiticos, pois esta exige a prévia irradiacdo com luz azul exdgena para emitir a
fluorescéncia, podendo gerar danos na célula e perturbar a fisiologia em tecidos ou células
sensiveis (BREEUWER et al., 1996; ASAI et al., 2007; NAKAJIMA et al., 2010;
BENCINA, 2013). Portanto, um ensaio que ndo seja invasivo utilizando a luciferase e o
substrato luciferina, que € estavel e permeavel em células, é uma tecnologia em ascensdo
(NAKAJIMA et al., 2010; OHMIYA, 2014).

Nosso grupo de pesquisa, foi 0 primeiro a considerar a utilizagdo da sensibilidade
espectral das luciferases de vagalumes para monitorar raciometricamente variacdes de pH
intracelular (VIVIANI et al., 2006; 2008). Gabriel & Viviani (2014) demostraram a
utilizacdo da luciferase do lampirideo Macrolampis sp2 e outras luciferases pH-sensitivas
recombinantes como um biosensor raciométrico intracelular de pH em células de
bactérias E. coli. Um principio semelhante, vém sendo utilizado para avaliar
raciometricamente a presenca e concentragdo de metais (GABRIEL & VIVIANI, 2016).

Enquanto o efeito de pH e concentracGes de metais tem sido estudados e a
aplicacdo de andlises raciométricas destes fatores foram propostas (GABRIEL &
VIVIANI, 2014, 2016), ainda nédo foi estudado comparativamente o efeito da temperatura
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nos espectros de diferentes luciferases pH-sensitivas e nem sua potencial aplicabilidade

em analises raciométricas.
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2. JUSTIFICATIVA

Existe uma demanda crescente por luciferases mais termoestaveis para fins
bioanaliticos. Desta maneira € de grande importancia estudar, conhecer e estabelecer
fatores que afetam a estabilidade em altas temperaturas das diversas luciferases selvagens
clonadas em nosso laboratério, antes de modifica-las com ferramentas de biologia
molecular para melhorar sua termoestabilidade. As luciferases que emitem luz vermelha,
sdo especialmente importantes para finalidades de bioimagem de células de mamiferos e
em ensaios bioanaliticos em amostras pigmentadas (RICE et al., 2001). A luciferase de
Phrixotrix € a Gnica que produz naturalmente a luz vermelha, sendo a que apresenta o
espectro mais deslocado para o vermelho entre as luciferases ja clonadas. Entretanto esta
luciferase apresenta uma aplicabilidade ainda limitada devido a sua baixa
termoestabilidade natural, por isso, existe a necessidade de melhorar a sua estabilidade
em altas temperaturas através de ferramentas da biologia molecular, como a mutagénese

sitio-dirigida.
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OBJETIVOS

Nesta tese estudamos o efeito da temperatura na estabilidade de luciferases

recombinantes de besouros bioluminescentes brasileiros, estabilizar a luciferase emissora

de luz vermelha de Phrixotrix hirtus, e investigar o efeito da temperatura nos espectros

de bioluminescéncia de luciferases pH-sensitivas e sua aplicabilidade em analises

raciometricas de temperatura. Os objetivos principais foram:

1)

2)

3)

4)

Comparar a termoestabilidade das luciferases selvagens das trés familias de
Coledpteros bioluminescentes, Lampyridae, Elateridae e Fengodidae;
Investigar o efeito da temperatura sobre os espectros das luciferases pH —
sensitivas e obter relacbes raciométricas entre intensidades de
bioluminescéncia na regido do verde e vermelho e temperatura, e sua
utilizacdo em analises raciométricas;

Obtengdo de mutantes termoestaveis da luciferase do fengodideo Phrixotrix
hirtus, visando residuos que supostamente podem influenciar a estabilidade da
enzima;

Caracterizar cineticamente 0s mutantes termoestaveis e correlacionar o efeito

das mutagdes com as alteracdes a nivel de estrutura terciaria.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. COMPARACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA
ESTABILIDADE DAS LUCIFERASES RECOMBINANTES DE BESOUROS

Em um primeiro momento foram analisados comparativamente a
termoestabilidade in vivo e in vitro das luciferases recombinantes selvagens disponiveis
em nosso laboratorio: dos fengodideos Phrixotrix hirtus e Phrixotrix vivianii; dos
lampirideos Macrolampis sp2; Amydetes vivianii; Cratomorphus distinctus; e dos
elaterideos Fulgeochlizus bruchi; Pyrophorus angustus e Pyrearinus termitilluminans.

No teste in vivo apo6s a transformacdo em células competentes BL21, foram
repicadas trés coldnias contendo a luciferase de interesse, as colonias cresceram a 37°C
overnight, e entdo foram induzidas a expressar a enzima a 18°C por 18h, ap0s expressao
a placa foi incialmente exposta em camera CCD, e entdo incubada a alta temperatura e
depois submetida novamente a camera CCD para visualizar a bioluminescéncia
remanescente (Fig. 6).

No teste de termoestabilidade in vitro apds a transformacdo em células
competentes BL21, foi feita uma cultura liquida de bactérias contendo o plasmideo com
0 gene da luciferase de interesse, esta cultura foi induzida por 18h a 18°C, centrifugada,
e o pellet extraido. Os extratos brutos ou luciferases purificadas foram separados em trés
aliquotas que ficaram expostos a diferentes temperaturas e entdo foram feitas medidas das

atividades luciferasicas em diferentes tempos (Fig. 6).
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18°C por 18h) Placa na camera CCD na presenca
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Extracdo da Proteina e estufaa 50 «C
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de luciferina 0,1 mM pH 5,0 imagens

Figura 6. Delineamento da metodologia utilizada na primeira etapa do projeto.

4.1.2. cDNAs das luciferases

Todos os cDNAs das luciferases de coledpteros foram previamente clonados no
nosso laboratério (VIVIANI et al., 1999 a, b; 2004; 2005; 2011; AMARAL et al., 2012;
2016). Os cDNAs do elaterideo Pyrearinus termitilluminans (VIVIANI et al., 1999), os
fengodideos Phrixotrix hirtus e Phrixotrix vivianii (VIVIANI et al.,, 1999b) e o
lampirideo Macrolampis sp2 foram subclonados no vetor pCold Il (Takara), a luciferase
do lampirideo Cratomorphus distinctus (VIVIANI et al., 2004) no vetor pBluescript e do
lampirideo Amydetes vivianii (VIVIANI et al., 2011) e os elaterideos Fulgeochlizus
bruchi (AMARAL et al., 2012) e Pyrophorus angustus (AMARAL et al., 2016) foram

subclonados no vetor pSport — 1 (Invitrogen).

4.1.3. Transformacao

Preparacdo de células de Escherichia coli competentes. Uma col6nia da
linhagem de células de E. coli (XL1-Blue ou BL21/DE3) foi repicada a partir de placa
LB agar com ampicilina (100 pg/mL), inoculada em uma pré-cultura com 30 mL de meio

LB liquido e incubada a 37° C sob agitacdo de 225 rpm. Posteriormente, a pré-cultura foi
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adicionada a uma cultura com 500 mL de meio liquido SOB a qual foi incubada a 37°C
sob agitacdo de 225 rpm até atingir absorbancia entre 0,4 e 0,8 (OD s00). A cultura entdo
foi incubada no gelo por 10 minutos e as células foram centrifugadas por 15 minutos a
4°C a 2.500 g para separacdo do meio de cultura. O pellet resultante foi ressuspenso
delicadamente com pincel em 10 mL de tampéao TB (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCI
250 mM, MnCl> 55 mM, pH 6,7 ajustado com KOH 0,1 M) e foi submetido novamente a
centrifugacdo e ressuspensdo em 4,2 mL de tampdo TB mais 294 pL de DMSO. As
células foram subdivididas em aliquotas de 50 pL e foram armazenadas a -80°C até serem
utilizadas para a transformacdo bacteriana. Todas as etapas de ressuspensdo foram

executadas sob baixa temperatura utilizando-se caixa de gelo.

Transformacdo bacteriana com DNA plasmidial. Para a transformacéo
bacteriana, 50 pL de células competentes (XL1-Blue ou BL21) e 1-3 pL (~50 ng) do
DNA plasmidial (VIVIANI et al, 2005) da luciferase recombinante, selvagem ou
mutante, foram misturados em microtubo e incubados no gelo por 30 minutos. Em
seguida, a mistura foi submetida a um choque térmico de 45 segundos a 42°C. Ap0s isto
a mistura foi incubada no gelo por 2 minutos e subsequentemente, 200 pL de meio LB
liquido foram adicionados. Esta solucéo foi mantida a 37°C em agitagdo a 225 rpm por 1
hora e posteriormente foi plaqueada em meio LB Agar/Ampicilina (100 pg/mL).

4.1.4. Screening da termoestabilidade in vivo

Trés colbnias frescas de bactérias contendo os plasmideos recombinantes das
luciferases selvagens foram selecionadas e transferidas como quadrados de 1 cm? para
uma placa contendo meio &gar LB/Ampicilina (100 pg/mL)/ IPTG (10 pg/mL) para
crescimento em estufa a 37°C overnight e entdo induzidas a expressar a enzima por 18h
a 18°C. Apos inducdo foi aplicada D-luciferina 1 mM em tampao citrato 0.10 M pH 5,0
seguida de exposicao por 1-5 minutos em Camera CCD (ATTO, Japdo). A mesma placa
foi exposta adicionando D-luciferina 1 mM em tampéo citrato 0,10 M pH 5,0, por 1-5
minutos em Camera CCD (ATTO, Japdo) apos ser incubada a 50°C por uma hora. As
atividades residuais em relagdo aos controles foram calculadas por densitometria

utilizando o software CS Analyzer 2.0. O experimento foi feito em triplicata.
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4.1.5. Inducéo da expressado heteréloga de proteina

Células competentes BL21/DE3 foram transformadas com o plasmideo contendo
DNA recombinante das luciferases. Foi crescida uma pré-cultura de 5 mL a 37°C em
meio LB liquido/Ampicilina 1 pg/mL com uma coldnia de bactéria contendo o plasmideo
recombinante de interesse. A pré-cultura foi adicionada a 100 mL de meio LB liquido a
37°C até a absorbancia de 0,4 (ODe0o), € entdo foram induzidas com IPTG (0,4 mM) a
18°C sob agitacdo de 225 rpm durante a noite. Apds o crescimento, as células foram
centrifugadas a 2.500 g por 15 minutos a 4°C, e o pellet foi estocado a -80°C ou utilizado
para extracdo da luciferase.

Para acompanhar a expressdo da luciferase nas bacteérias a atividade luminescente
in vivo foi medida adicionando-se 10 pL de luciferina 10 mM pH 5,0 directamente a 90
puL da cultura em tubo de luminémetro. A atividade luminescente foi medida em

lumindmetro AB2200 (ATTO, Toquio) em cps (counts por segundo).

4.1.6. Extracdo e Purificacdo de proteina por cromatografia de afinidade

Extracdo. O pellet, contendo o material celular, foi ressuspenso em 1-10 mL de
tampao de extracdo gelado A (Tampdo Fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0, NaCl 300 mM,
Imidazol 10 mM, 1 mM EDTA e coquetel anti-protease (ROCHE) caso da purificacéo da
luciferase ou em tampao fosfato de sédio 0,10 M, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1% Triton
X-100, 10% Glicerol e coquetel anti-protease (ROCHE), quando a luciferase ndo pode
ser purificada. A lise celular foi feita por sonicagdo com 4 pulsos de 10 s em
ultrasonicador (Sonicator Ultrassonic Processor — Misonix). O lisado foi entéo
centrifugado em 15.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo a enzima

soltvel foi utilizado nos ensaios de atividade luminescente e para purificacao.

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,
portanto, 0 mesmo sO pode ser utilizado com as luciferases clonadas no vetor pColdlIl que
possui um gene que codifica a cauda. A resina de Ni-NTA-Agarose (Qiagen) foi
equilibrada com tampéo de extracdo (Tampao Fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0, NaCl 300

mM, Imidazol 10 mM) e foi misturada com o extrato bruto por 45 minutos sob agitacdo
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moderada a 4°C, para permitir a ligacdo da cauda de histidina da proteina ao niquel da
resina. A resina complexada com luciferase foi entdo aplicada em uma mini coluna e
lavada com 10 mL de tamp&o de lavagem (Tamp&o Fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0,
NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM). A proteina recombinante foi eluida da resina com
tampé&o de eluicdo (Tampdo Fosfato de sodio 50 mM, pH 7, 300 mM NaCl, 250 mM
Imidazol) em aliquotas de 1 mL/cada. Cada aliquota foi analisada em ensaio in vitro da
atividade luciferésica, e as fracbes com maior atividade foram dialisadas em tampé&o de
dialise (Tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 2 mM,
glicerol 10%).

4.1.7. Eletroforese em gel de SDS (SDS - PAGE)

Para a andlise da pureza e quantificacdo da proteina foi realizada eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% em condig¢des desnaturantes (SDS-PAGE) de acordo com o
protocolo da Bio-Rad. As aliquotas contendo 30 pl das amostras de proteina foram
diluidas em 30 pl de tampdo de amostra (TRIS-HCI 0,5 M pH 6,8, 20% de glicerol, 40%
SDS 10%, 10% 2-mercapetanol e 2% de bromofenol-blue), e foram desnaturadas a 95°C
por 10 minutos sobre a chapa aquecedora. As amostras foram aplicadas no gel e
submetidas a corrida de 100 volts por aproximadamente 1 hora em tampé&o de corrida
(16,3% de TRIS, 78% de glicina e 5,4% de SDS pH 8,3). Para a coloracdo do gel foi
utilizado o corante Comassie Blue por 30 minutos sob leve agitacdo, e para visualizacdo
das bandas o gel foi subsequentemente imerso em agua também sob agitacdo para a
descoloracédo. O gel foi envolvido por papel celofane para ser preservado.

4.1.8. Medidas de atividade da luciferase in vitro

Ap0s a expressdo, extracdo e purificacdo, a atividade luminescente foi medida na
presenca de ATP e luciferina. No ensaio, foram usados 85 pL de Tris-HCI 0,10 M pH
8,0; 5 uL do extrato bruto ou da luciferase purificada, 5 pL de luciferina 10 mM e 5 pL
de ATP 40 mM e MgS0O480 mM. A intensidade de luminescéncia foi medida em triplicata
em luminémetro AB2200 (ATTO, Toquio) em counts por segundo (cps) para trés

experimentos idependentes.
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4.1.9. Quantificacdo de proteinas totais

Para medir a concentracdo de proteinas totais foi utilizado o método de Bradford
(1976), considerado um método rapido, sensivel e com pouca ou nenhuma interferéncia.
A técnica se baseia na ligacao da proteina com o corante Comassie Blue, com absorbancia
maxima de 590 nm. Primeiramente foi montada uma curva padrdo (Fig. 7) de
concentracdo de proteinas utilizando o BSA (1mg/ml) para o célculo do Fator. A
concentracdo de proteinas totais foi entdo determinada pela expressao: [Proteina] = Fator

x Absorbancia da amostra purificada.
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Figura 7. Curva Padrdo de concentracdo de soroalbumina bovina (BSA).

4.1.10. Atividade especifica

A atividade especifica da luciferase foi calculada dividindo a atividade
luminescente (em counts por segundo) pelas respectivas concentracdes de proteina total

em mg/mL.

4.1.11. Andlise da termoestabilidade in vitro de luciferases recombinantes

selvagens

Amostras das luciferases selvagens foram incubadas em diferentes temperaturas,
4°C, 22°C e 37°C. A atividade luciferasica residual das aliquotas foi medida no

lumindmetro em intervalos de 0, 1, 2, 3, 5, 12, 24 e 48 horas, conforme o item “4.1.8.
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Medidas de atividade da luciferase in vitro”. As medidas foram realizadas em triplicatas
para trés experimentos independentes. Foi gerado um grafico de atividade
bioluminescente residual (%) versus tempo (1-48 horas) com os desvios padrdes.

4.1.12. Espectros de bioluminescéncia

Os espectros de bioluminescéncia das luciferases foram medidos em
espectroluminémetro AB — 1850 Lumi FI Spectro Capture (ATTO, Toquio) em triplicata.
No ensaio foram usados 85 pL de Tris-HCI 0,10 M pH 8,0; 5 uL do extrato ou enzima
purificada, 5 pL de luciferina 10 mM e 5 uL de ATP 40 mM e MgSQO480 mM.

4.2. EFEITO DA TEMPERATURA NO ESPECTRO DE LUCIFERASES
pH-SENSITIVAS

Apés transformacado, expressao e extracdo das luciferases analisadas (métodos
“4.1.3, 4.1.5 e 4.1.6”), foram analisados os espectros em diferentes temperaturas das
luciferases pH-sensitivas de Macrolampis sp2, Amydetes vivianii, Cratomorphus
distinctus e da luciferase comercial de Photinus pyralis. Gerando curvas raciométricas

para comparagao com suas respectivas termoestabilidades.

4.2.1. Efeito da temperatura nos espectros de bioluminescéncia de luciferases
pH-sensitivas

O efeito da temperatura nos espectros de bioluminescéncia foi analisado para 4
luciferases pH-sensitivas. Os espectros foram medidos em espectrofluorimetro F-4500
(Hitachi, Japdo) acoplado ao banho termoestatizador TE-184 (Tecnal). Em cubeta de
espectrofluorimetro foram misturados 450 pL de Tris-HCI 0,10 M pH 8,0 (incubado por
mais ou menos 5 minutos para chegar na temperatura a ser analisada); 50 uL do extrato,
25 pL de luciferina 10 mM e 25 uL de ATP 40 mM e MgS0O480 mM. O experimento foi
feito em triplicata.
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4.2.2. Analise raciométrica do efeito da temperatura na razédo de intensidade

de luz vermelha e verde

Para verificar a se a temperatura pode ser raciometricamente estimada usando a
variacao espectral em luciferases pH-sensitivas, as intensidades da bioluminescéncia na
regido do vermelho (lvermeino) € verde (lverse) foram utilizadas para calcular a razéo de
intensidades no espectro de bioluminescéncia (R) das luciferases pH — sensitivas a 616 e
593 nm para Macrolampis sp2; 596 e 537 nm para Amydetes vivianii; 614 e 554 nm para
Cratomorphus distinctus e 616 e 558 nm para Photinus pyralis. Foi entdo plotada a razéo
R = Ivermetno/ Iverde, COM seus desvios padrdes, versus temperaturas de 5-35°C, para estimar

a sensibilidade destas luciferases a variagdo de temperatura.

4.2.3. Efeito da temperatura na fluorescéncia do triptofano na luciferase pH-

sensitiva de Macrolampis sp2

A fluorescéncia do triptofano em proteinas foi medida em triplicata sendo
utilizada para verificar se existe alguma mudanca conformacional da luciferase pH-
sensitiva de Macrolampis sp2 em diferentes temperaturas. Para a medida do branco foram
misturados 100 uL de tampé&o de diélise (Tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, NaCl 10 mM,
EDTA 1 mM, DTT 2 mM, glicerol 10%) e 900 uL de tampdo fosfato pré-filtrado 0,1 M
pH 8 em cubeta de quartzo. Para a medida da amostra em diferentes temperaturas, foram
misturados 100 pL de luciferase purificada para concentragao final de 50 e 100 pg/ mL e
900 uL de tampao fosfato pré-filtrado 0,1 M pH 8 (VIVIANI et al., 2014). As amostras
foram excitadas a 280 nm em diferentes temperaturas (5-35°C), e 0 espectro de
fluorescéncia varrido de 200 a 600 nm no espectrofluorimetro F-4500 (Hitachi, Japao)

acoplado ao banho termoestatizador TE-184 (Tecnal).

4.3. OBTENCAO DE MUTANTES TERMOESTAVEIS DA LUCIFERASE
EMISSORA DE LUZ VERMELHA DE Phrixotrix hirtus

Para aumentar a termoestabilidade da luciferase emissora de luz vermelha de
Phrixotrix hirtus, produzimos mutantes por mutagénese sitio-dirigida e analisamos a

termoestabilidade in vivo e in vitro (Fig. 8).
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Figura 8. Delineamento da metodologia utilizada.

4.3.1 Mutagénese Sitio-Dirigida

A técnica se baseia em obter mutacdes pontuais no DNA, utilizando-se dois
oligonucleotideos complementares contendo as modificacdes desejadas na sequéncia
original do cDNA da luciferase. Durante a PCR ocorre a incorporagdo da mutagdo. Por
ultimo o DNA parental ndo-mutado é digerido com a enzima de restricdo Dpnl, que
reconhece regides metiladas do plasmideo original.

Todos os mutantes foram produzidos com o objetivo de aumento da
termoestabilidade da luciferase selvagem do fengodideo P. hirtus. A relacdo completa
dos alvos de mutacdo e a literatura em que os mesmos foram baseados se encontram
detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1. Resumo de todos os mutantes sitio dirigidos obtidos e suas interagdes.

Mutantes Literatura Baseada Interacgoes
Liet al. 2010; White et al. 1996; Tisiet al ,
2002; Kitayama et al ., 2003; Viviani et al .,
N351E 2005 Ponte salina com residuo R353 (8-13 A)
N351C Lietal. 2010 Ponte dissulfeto com mutante T307C (8-11 A)
R353E Insercdo na luciferase de P. hirtus Ponte salina com o residuo K356 ou K357 (8-13 A)
S314 é substituido por uma alanina Substituimos um residuo hidrofobico por outro com e
S314T conservada nas luciferases de coleopteros mesma caracteristica, mas de cadeia maior
T307C Ponte dissulfeto com mutante N351C (8-11 A)
Furnham et al., 2012; Malabanan et al. ,
G312A 2010; Yuet al. 2015; Yuet al. 2017
Furnham et al., 2012; Malabanan et al. , Importancia dos loops para aumento da rigidez da
G358P 2010; Yuet al. 2015; Yuet al. 2017 estrutura
E268C Ponte dissulfeto com o mutante L297C (8-11 A°)
L297C Ponte dissulfeto com o mutante E268C (8-11 A°)
K323C Karimzadeh, Moradi & Hosseinkhani, 2012 | Ponte dissulfeto com o mutante A293C (8-11 A°)
A293C Karimzadeh, Moradi & Hosseinkhani, 2012 | Ponte dissulfeto com o mutante K323C (8-11 A°)
A229R Karimzadeh, Moradi & Hosseinkhani, 2012 Interagcbes com T232 e R227
Regido coservada, mutamos para aumentar a rigidez
E341A da estrutura.
Liet al. 2010, Karimzadeh, Moradi &
T307C/N351C Hosseinkhani, 2012 Ponte dissulfeto (8-11 A°)

As mutagéneses foram realizadas misturando 5,0 pl de tampédo 10x, 1,0 ul de
dNTP 2 mM, 1,0 ul de DNA plamidial pColdII-RE (50 ng), 1,0 ul de cada primer (125 pg/
pl) (Tab. 2), 0,25 pl de polimerase Phusion (Thermofisher cod. F530-S) e agua estéril

ultrapura completando o volume de 25 pl.

A termociclagem utilizou 25 ciclos: (1) desnaturacdo do DNA (98° C por 30

segundos), (2) sintese do DNA (55° C por 1 minuto) e (3) extensao (72° C por 6 minutos e

outro ciclo por 10 minutos a mesma temperatura).
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Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores (primers) utilizados para mutagénese sitio-dirigida na luciferase de Phrixotrix hirtus.

Primer

Sequéncia

REN351E_Foward

CTGAGCCCCGAGGATAGAGAGC

RENS3S51E_Reverse

GCTCTCTATCCTCGGGGCTCAG

RER353E_Foward

CCCCAACGATGAAGAGCTGAAGA

RER353E_Reverse

TCTTCAGCTCITCATCGTTGGGG

RES314T_Foward

CTGTGGCGGCACCCCTCTGGG

RES314T_Reverse

CCCAGAGGGGTGCCGCCACAG

REN351C_Foward

CCTGAGCCCCTIGCGATAG

REN351C_Reverse

CTATCGCAGGGGCTCAGG

RET307C_Foward

GTCCAGCCTGIGCGAGATCGCCTG

RET307C_Reverse

CAGGCGATCTCGCACAGGCTGGAC

REE268C_Foward

GTTTGAGGGCIGCTTCTTCCTGAAG

REE268C_Reverse

CTTCAGGAAGAAGCAGCCCTCAAAC

REL297C_Foward

AAGAGCCCTIGCGTGGATGAGTAC

REL297C_Reverse

GTACTCATCCACGCAAGGGCTCTT

REG312A_Foward

GATCGCCTGTGCCGGCTCCCCTC

REG312A_Reverse

GAGGGGAGCCGGCACAGGCGATC

REK323C_Foward

CATCGCCGACTGCGTGGCCAAGA

REK323C_Reverse

TCTTGGCCACGCAGTCGGCGATG

REG358P_Foward

GCTGAAGAAGCCCGCCATCGGCA

REG358P_Reverse

TGCCGATGGCGGGCTTCTTCAGC

REA293C_Foward

GGTGTATCTGIGCAAGAGCCCTCGG

REA293C_Reverse

CCGAGGGCTCTTGCACAGATACACC

REA229R_Foward

CACCCGCATCCGCCCAGATACAT

REA229R_Reverse

ATGTATCTGGGCGGATGCGGGTG

REE341A Foward

TGGCCTGACCGCGACCTGTAGCG

REE341A Reverse

CGCTACAGGTCGCGGTCAGGCCA
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4.3.2. Eletroforese em gel de agarose

A anélise das amplificagGes foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v) em tampédo TAE 1x (Tris-acetato 20 mM e EDTA 0,5 mM pH 8) mais corante de
DNA Nancy — 520 (Sigma). Foram aplicados nos pocos do gel 1,0-2,0 ul do padréo de
peso molecular de DNA Ladder 1 Kb (Ludwig) e, aliquotas de 5 pl de DNA plasmidial
mais 0,5 pl do corante para marcacdo de corrida (glicerina, azul bromofenol e xileno
cianol). A corrida foi a 100 volts por 40 minutos e as amostras do gel foram reveladas por

fluorescéncia em transluminador U.V. (ATTO).

4.3.3. Mini-prep de DNA plasmidial

Para os mutantes obtidos através de mutagénese sitio dirigida, quatro coldnias
aleatdrias foram escolhidas para o cultivo e extracdo do DNA plasmidial utilizando o “Kit
Miniprep” (GE Healthcare), segundo o protocolo do fornecedor.

As colonias contendo a luciferase mutante foram selecionadas e cultivadas
overnight em 5 mL de meio de cultura LB/ampicilina (100 pg/mL). A cultura foi
centrifugada a 12000g por 15 minutos para a remoc¢do do meio de cultura. O pellet foi
ressuspenso e as células lisadas em condicBes alcalinas por 5 minutos (solucdes de
ressuspenséo e de lise, respectivamente) e entdo a solucao foi centrifugada a 120009 por
15 minutos. O sobrenadante foi coletado cuidadosamente e transferido para uma mini-
coluna dentro de um tubo coletor. Esta mini-coluna foi centrifugada a 12000g por 30
segundos e o lisado foi descartado. A mini-coluna foi entdo lavada com tampéo de
lavagem e ap6s o DNA plasmidial foi eluido, com tampdo de eluigdo. O DNA plasmidial

foi armazenado a -20 °C para posterior sequenciamento.

4.3.4. Sequenciamento de DNA

Para a confirmacdo dos mutantes foi realizado o sequenciamento de acordo com
0 método de reacdes terminadas com dideoxi nucleotideos (método de Sanger), utilizando
primers desenvolvidos para a luciferase de Phrixotrix. O procedimento foi realizado na
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias Campus de Jaboticabal (FCAV) -

Departamento de Tecnologia (UNESP - Jaboticabal) em um sequenciador ABI PRISM®
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3100 Genetic Analyzer (Hitachi). Apds 0 sequenciamento as sequéncias obtidas foram
alinhadas, com auxilio dos programas BLAST e BioEdit, e comparadas com a sequéncia
de nucleotideos da luciferase selvagem de P. hirtus. Apos foi possivel dar seguimento a

metodologia ja exposta nos itens “4.1.3” a “4.1.7”, ¢ “4.1.9” a “4.1.12”.

4.3.5. Determinacéo dos valores de Km para a D-luciferina e ATP

Para determinagdo do Km dos mutantes para a D-luciferina foram realizadas
medicdes, em triplicata, das atividades luminescentes das enzimas em diferentes
concentragOes do substrato (concentragdo final de luciferina: 1 a 500 puM), diluidas em
agua ultrapura. As atividades foram ensaiadas de acordo com o item “4.1.8. Medidas da
atividade luciferasica in vitro”. Para a determinacdo do Km dos mutantes para o ATP foi
utilizado o mesmo ensaio, utilizando-se diferentes concentracbes de ATP (concentracdo
final de ATP: 0,01 a 3 mM), diluidas em solucdo de MgSO4 80mM. Os valores foram
obtidos através de um gréafico de Lineweaver-Burk (ou duplo-reciproco), em que 0s
valores de concentracdo de D-luciferina e ATP e das atividades luminescentes
normalizadas (como medidas de velocidade inicial) foram invertidos e plotados no
gréafico, encontrando o valor do Kwm pela intersec¢do da reta com o eixo “x”, conforme
Nelson e Cox (2011).

4.3.6. Analise da termoestabilidade in vitro dos mutantes da luciferase de P.

hirtus

Amostras das luciferase selvagem de P. hirtus e mutantes foram incubadas a 37°C.
A atividade luciferasica residual das aliquotas foram medidas no luminémetro em
intervalos de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120 minutos conforme o item “4.1.8. Medidas de
atividade da luciferase in vitro”. As medidas foram realizadas em triplicatas para trés
experimentos independentes. Foi produzido um gréafico de atividade bioluminescente

residual (%) versus tempo (0-120 minutos) com os desvios padrdes.

4.4. ANALISES COM FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA

A sequéncia de amino &cidos das luciferases foram alinhadas utilizando o
ClustaW 1.8 (HIGGINS et al., 2004).
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Hifrofobicidade e outras propriedades fisico quimicas. Analisamos a
hidrofobicidade com a escala de Kyte & Doolitle (KYTE & DOOLITLE, 1982) que €
baseada em um programa que determina a hidropatia média da sequéncia de amino acidos
resultando em uma visualizacdo grafica; e para complementar utilizamos imagens
indicando as regides mais hidrofébicas das luciferases selvagens mais termoestaveis,
geradas no software Chimera. Com o Software BioEdit pudemos analisar resisuos
importantes para a termoestabilidade das luciferase como: a quantidade de residuos

hidrofobicos, residuos de Arg e ponto isoelétrico.

Predicdo de pontes dissulfeto. A predicdo de pontes dissulfeto para as
luciferases recombinantes foram preditas com o software DIANNA (FERRE & CLOTE,
2005) e o pacote do software Scratch Protein Predictor, Dipro (CHENG et al., 2005).
Ambos os softwares trabalham de forma parecida, primeiro diferenciando as cisteinas em
estado oxidado (covalentemente ligadas) das cisteinas reduzidas, somente estes
mondmeros que tem pelo menos duas cisteinas sdo submetidas ao segundo passo; em que
baseado em algoritmos e na estrutura secundaria das enzimas séo estabelecidos scores

para as possiveis pontes dissulfeto formadas.

Modelagem de luciferases. Usamos a estrutura tridimensional da luciferase do
vagalume Luciola cruciata com o andlogo DLSA (NAKATSU et al., 2006) como
template, e analisamos se existem residuos de aminoacidos carregados dentro das regides
mais hidrofobicas das luciferases do lampirideo A. vivianii, do elaterideo P.
terminutilluminans, e do fengodideo P. vivianii. Para os modelos com a luciferase do
fengodideo P. hirtus, utilizamos o template da estrutura tridimensional da propria
luciferase sem os seus substratos disponibilizada pelos autores Carrasco-Lo6pez et al.
(2018) e o software PyMOL, sendo possivel calcular as distancias entre os residuos de

aminoéacidos de interesse e suas possiveis interacdes com outros residuos.
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5. RESULTADOS

5.1. COMPARACAO DA TERMOESTABILIDADE DAS LUCIFERASES
RECOMBINANTES DE COLEOPTEROS BIOLUMINESCENTES

Considerando o repertério de oito luciferases de coledpteros de diferentes familias
clonados em nosso laboratério, decidimos comparar suas termoestabilidades in vivo e in
vitro. Primeiramente comparamos a termoestabilidade in vivo de coldnias de bactérias
contendo plasmideos com as luciferases selvagens recombinantes e entdo comparamos a
termoestabilidade in vitro. Dentre as luciferases analisadas existem enzimas que néo
puderam ser purificadas ainda por ndo estar em vetor de expressdo com cauda de
afinidade, desta maneira analisamos separadamente as enzimas purificaveis (P.
termitilluminans, P. hirtus, P. vivianii e Macrolampis sp2) e entdo todas as enzimas em
seus extratos brutos (P. termitilluminans, P. hirtus, P. vivianii, Macrolampis sp2, C.

distinctus, A. vivianii, F. bruchi e P. angustus).

5.1.1. Termoestabilidade in vivo

Comparamos a termoestabilidade in vivo das enzimas recombinantes expressas
em coldnias de bactérias controle antes e depois da incubagdo a 50°C por 1 hora utilizando
a camera CCD. Os resultados demostraram que as colnias expressando a luciferase dos
lampirideos A. vivianii e C. distinctus; dos elaterideos F. bruchi e P. angustus, e dos
fengodideos P. vivianii e P. hirtus perderam mais de 90% da sua intensidade luminescente
apos incubacdo a 50 °C por 1 hora (Fig 9 A, C, E-H). Por outro lado, a luciferase do
vagalume Macrolampis sp2 perdeu 60-80% da sua intensidade luminosa (Fig. 9B) e
aquela do elaterideo P. termitilluminans manteve a sua bioluminescéncia (Fig. 9D),

demonstrando a melhor estabilidade dentro da célula bacteriana.
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Lampyridae

Figura 9. Termoestabilidade in vivo de bactérias expressando as luciferases recombinantes selvagens: (A
e Al) A. vivianii, (B e B1) Macrolampis sp2, (C e C1) C. distinctus, (D e D1) P. termiutilluminans, (E e
E1) F. bruchi, (F e F1) P. angustus, (G e G1) P. hirtus, (H e H1) P. vivianii.

*o niimero “1” representa incubagdo apo6s 50°C.

5.1.2. Comparacao da termoestabilidade das luciferases em extratos brutos

Algumas luciferases ainda ndo puderam ser purificadas, desta forma comparamos
suas termoestabilidades em extratos brutos na presenca de inibidor de proteases. A
termoestabilidade a 37°C de proteinas em extratos brutos pode ser dificil de analisar por
causa da presenca de atividade de proteases, mesmo na presenca de inibidores. Entretanto
a termoestabilidade relativa das mesmas pode ser comparada utilizando-se as mesmas

condigdes experimentais de extracdo e ensaio.

Luciferases de Lampyridae. A 4°C as luciferase do vagalume lampirideo
Macrolampis sp2 ndo apresentou mudancas em sua atividade enzimatica, enquanto, A.
vivianii e C. distinctus perderam respectivamente 11% e 21% das suas atividades
enzimaticas (Fig. 10A) apos 48 horas.

A 22°C, as luciferases de Macrolampis sp2, A. vivianii e C. distinctus perderam
respectivamente 63%, 2% e 58% (Fig. 10B) apds 48 horas. A 37°C as luciferases de
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Macrolampis sp2, A. vivianii e C. distinctus perderam 99% da sua atividade enzimatica
ja na primeira hora de experimento (Fig. 10C). Assim, dentre as luciferases
recombinantes de lampirideos analisadas, a luciferase de A. vivianii apresentou maior

termoestabilidade a 37°C seguida da luciferase de C. distinctus e Macrolampis sp2.
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Figura 10. Termoestabilidade das luciferases de vagalumes lampirideos em extratos brutos: (linha preta)

Macrolampis sp2, (tracejado) Amydetes vivianii e (pontilhado) Cratomorphus distinctus apds incubacéo
durante 1-48 horas a (A) 4°C; (B) 22°C e (C) 37°C.
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Luciferases de Elateridae. Para as luciferases de elaterideos, as luciferases de P.
termitilluminans, F. bruchi e P. angustus perderam respectivamente, 5%, 19% e 82% das
suas atividades enziméticas a 4 °C ap0s 48 horas (Fig. 11A). A 22 °C, as luciferases de
P. termitilluminans, F. bruchi e P. angustus perderam 0%, 99% e 99% (Fig. 11B) ap0s
48 horas. A 37 °C, a luciferase de P. termitilluminans perdeu 4% apds 5 horas, 58% apés
12 horas e 99% ap0ds 24 horas; a luciferase de F. bruchi perdeu 97% j& na primeira hora
de experimento e aquela de P. angustus perdeu 87% apds 1 hora, 92% ap0s 2 horas e 97%
apos 3 horas (Fig. 11C).

Desta forma, entre as luciferases de elaterideos, a luciferase de P. termitilluminans

foi a mais termoestavel seguida das luciferases de P. angustus e F. bruchi.
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Figura 11. Termoestabilidade das luciferases de elaterideos em extratos brutos: (linha preta) Fulgeochlizus

bruchi, (tracejado) Pyrophorus angustus e (pontilhado) Pyrearinus termitilluminans luciferase apds
incubacdo durante 1-48 horas a (A) 4°C; (B) 22°C e (C) 37°C.
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Luciferases de Phengodidae. Para as luciferases de fengodideos a 4 °C, P. hirtus
perdeu 66% da atividade enzimatica apds 48 horas, e P. vivianii perdeu 46% nas primeiras
12 horas, 86% apds 24 horas e 99% apo6s 48 horas (Fig. 12A). A 22 °C, P. hirtus perdeu
80% ap0s 12 horas e 99% apos 48 horas; P. vivianii perdeu 42% ap06s 12 horas, e 99%
apos 48 horas (Fig. 12B). A 37 °C, P. hirtus perdeu 99% apds 1 hora, enquanto P. vivianii
perdeu 31% apds 5 horas, 98% apo6s 12 horas e 99% ap6s 48 horas, sendo a mais
termoestavel (Fig. 12C). E importante salientar que a enzima de P. vivianii também sofre
ativacdo gradual quando incubada em gelo, a temperatura ambiente e a 37°C (VIVIANI
et al., 2006), este processo pode explicar as maiores atividades remanescentes apds as

primeiras horas de incubacéo (Fig. 12).
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Figura 12. Termoestabilidade das luciferases de fengodideos em extrato bruto: (linha preta) Phrixotrix

hirtus e (tracejado) Phrixotrix vivianii apds incubagdo durante 1-48 horas a (A) 4°C; (B) 22°C e (C) 37°C.
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Analisando todas as luciferases recombinantes em extratos brutos, a luciferase do
elaterideo P. termitilluminans foi a mais termoestavel, no entanto, quando comparamos
as luciferases das trés familias separadamente verificamos que a luciferase do vagalume
A. vivianii é a mais estavel dentro de Lampyridae, a luciferase de P. termitilluminans é a
mais termoestavel dentro de Elateridae e P. vivianii é a mais estavel dentro de

Phengodidae.

5.1.3. Comparacéao da termoestabilidade de luciferases purificadas in vitro

Com excecao da luciferase comercial de Photinus pyralis (0,18 mg.mL™), usada
para fins comparativos, as luciferases recombinantes selvagens de P. hirtus (0,54 mg.mL"
Y, P. termitilluminans (0,51 mg.mL™), P. vivianii (0,53 mg.mL™) e Macrolampis sp2
(0,20 mg.mL1) foram purificadas para os testes in vitro.

A 4°C, as luciferases do elaterideo P.termitilluminans e do lampirideo
Macrolampis sp2 ndo demonstraram mudancas em sua atividade enzimatica ap6s 48
horas de experimento, enquanto que as luciferases dos fengodideos P. hirtus e P. vivianii
perderam respectivamente, 7% e 19% de suas atividades enzimaticas (Fig. 13A).

A 22°C, as luciferases de P. termitilluminans e Macrolampis sp2, perderam
respectivamente, 2% e mais de 90% das suas atividades enzimaticas apds 48 horas,
enquanto que P. hirtus e P. vivianii perderam respectivamente 47% e 53% apds 48 horas
(Fig. 13B).

A 37°C (Fig. 13C) a luciferase de P. termitilluminans perdeu cerca de 2% da sua
atividade enzimatica apds 5 horas, 59% ap0s 12 horas e 99% ap06s 24 horas. Na mesma
temperatura, a luciferase do vagalume Macrolampis sp2 perdeu 76% da sua atividade
enzimatica ja na primeira hora de experimento, 83% ap0s 2 horas e 90% apds 3 horas.
Comparativamente, a luciferase comercial do lampirideo P. pyralis perdeu 30% da sua
atividade enzimatica durante a primeira hora de experimento, 58% ap06s 2 horas, 93%
apos 3 horas e >99% ap0s 5 horas de experimento. A luciferase de P. hirtus perdeu 90%
de sua atividade enzimatica na primeira hora enquanto P. vivianii perdeu 77% da
atividade enzimatica apds 5 horas e 97% ap0s 24 horas.

Nota-se que as luciferases do fengodideo P. vivianii e do elaterideo P.
termitilluminans sofrem ativacdo gradual a 37°C, desta forma, a termoestabilidade foi
medida ap0s o termino do processo de ativacao. Entre as luciferases analisadas em nossas

condi¢Bes experimentais, a luciferase emissora de luz verde do elaterideo P.
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termitilluminans foi a enzima mais termoestavel seguida pela luciferase emissora de luz
verde da larva trenzinho P. vivianii, das luciferases emissoras de luz verde-amarela dos
vagalumes lampirideos P. pyralis, Macrolampis sp2 e da luciferase emissora de luz

vermelha do fengodideo P. hirtus.
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Figura 13. Termoestabilidade das luciferases purificadas: da familia Lampyridae Macrolampis sp2 (linha
cinza) e comercial de P. pyralis (linha cinza claro); da familia Elateridae Pyrearinus termitilluminans (linha
preta); e da familia Phengodidae Phrixothrix hirtus (tracejado) e Phrixothrix vivianii (pontilhado) apés
incubacdo durante 1-48 horas a (A) 4°C; (B) 22°C e (C) 37°C.
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Desta forma, verificamos que os resultados entre as luciferases em seus extratos
brutos e purificadas corroboram, pois, as luciferases em extratos brutos do elaterideo P.
termitilluminans, do fengodideo P. vivianii, também sdo mais termoestaveis do que as

luciferases do lampirideo Macrolampis sp2 e do fengodideo P. hirtus.

5.1.4. Analise da estrutura primaria das luciferases selvagens

As diferentes termoestabilidades das luciferases recombinantes selvagens podem
ser explicadas com base nas suas estruturas primarias, que afetam o grau de
empacotamento da proteina e a estabilizacdo da estrutura tridimensional atraves de forcas
hidrofobicas, pontes salinas e pontes dissulfeto. Desta forma, analisamos
comparativamente caracteristicas conferidas pelas estruturas primarias como

hidrofobicidade, residuos carregados e cisteinas.

Hidrofobicidade. Comparamos os graficos de hidrofobicidade gerados com as
sequéncias primérias das luciferases analisadas. As luciferases mais termoestaveis e com
espectro de bioluminescéncia mais deslocado para o azul, do elaterideo P.
termitilluminans, do lampirideo A. vivianii e do fengodideo P. vivianii, apresentaram oito
regides hidrofobicas principais que as diferenciaram das luciferases menos termoestaveis
dentro de suas respectivas familias, especialmente a regido entre os residuos 101-300
(Fig. 14-15e Tab. 3).

Tabela 3. Oito regides mais hidrofébicas das luciferases mais termoestaveis.

Luciferase Regibes dos residuos mais hidrofdbicas

A. vivianii 10-40; 60-70; 130-140; 160-170; 190-210;
220-240; 270-290; 330-360

P. vivianii 40-50; 100-110; 180-210; 260-270; 290-
320; 360-370; 410-430; 490-600

P. termitilluminans 120-140; 160-170; 190-220; 260-280:
320-340; 400-410; 480-510; 520-560
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Figura 14. Plotes de hidrofobicidade de acordo como Kyte & Doolittle baseados nas estruturas primarias

das luciferases, com destaques para os picos mais hidrofébicos do lampirideo Amydetes vivianii (vermelho),

do elaterideo Pyrearinus termitilluminans (azul) e fendodideo Phrixotrix vivianii (verde).

licas (azul) e hidrofébicas (vermelho) nas luciferases de:

Figura 15. Imagens mostrando porcdes hidrofi

(A) do lampirideo Amydetes vivianii, (B) do elaterideo Pyrearinus termitilluminans e (C) fendodideo

Phrixotrix vivianii.
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Modelagem da estrutura tridimensional baseada em homologia. Usamos
também, a estrutura 3D das luciferases recombinantes usando estrutura tridimensional da
luciferase do vagalume Luciola cruciata com o analogo DLSA (NAKATSU et al., 2006)
como templete, e analisamos se existem residuos de aminoacidos carregados dentro das
regibes mais hidrofobicas, que poderiam estar envolvidos em pontes salinas
estabilizadoras assim como verificado em estudos anteriores com outras luciferases
(MORTASZAVI & HOSSEINKHANI, 2011; KARIMZADEH, MORADI &
HOSSEINKHANI, 2012).

Para a luciferase de lampirideo mais termoestavel, A vivianii, encontramos que na
regido hidrofobica 190-210 (Fig. 14) os residuos K206 e D209, estdo a cerca de 8
angstrons de distancia, podem interagir formando uma ponte salina estabilizadora na
regido (Fig. 16). Na regido hidrofébica 120-140 (Fig. 14) da luciferase de elaterideo P.
termitilluminans, qualquer um dos residuos K121, R129, K130, que estdo de 8-13
angstrons de distancia do residuo carregado negativamente, possuem o potencial para
interagir com o residuo E137 formando uma ponte salina estabilizadora na regido (Fig.
17). Para a luciferase do fengodideo P. vivianii, a regido hidrofobica 360-370 (Fig. 14) é
muito pronunciada comparada com a regido do fengodideo P. hirtus, porém ndo ha

aminoacidos carregados que tenham potencial para a formacao de pontes salinas.

Figura 16. Estrutura da luciferase do vagalume Luciola cruciata monstrando os residuos K208 e Q211 que

correspondem aos residuos K206 e D209 na luciferase de A. vivianii.
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Figura 17. Estrutura da luciferase do vagalume Luciola cruciata monstrando os residuos K124, K132,
K133 e T140 que correspondem aos residuos K121, R129, K130 e E137 da luciferase pH-insensitiva de P.

termitilluminans.

Conteudo de cisteinas e inferéncias de pontes dissulfeto. Analisamos também
0 contetdo de cisteinas e inferimos a quantidade de pontes dissulfeto presentes nas
luciferases. As luciferases analisadas apresentam quantidades de cisteinas que variam de
7 (presente no fengodideo P. vivianii) a 13 (presente no elaterideo F. bruchi) (Tab. 4).

Predizemos o contetdo de pontes dissulfeto nas luciferases analisadas com 0s
softwares DIANNA e Dipro (Tab. 4). O software DiIANNA mostrou que luciferases pH-
sensitivas de A. vivianii, a mais termoestavel dentro da familia Lampyridae, apresentou a
maior potencial de formacdo de pontes dissulfeto seguida da luciferase de C. distinctus,
a segunda mais termoestavel e Macrolampis sp2, a luciferase de vagalume menos estavel
no entanto, utilizando o software Dipro, verificamos que as luciferases de lampirideos A.
vivianii e Macrolampis sp2, apresentaram a mesma predi¢cdo de contetdo de pontes
dissulfeto. Para as luciferases pH-insensitivas ambos os softwares apresentaram predi¢édo
de baixo conteudo de pontes dissulfeto para as luciferases mais termoestaveis, do

elaterideo P. termitilluminans e do fengodideo P. vivianii. Sendo assim, observamos que
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os softwares ndo apresentaram o mesmo padréo, a melhor forma seria obter as estruturas
tridimensionais destas luciferases para obter anélises mais acuradas.

Por fim, analisamos o ponto isoelétrico das luciferases recombinantes selvagens
(Tab. 4) e verificamos que para as luciferases pH-sensitivas existe um padrdo de maior
Pl quanto mais termoestavel for a luciferase, no entanto, ndo pudemos observar um

padrdo para as luciferases pH-insensitivas.

Tabela 4: Pontes dissulfeto preditas pelos softwares DiIANNA e Dipro, e pontos isoelétricos das luciferases

recombinantes selvagens.

Luciferase Numero total ~ NUmero de Ndmero de Ponto
de cisteinas pontes pontes isoelétrico
dissulfeto dissulfeto
preditas pelo  preditas pelo

software software

DIANNA Dipro
Lampyridae
Macrolampis sp2 9 2 3 6,04
A. vivianii 9 7 3 6,48
C. distinctus 8 3 2 5,90
Phengodidae
P. hirtus 9 5 3 6,74
P. vivianii 7 3 2 6,37
Elateridae
F. bruchi 13 10 4 6,81
P. angustus 8 8 4 8,38
P. termitilluminans 10 6 3 6,92

52. EFEITO DA TEMPERATURA NOS ESPECTROS DE
BIOLUMINESCENCIA DE LUCIFERASES pH — SENSITIVAS

As luciferases pH-sensitivas tem seu espectro afetado por fatores como pH, altas
concentracdes de metais e temperatura (SELIGER &Mcelroy, 1964; VIVIANI &
BECHARA, 1995). Anteriormente nosso grupo analisou o efeito do pH e da concentracao
de metais nos espectros de bioluminescéncia de luciferases pH-sensitivas (VIVIANI et
al., 2005, GABRIEL e VIVIANI, 2014). A partir da mudanca espectral, o grupo utilizou
a razdo de intensidades de luz na regido do verde e vermelho para quantificar
raciometricamente mudancas de pH intracelular em bactérias (GABRIEL & VIVIANI,

2014) e também a concentragdo de metais como Zinco, Niquel e Mercdrio (GABRIEL &
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VIVIANI,2016). Entretanto, o efeito da temperatura nos espectros e sua potencial
aplicabilidade raciométrica ainda ndo foram investigados em diferentes luciferases pH-
sensitivas.

Para melhor entendermos os efeitos da temperatura na estrutura, funcdo e
estabilidade das luciferases pH-sensitivas, resolvemos comparar o efeito da temperatura
nos espectros de bioluminescéncia das luciferases pH-sensitivas que emitem diferentes
cores de luz de nosso laboratério (Macrolampis sp2, Photinus pyralis, Cratomorphus
distinctus e Amydetes vivianii) e investigar se existe uma relacdo entre a razdo das
intensidades nas regides do vermelho e verde (R = lvermelho/lverde) dO espectro de

bioluminescéncia que possa ser utilizada para fins analiticos.

5.2.1. Efeito da temperatura nos espectros de bioluminescéncia

Das quatro luciferases de vagalumes usadas, o espectro de bioluminescéncia da
luciferase de Macrolampis foi 0o mais sensivel a temperatura pois apresentou um maior
deslocamento para a regido do vermelho conforme o aumento da temperatura, seguida
das luciferases de P. pyralis, C. distinctus e finalmente aquela de A. vivianii (Fig. 18).

A luciferase de A. vivianii (538 nm), que possui o espectro menos deslocado para
o vermelho em altas temperaturas, apresenta uma variagcdo de apenas 6 nm no espectro de
bioluminescéncia entre 5-35°C, mantendo a sua meia-banda (Tab. 5). A luciferase de C.
distinctus (550 nm), possui uma variac¢do de 7 nm entre 5-35°C e uma variacao de meia-
banda de 2,8 nm. Por fim as luciferases mais sensiveis a temperatura, P. pyralis (554 nm)
e Macrolampis sp2 (569 nm), apresentaram variacfes no espectro de 8 e 22 nm
respectivamente, durante a variacdo de temperatura e um aumento na meia-banda de cerca
de 14 nm, indicando uma influéncia maior da temperatura nas suas sensibilidades

espectrais (Tab. 5).
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Figura 18. Efeito da temperatura nos espectros de bioluminescéncia das luciferases: (A) Macrolampis sp2,
(B) P. pyralis, (C) C. distinctus e (D) A. vivianii; 5°C (preto), 15°C (cinza escuro), 25°C (cinza claro), 35°C
(pontilhado).



62

Tabela 5. Espectro de bioluminescéncia, inclinacdo da reta e a diferentes meia-bandas entre 5-35°C, das

luciferases pH- sensitivas.

Macrolampis Photinus Cratomorphus Amydetes

sp2 pyralis distinctus vivianii

Temperatura Amax Meia  Amax  Meia  Amax  Meia  Amax Meia
°C (nm) Banda (nm) Banda (nm) Banda (nm) Banda
(nm) (nm) (nm) (nm)

5 562 64,2 5510 606 553 555 538 71,8

10 561 67,7 5580 68,7 554 550 536 61,3

15 563 70,0 5590 61,4 550 544 537 67,3

20 563 73,8 5690 679 551 61,6 541 68,5

25 565 77,7 5630 679 555 63,0 542 70,2

30 564 738 5640 689 552 56,7 541 70,2

35 584 79,6 5590 74,7 560 58,3 544 70,6

AN @3sescc) 22,0 154 8,0 14,2 7,0 2,8 6,0 -1,2
Inclinacdo 0,013 0,010 0,005 0,004

da reta

5.3.2. Analise raciométrica do efeito da temperatura

Analisamos entdo se existia uma relagdo raciométrica entre a razdo (R= lvermeino/ lverde)
das intensidades de bioluminescéncia no verde e vermelho, sendo a lverm.616 € lverde593 NM
para Macrolampis sp2; lverm596 € lverde537 Nm para Amydetes vivianii; lverm.614 € lverded54
nm para Cratomorphus distinctus e lverm 616 € lverge558 nm para Photinus pyralis; e a
temperatura (Fig. 19 e Tab. 5), para finalidades de estimativa de temperatura baseado na
mudanca de espectro. De fato, foi encontrada uma relacdo linear entre a razdo R e a
temperatura, que mostra que as luciferases mais sensiveis ao pH sdo também as mais
sensiveis a temperatura e apresentam uma curva mais inclinada, na seguinte ordem

Macrolampis sp2> P. pyralis> C.distinctus> A. vivianii.
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Figura 19. Curva Raciométrica do efeito da temperatura nas intensidade de bioluminescéncia verde e
vermelha nas luciferases pH-sensitivas, Macrolampis sp2 (vermelho), P. pyralis (preto), C. distinctus

(verde) e A. vivianii (azul).

A existéncia de curvas raciométricas de efeito da temperatura na razdo de
intensidades na regido verde e vermelho do espectro de bioluminescéncia abre a

possibilidade de se utilizar a sensibilidade espectral para medir também temperatura.

5.2.2. Efeito da temperatura na fluorescéncia do triptofano como indicador

de mudanca conformacional

Foi também medido o espectro de fluorescéncia dos triptofanos na luciferase de
Macrolampis sp2 (W417 e W426), em diferentes temperaturas (5-35°C) como indicador
de mudangas conformacionais. Entretanto ndo hd mudanca consideravel nos espectros em
diferentes temperaturas, indicando que ndo ocorre mudanca conformacional apreciavel
entre 5-35°C.
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5.3. SELECAO DE MUTANTES TERMOESTAVEIS DA LUCIFERASE
EMISSORA DE LUZ VERMELHA DE Phrixotrix hirtus

Como foi visto, a luciferase emissora de luz vermelha de Phrixotrix hirtus sofre
de baixa estabilidade em altas temperaturas. Para estabilizar esta luciferase realizamos
entdo, mutagénese sitio-dirigida de alguns residuos que poderiam afetar potencialmente

a termoestabilidade.

5.3.1. Embasamento e estratégias das mutagéneses

Através da técnica de mutagénese sitio dirigida e embasado em estudos que
utilizaram formacdo de pontes dissulfeto e pontes salinas, maior rigidez estrutural e
hidrofobicidade para aumento da termoestabilidade das luciferases, produzimos o0s
mutantes: N351C, N351E, R353E, S314T, T307C, N351C/T307C, E268C, L297C,
G312A, K323C, G358P, A293C, A229R e E341A.

Baseado nos estudos de aumento de termoestabilidade de Li et al. (2010) com a
luciferase do fengodideo P. hirtus e os estudos de Karimzadeh, Moradi & Hosseinkhani
(2012) e Xu et al. (2018) para aumento da estabilidade da luciferase do lampirideo P.
pyralis através da formacao de pontes dissulfeto, produzimos os mutantes N351C, com o
objetivo de formar uma possivel ponte dissulfeto estabilizadora com o mutante T307C
(Fig. 20A); K323C para intera¢do com o mutante A293C (Fig. 20B); e por fim o mutante
A268C para interacdo com o mutante L297C (Fig. 20C).
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Figura 20. Estrutura dos mutantes duplos da luciferase de P. hirtus e suas interagdes: (A) N351C (laranja)/
T307C (branco); (B) K323C (laranja)/ A293C (branco); (C) E268C (branco)/ L297C (laranja).
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White et al. (1996) obtiveram o mutante E354K na luciferase de Photinus pyralis,
que mostrou uma maior termoestabilidade devido & mutacdo de um residuo com carga
negativa por uma carga positiva. De acordo com a estrutura tridimensional da luciferase
de P. pyralis, E354 esta localizado em um loop e interage através de uma ponte salina
com o residuo H310. Desta forma produzimos o segundo mutante nessa posi¢do, 0
N351E, que substitui um residuo hidrofilico por um residuo negativamente carregado,
para verificar se a enzima se tornaria mais termoestavel com a possivel formacéao de ponte
salina com o residuo R353, o Unico residuo carregado positivamente proximo o suficiente
(cerca de 8 angstrons) para que ocorra esta interacdo (Fig. 21A). A introducdo de pontes
salinas também foi verificada nos estudos de Karimzadeh, et al. (2012), com o mutante
1232R na luciferase de P. pyralis, desta forma, produzimos o mutante A229R (Fig. 21B)

correspondente na luciferase de P. hirtus para enrijecer a regiao.
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Figura 21. Estrutura dos mutantes da luciferase de P. hirtus e suas possiveis interagdes: (A) N351E
(branco); (B) A229R (branco).

Existem residuos que sdo encontrados exclusivamente na luciferase de P. hirtus
(VIVIANI et al., 2003), como a inser¢do R353, no loop 351-360, e o residuo S314 que é
substituido por uma alanina conservada nas luciferases. Desta forma produzimos os
mutantes R353E que inverte a carga, com 0 objetivo de formar uma ponte salina
estabilizadora com um dos residuos proximos, K356 ou K357 (Fig. 22A); e S314T (Fig.
22B), que substitui um residuo hidrofilico por outro com a mesma caracteristica, mas de

cadeia maior.
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Figura 22. Estrutura dos mutantes da luciferase de P. hirtus: (A) R353E (verde) e os residuos para a

possivel interacdo de ponte salina K356 (branco) e K357 (amarelo); (B) S314T.

Baseado em estudos que enrijecem o0s loops para aumento da estabilidade
(MALABANAN et al., 2010; FURNHAM et al., 2012; DAMNJANOVIC et al., 2014;
YU et al., 2015, 2017) escolhemos os loops da luciferase selvagem de P. hirtus (regides
223-235 e 351-364), que ja mostraram ser importantes para a estabilidade e os espectros
de bioluminescéncia (VIVIANI et al., 2007, 2008) e escolhemos alguns residuos para
introduzir as mutacgdes. Foram feitas as mutagfes G312A (Fig. 23A) e G358P (Fig. 23B),
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na primeira foi escolhida a substituicdo por alanina que é um residuo maior do que a
glicina e poderia tornar a regido mais rigida sem causar uma mudanga conformacional
muito brusca. J& no segundo mutante ocorreu a substituicdo de uma glicina por um residuo
maior, a prolina e, diferentemente da substituicdo em G312A, causaria uma mudanca

brusca.

ALA-312

/ LY5-356

D

PRO-358

Figura 23. Estrutura dos mutantes da luciferase de P. hirtus e suas possiveis interaces: (A) G312A
(branco); (B) G358P (branco).

Por fim, o mutante E341A foi produzido pois, este aminoacido é conservado nas
luciferases e esta localizado em um loop externo (Fig. 24), sendo assim, o objetivo foi

verificar se este residuo possui importancia na termoestabilidade da luciferase.
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Figura 24. Estrutura do mutante da luciferase de P. hirtus E341A (branco) e suas possiveis interacdes.

5.3.2. Efeito das mutagdes na termoestabilidade

Os mutantes, E268C, L297C, K323C, G312A e G358P, A293C, A229R, E341A,
T307C/N351C ndo apresentaram atividade luminescente in vivo e nem in vitro suficiente
para serem caracterizados quanto a sua cinética e termoestabilidade. Alguns apresentaram
problemas de expressao enquanto que outros produziram proteinas insoltveis. Apesar de
termos utilizado vérias estratégias para solubiliza-los, como o uso de diferentes
detergentes, tampdes e diferentes concentracfes de DTT, ndo obtivemos sucesso na
solubilizacdo na forma ativa.

Para exemplificar, podemos verificar a insolubilidade do Gnico mutante duplo
obtido, T307C/N351C, representado por uma banda de ~60 KDa na analise em gel SDS
10% (Fig. 25). Em que foi proposto: 1) 0 aumento da concentracdo de DTT na extracao
para que ocorresse a reducdo da possivel ponte dissulfeto formada, resultando em uma
atividade enzimatica alta, ja que os mutantes simples (N351C e T307C) apresentam uma
atividade em torno de ~50 milhdes cps, e 1) extracdo na presenca de luciferina, com o
objetivo de impedir a formacdo de pontes de cisteina que podem estar diminuindo a
atividade enzimaética do duplo mutante, atraves da competicé@o no sitio de ligacdo em que

a luciferina se ligaria enquanto estivesse ocorrendo a extracao.
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Figura 25. Gel de SDS 10 % com extratos brutos de células E.coli BL21 expressando o duplo mutante
T307C/N351C da luciferase de P. hirtus extraidos de 3 formas diferentes: (M) marcador de massa
molecular; (1) pellet (produzido apds a extracdo e resssupenso em agua); (2) extrato bruto extraido com a
concentragdo final de 8 mM de DTT; (3) extrato bruto extraido com a concentragdo final de 1 mM de

luciferina; (4) extrato bruto extraido com concentragdes final de 8 mM de DTT mais 1 mM de luciferina.

Entre todos os mutantes produzidos, somente os mutantes N351E e R353E
apresentaram estabilidade a 37°C ligeiramente maior do que a enzima selvagem nos

primeiros 30 minutos de experimento (Fig. 26).
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Figura 26. Termoestabilidade da luciferase recombinante selvagem de P. hirtus e seus mutantes apds

incubacédo a 37°C durante 1-120 minutos.
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5.3.3. Efeito das mutacgdes nos espectros de bioluminescéncia

De forma similar a outras mutacdes realizadas pelo grupo com esta luciferase, os
espectros dos mutantes N351C, T307C, R353E, N351E e S314T ndo mostraram
mudancas significativas em seus espectros de bioluminescéncia comparado com a

luciferase selvagem de P. hirtus (Tab. 6).

5.3.4. Efeito das mutagdes nos KM para luciferina e ATP

O Kwm da luciferina para a enzima selvagem de P. hirtus ja é naturalmente um dos
mais baixos dentre as luciferases estudadas (VIVIANI et al., 1999b), porém os mutantes
S314T, N351C e T307C aumentaram sua afinidade pelo substrato em até 14 vezes maior
guando comparado com a enzima selvagem. Ja os mutantes N351E, R353E, apresentaram
uma afinidade 10 vezes menor. Os resultados indicam que todos os mutantes influenciam
o sitio de ligacéo do substrato luciferina (Tab. 6).

Quanto ao Km para o substrato ATP, verificamos que todos 0os mutantes, com
excecdo de R353E e S314T, apresentaram um aumento de até 62 vezes na afinidade com
o0 substrato. O mutante N351C apresentou o0 menor valor de Kyv para ATP (3,7 uM) sendo
de grande interesse para ser utilizado em ensaios bioanaliticos. Os mutantes N353E e
S314T apresentaram uma menor afinidade pelo substrato. Estes resultados demonstram
que todos os mutantes influenciam no sitio de ligacdo do ATP e mantiveram sua atividade

enzimatica relativamente alta, com cerca de 50 a 100 milhdes cps (Tab. 6).
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Tabela 6. Sumaério do efeito das mutagdes na termoestabilidade, propriedades cinéticas e espectros de

bioluminescéncia na luciferase selvagem de P. hirtus.

Luciferase = Amax Atividade Kwmuwm) KM(um) Meia-vida
(nm) especifica D-luciferina ATP (min) a 37°C
(cps/mg)
P. hirtus 623 10x10%° 7 230 ~9
REN351C 6219  0,8x10% 0,7 3,7 ~6
RE T307C  626,6  0,4x10'° 0,5 38 ~6
REN351E 6225  3,6x10% 9,1 137 ~10
RE R353E 622 0,7x10%° 8,4 312 ~10
RE S314T 622,5  4,0x10%9 3 424 ~8
RE H241F' 620  13,75x10%° 56 43 ~7
RE K441A! 616 0,2x10%° 74 43 ~8
RE H242K! 628,9 5,1x10'° 51 20 ~7

1 Estes resultados foram produzidos pela estudante de doutorado Vanessa Rezende Bevilaqua, cujo projeto
envolve caracterizagdo cinética de mutantes de maior afinidade e eficiéncia catalitica.
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6. DISCUSSAO

6.1. COMPARACAO DA TERMOESTABILIDADE DAS LUCIFERASES
DE COLEOPTEROS BIOLUMINESCENTES

6.1.1. Relago entre a termoestabilidade e o espectro de bioluminescéncia

Estudos anteriores demonstraram que existe uma tendéncia de que luciferases que
emitem bioluminescéncia na regido do verde apresentam uma maior estabilidade em
relagdo as luciferases que emitem na regido do vermelho (SHERF et al., 1996). A forma
aberta do sitio ativo determinada com os produtos AMP e oxiluciferina representa a
estrutura da luciferase no estado depois da reacdo, enquanto que a conformacdo mais
fechada com DLSA corresponde a forma ativa da enzima durante a catalise (NAKATSU
et al., 2006). Estudos de troca de hidrogénios e CCD mostraram que a luciferase muda a
conformacao do sitio ativo durante a catalise (DeLUCA, 1978). Nas luciferases emissoras
de luz verde a oxiluciferina provavelmente estd em um microambiente rigido e nao polar,
minimizando a perda de energia antes da emissao, enquanto que em luciferases emissoras
de luz vermelha o sitio ativo é menos rigido e polar permitindo perda de energia
vibracional do estado excitado (VIVIANI et al., 2005; NAKATSU et al., 2006).

Esta tendéncia é confirmada neste amplo estudo que pela primeira vez compara
as luciferases das trés familias que emitem diferentes cores de luz. As luciferases do
vagalume A. vivianii (Lampyridae) (Amax 538 nm), P. termitilluminans (Elateridae) (Amax
534 nm) e da larva trenzinho P. vivianii (Phengodidae) (Amax 546 nm), sdo as mais
termoestaveis e também apresentam espectros mais deslocados para a regido do azul
dentro de suas respectivas familias. Além disso, verificamos que a luciferase de P.
termitilluminans, que apresenta espectro mais deslocado para o azul dentre todas as
luciferases analisadas, é também a mais termoestéavel.

Em vista destes resultados, podemos inferir que a termoestabilidade pode estar
relacionada com a maior rigidez da enzima, especialmente do sitio ativo, indicando que
quanto mais deslocado para o azul for o espectro das luciferases mais rigidas e
termoestaveis serdo estas enzimas. A excecao foi a luciferase emissora de luz laranja do
eleterideo Pyrophorus angustus, que se desviou um pouco desta tendéncia, apresentando
uma termoestabilidade ligeiramente maior do que a luciferase emissora de luz verde do

elaterideo Fulgeoschlizus bruchii.
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6.1.2. Relagdo entre a termoestabilidade e caracteristicas cineticas

Comparando os valores de Kwm para luciferina e para o ATP das luciferases
recombinantes selvagens (Tab. 7) nota-se que as luciferases pH-insensitivas emissoras
de luz verde de P. termitilluminans e P. vivianii, que apresentam a maior
termoestabilidade, apresentam também altos valores de Kwm para ambos os substratos,
luciferina e ATP, indicando menores afinidades por estes substratos (SILVA — NETO et
al., 2009). Estes resultados indicam que para luciferases pH-insensitivas emissoras de luz
verde existe uma tendéncia de menores afinidades para os substratos. Notavelmente, estas
luciferases também exibem cinéticas de decaimento da luminescéncia mais lentas,
sugerindo que as menores afinidades pelos substratos, especialmente a luciferina, podem
estar associadas também a uma menor afinidade pelo produto oxiluciferina, permitindo a
saida mais facil do produto do sitio-ativo e a manutencdo de um turnover alto por mais
tempo.

Em contraste, com as luciferase pH-insensitivas, as luciferases pH-sensitivas
exibem um comportamento oposto. A luciferase de A. vivianii que tem o espectro mais
deslocado para o azul possui valores de Km mais baixos, indicando maiores afinidades
pelos seus substratos. Entretanto nota-se que estas luciferases apresentam cinéticas de
luminescéncia répidas, tipo flash, nas quais as intensidades de luminescéncia crescem e
decaem muito rapidamente. Nestes casos acredita-se que a alta afinidade pela luciferina
também se reflita numa alta afinidade pelo produto oxiluciferina, que permanece no sitio-
ativo, inibindo rapidamente a reacdo luminescente. Comportamento semelhante também
é encontrado na luciferase emissora de luz vermelha de Phrixotrix hirtus, que apresenta
alta afinidade pela luciferina e uma cinética de decaimento muito rapida.

Assim, embora exista uma relacdo clara entre termoestabilidade e espectros de
bioluminescéncia, ndo existe uma relacdo evidente entre termoestabilidade e cinética de
luminescéncia, ou entre cinética e espectros de bioluminescéncia em luciferases de
besouros. A cinética da reacdo bioluminescente reflete as afinidades pelos substratos,
especialmente a luciferina, quanto maior a afinidade, mais rapido o decaimento da reacéo

luminescente.
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Tabela 7. Propriedades cinéticas, termoestabilidade e espectro de bioluminescéncia das luciferases de
besouros. Referéncias: ver pagina 32.

Luciferase Km ATP Kwm luciferina  Meia-vida (h) Amax(Nm)
(HM) (HM) a3r°C

Lampyridae

Macrolampis sp2 83 20 ~15 568

A. vivianii 11 5 ~10 538

C. distinctus 110 15 ~15 550

P. pyralis 52 5 ~1 554

Phengodidae

P. hirtus 240 20 ~0,16 620

P. vivianii 330 150 ~2 546

Elateridae

F. bruchi 140 12 ~0,6 543

P. angustus 160 17 ~ 0,67 584

P. termitilluminans 370 80 ~11 534

6.1.3. Relagdes entre termoestabilidade e estrutura

Segundo Pace et al. (2011), as interac6es hidrofdbicas contribuem menos para a
estabilidade de proteinas pequenas como as VHP (subdominio villin headpiece) que
possuem 36 residuos, do que para proteinas grandes como a VISE (Borrelia burgdorferi)
com 341 residuos. As luciferases de vagalumes possuem 60 kDa, sdo proteinas
relativamente grandes com 540 a 550 residuos de aminoécidos (UGAROVA &
BROVKO, 2002), sendo que os contetdos de residuos hidrofobicos apresentam uma
porcentagem similar em todas as luciferases recombinates analisadas, em torno de 40%.
No entanto, apesar da proporcdo de residuos hidrofébicos similar, graficos de
hidrofobicidade podem revelar regifes importantes na estabilizacdo destas enzimas, ja
que residuos hidrofobicos internos podem estabilizar as proteinas enquanto que a
presenca de residuos hidrofobicos na superficie pode gerar superficies de agregacdo da
proteina resultando em precipitacéo.

Os graficos de hidrofobicidade gerados com as sequéncias primarias das
luciferases analisadas demonstraram diferencas entre as luciferases mais termoestaveis e
as menos termoestaveis principalmente na regido do N-terminal, assim como demostrado
no estudo de Sung & Kang (1998) que verificou a importancia de todo N-terminal para a
termoestabilidade da luciferase do vagalume Photinus pyralis através de uma série de

mutacdes sitio-dirigidas e delegdes.
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6.2. EFEITO DA TEMPERATURA NOS ESPECTROS DE LUCIFERASES
PH-SENSITIVAS

Todas as luciferases pH-sensitivas mostraram espectros de bioluminescéncia
sensiveis a temperatura, mas em diferentes graus. As luciferases com espectro mais
deslocado para o0 azul foram as mais sensiveis e seguem a seguinte ordem: A. vivianii (538
nm) > C. distinctus (550 nm) > P. pyralis (554 nm) > Macrolampis sp2 (568 nm). Estes
resultados mostram que existe uma relacdo entre termoestabilidade, espectros de
bioluminescéncia e sensibilidade espectral & temperatura nas luciferases pH-sensitivas.

Estes resultados indicam que luciferases que emitem bioluminescéncia na regido
do verde-azul sdo mais estaveis e rigidas em relacdo as luciferases que emitem na regido
do vermelho (SHERF et al., 1996, OLIVEIRA & VIVIANI, 2017). A conformacao do
sitio ativo muda conforme ocorre a reagdo de catélise. Nas luciferases emissoras de luz
verde, a oxiluciferina provavelmente estd em um microambiente mais rigido e menos
polar, minimizando a perda de energia vibracional antes da emissdo, enquanto que na
emissdo de luz vermelha o sitio ativo € menos rigido e mais polar, permitindo perda de
parte da energia do estado excitado, resultando em uma emisséo no vermelho (VIVIANI
et al., 2005; 2008; 2014; NAKATSU et al., 2006).

A luciferase de A. vivianii que possui o0 espectro de bioluminescéncia mais
deslocado para o azul dentre os lampirideos (538 nm), € a mais termoestavel desta familia
(OLIVEIRA & VIVIANI, 2017). Verificamos que a curva raciometrica do efeito da
temperatura na razdo de intensidades de luz verde e vermelha desta enzima é menos
inclinada (com o valor de 0,004), corroborando que a temperatura tem uma menor
influéncia no deslocamento do espectro para a regido do vermelho e, consequentemente,
na estabilidade da enzima.

A luciferase de C. distinctus, a segunda mais termoestavel, tem espectro com pico
em 550 nm, possui uma inclinacdo intermediaria (inclinacdo da reta 0,005); enquanto que
as luciferases de P. pyralis e Macrolampis sp2, que sdo as menos termoestaveis, com
espectro mais largo e pico em 554 e 568 nm respectivamente, possuem curvas mais
inclinadas (inclinagGes da reta 0,010 e 0,013 respectivamente), indicando uma maior
influéncia da temperatura no espectro e na estabilidade.

Estes estudos também mostraram pela primeira vez que é possivel usar estas
luciferases pH-sensitivas em analises raciométricas de temperatura intracelular.

Entretanto, a nosso ver, a maior aplicabilidade da analise raciométrica da temperatura
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seria para compensar o efeito da temperatura em anélises raciométricas de pH intracelular
ou concentracdo de metais em células e tecidos em altas temperaturas, especialmente em

celulas de mamiferos que estéo ativas proximo a 36-37°C.

6.3. EFEITO DE MUTACOES NA TERMOESTABILIDADE DA
LUCIFERASE DE P. hirtus

A luciferase emissora de luz vermelha de Phrixotrix tem se mostrado refrataria a
estabilizacdo por mutagénese sitio-dirigida sendo que poucas mutacbes afetam os
espectros de bioluminescéncia desta luciferase (VIVIANI et al., 2002, 2004, 2006, 2007).

Anteriormente, White et al. (1996) concluiram que o residuo E354
(correspondente a N351 em P. hirtus) esté localizado num loop flexivel na superficie da
proteina em uma regido que é acessivel ao solvente, conectando duas folhas beta em uma
regido pobremente estruturada e suficientemente flexivel para acomodar diferentes
aminoéacidos, sendo uma regido importante na determinacdo da estabilidade da proteina.

Desta forma, os mutantes termoestaveis que foram obtidos nesta regido, sugerem
uma correlagdo entre a carga do aminodcido e a estabilidade da enzima. Neste caso, 0
critério mais importante para o aumento da estabilidade foi a perda da carga negativa com
a substituicdo do glutamato.

Na luciferase de P. hirtus, verificamos que o mutante na posi¢éo correspondente,
N351E, apesar da introducdo da carga negativa, promoveu um pequeno aumento na
termoestabilidade da enzima, que poderia ser causado pela formacdo de uma ponte salina
com residuos carregados positivamente proximos. O residuo Unico na luciferase emissora
de luz vermelha, R353 também foi mutado por glutamato com uma carga negativa
(R353E), e novamente 0 mutante apresentou uma termoestabilidade ligeiramente maior
do que a enzima selvagem, o que pode ter ocorrido pela interacdo de ponte salina que
estabilizaria a regido com os residuos proximos, K356 e K357 (localizados a
aproximadamente 8 angstrons de distancia), enrijecendo a regiao.

Os valores aumentados de Km para luciferina dos mutantes R353E e N351E
corroboram com os dados de Oliveira & Viviani (2017), de que as luciferases pH-
insensitivas mais termoestaveis apresentam uma menor afinidade pelo substrato
luciferina.

Desta forma, das 14 mutacdes feitas na estrutura inteira da luciferase emissora de

luz vermelha de P. hirtus, apenas duas mutacGes aumentaram ligeiramente a estabilidade
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a37°C, R353E e N351E. Estas mutacdes estdo localizadas em um loop flexivel (351-364)
que ja foi mostrado ser importante tanto para a termoestabilidade, quanto para os
espectros na luciferase de P. pyralis (WHITE et al., 1996).
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7. CONCLUSOES

Nesta tese descrevemos pela primeira vez um estudo comparativo do efeito da

temperatura na estabilidade, espectros de bioluminescéncia e cinéticas de luciferases de

diferentes familias de besouros que emitem diferentes cores de luz. As principais

conclusdes obtidas neste estudo foram:

Dentre as luciferases estudadas, as mais termoestaveis foram as que emitem luz
com espectro mais deslocado para o azul, do elaterideo P. termitilluminans, do
lampirideo A. vivianii e a do fengodideo P. vivianii, mostrando que existe uma
tendéncia para maior termoestabilidade nas luciferases com espectro mais
deslocado para o azul.

Nas luciferases pH-insensitivas, as enzimas mais termoestaveis tém uma
tendéncia para uma menor afinidade pelo substrato luciferina, enquanto que nas
luciferases pH-sensitivas as enzimas mais termoestaveis tém o comportamento
oposto, com uma maior afinidade pela luciferina.

Todas as luciferases pH-sensitivas também mostram sensibilidade do espectro de
bioluminescéncia a temperatura, mas em diferentes graus. Quanto mais deslocado
para 0 azul o espectro de bioluminescéncia, menos sensivel € a luciferase a
temperatura. Estes resultados mostram que nas luciferases pH-sensitivas existe
uma relagdo direta entre termoestabilidade, espectro de bioluminescéncia e
sensibilidade espectral: quanto mais deslocada para o azul, mais estavel a
temperatura e menos sensivel é o espectro a temperatura, quanto mais deslocado
para o vermelho a luciferase, mais sensivel é a temperatura, e menos termoestavel
é a luciferase. Estes resultados apontam que as luciferases com espectro mais
deslocado para o azul apresentam uma maior rigidez do sitio-ativo do que as
luciferases emissoras de luz mais deslocada para o vermelho.

Foi demonstrada pela primeira vez a existéncia de uma relacdo linear entre
temperatura e razao de intensidades de luz verde e vermelha nas luciferases pH-
sensitivas, de forma semelhante as existentes para pH e concentracdo de metais,
que pode ser utilizada para quantificar raciometricamente a temperatura ou
compensar o efeito da temperatura em analises de pH e metais pesados usando
esta luciferases.

A luciferase emissora de luz vermelha de P. hirtus é naturalmente pouco estavel

a temperatura, e poucas mutacGes afetaram sua termoestabilidade. Apenas dois
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mutantes apresentaram uma termoestabilidade ligeiramente maior do que a
luciferase selvagem, N351E e R353E, provavelmente atraves da estabilizacdo dos
loops onde se encontram estes residuos pela formacao de pontes salinas.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados desta tese abriram portas para aprofundar os estudos e descobrir
quais sdo os fatores que de fato influenciam na termoestabilidade das luciferases, e
viabilizando a engenharia molecular das diversas enzimas clonadas em nosso laboratorio,
com o objetivo de criar uma super enzima, com caracteristicas cinéticas, espectro e
termoestabilidade otimizados.

Foi descoberto também o potencial das luciferases pH-sensitivas como
indicadores da temperatura intracelular, assim como pesquisas ja tem utilizado 0 mesmo
principio para medir pH e concentracdo de metais. Além disso, é possivel obter resultados
mais acurados para analises raciométricas de pH e metais em células, ja que podemos
fazer a compensacao do efeito da temperatura.

Apesar de ter obtido apenas dois mutantes ligeiramente mais termoestaveis
(N351E e R353E) da luciferase emissora de luz vermelha de P. hirtus, abrimos o espaco
para pesquisas em novos residuos desta luciferase para desvendar regides importantes
para a estabilizacdo desta enzima. Os resultados sugerem que esta luciferase emissora de
luz vermelha seja muito flexivel, requerendo uma engenharia consideravel para

estabiliza-la.
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