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Resumo

Luciferases sdo as enzimas que catalisam a reacdo de bioluminescéncia em
organismos como besouros. A bioluminescéncia tem sido utilizada com propdésitos
bioanaliticos h& décadas, incluindo ensaios de detec¢cdo de ATP, ensaios enzimaticos,
contaminagao microbiologica de produtos na industria alimenticia, como gene reporter
para biossensores de poluentes, indicadores de pH intracelular e metais pesados, e
bioimagem. Nosso grupo de pesquisa clonou o maior niumero e variedade de
luciferases de besouros no mundo, algumas ja tendo aplicacbes bioanaliticas,
entretanto ainda existem varias luciferases e formas mutantes com propriedades
interessantes que produzimos, mas que ainda ndo foram bem caracterizadas e
aplicadas. Com o objetivo de ampliar a gama de aplicagbes, especialmente em
biossensores de pH e metais potencialmente tdxicos, realizamos a caracterizacao das
luciferases pH-sensitiva do lampirideo C. distinctus e da emissora de luz laranja do
fengodideo E. clarindae. Para isso, fizemos a subclonagem do cDNA da luciferase de
C. distinctus e E. clarindae em vetor pCold, transformamos bactérias E. coli BL21DE3
e expressamos e purificamos as duas luciferases por cromatografia de afinidade em
resina de niguel-agarose. Os ensaios mostraram que a luciferase de C. distinctus
possui uma eficiéncia catatilica alta para ATP e menor para LH2, quando comparada
a outras luciferases de lampirideos, além de ter uma excelente sensibilidade a pH e a
metais, principalmente a mercurio. A luciferase de E. clarindae apresentou Km alto
para LHz e baixo para ATP, quando comparada as luciferases de outros fengodideos.
Dessa forma, a luciferase de C. distinctus apresenta potencial aplicabilidade como
proteina sensora de mercurio e pH; enquanto que a luciferase insensitiva de E.
clarindae tem potencial como gene repérter. Além disto, a luciferase emissora de luz
laranja de E. clarindae constitui mais um modelo importante para compreender a
relacdo estrutura x espectros de bioluminescéncia em luciferases de coledpteros e a
origem das diferentes cores de bioluminescéncia.

Palavras-chave: Luciferases; biossensor; C. distinctus; E. clarindae.
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Abstract

Luciferases are the enzymes that catalyze the bioluminescence reaction in organisms
such as beetles. Bioluminescence has been used for bioanalytical purposes for
decades, including ATP detection assays, enzymatic assays, microbiological
contamination of products in the food industry, as a reporter gene for pollutant
biosensors, intracellular pH and heavy metal indicators, and bioimaging. Our research
group has cloned the largest number and variety of beetle luciferases in the world,
some already having bioanalytical applications, however there are still several
luciferases and mutant forms with interesting properties that we have produced, but
which have not yet been well characterized and applied. With the aim of expanding the
range of applications, especially in biosensors for pH and potentially toxic metals, we
carried out the characterization of the pH-sensitive luciferases from the lampyrid C.
distinctus and the orange light-emitting luciferase from the phengodid E. clarindae. To
achieve this, we subcloned the luciferase cDNA from C. distinctus and E. clarindae into
a pCold vector, transformed E. coli BL21DE3 bacteria and expressed and purified the
two luciferases by affinity chromatography on nickel-agarose resin. The tests showed
that the C. distinctus luciferase has a high catalytic efficiency for ATP and lower for
LH2, when compared to other lampyrid luciferases, in addition to having excellent
sensitivity to pH and metals, especially mercury. The E. clarindae luciferase showed a
high Km for LH2 and low for ATP, when compared to luciferases from other phengodids.
Thus, C. distinctus luciferase has potential applicability as a mercury and pH sensor
protein; while the insensitive luciferase from E. clarindae has potential as a reporter
gene. Furthermore, the orange light-emitting luciferase from E. clarindae constitutes
another important model to understand the structure x bioluminescence spectra
relationship in coleopteran luciferases and the origin of the different bioluminescence
colors.

Keywords: Luciferases; biosensor; C. distinctus; E. clarindae.
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Lista de abreviaturas e siglas

All: Luciferase de A. lineatum isoforma 1

AmyLuc: Luciferase de A. vivianii

ATP: Trifosfato de Adenosina

BicLuc: Luciferase de B. lividipennis

CCD: Dispositivo de carga acoplada (Charge-Coupled Device)
cps: Counts por segundo

CrtLuc: Luciferase de C. distinctus

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilonodiamina tetracético

GFP: Green Fluorescent Protein ou proteina verde fluorescente
IPTG: Isopropil 2-D-tiogalactopiranosideo

LB: Meio Luria Bertani

LH2: D-luciferina

MacLuc: Luciferase de Macrolampis sp2

Ni-NTA: Acido niquel-nitrilotriacético

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil- sulfato de s6dio
TAE: Tris-Acetato-EDTA

TEMED: Tetrametiletilenodiamina

TRIS: Tris- hidroximetilaminometano



Lista de figuras

Figura 1. Exemplos de besouros bioluminescentes: (a) Amydetes vivianii (lampirideo); (b)
Pyrophorus angustus (elaterideo) e (c) Phrixotrix hirtus (fengodideo). Fonte: adaptado de
Pelentir et al., 2019; Amaral et al., 2016; 2017 .....cunieeiieiee e e e 13

Figura 2. Mecanismo da reacéo bioluminescente catalisada pela luciferase de besouros.
Fonte: DAY; TISI; BAILEY, 2004...... ..o ittt a e e eaaae s 14

Figura 3. Mecanismo da reacao de oxidacao da luciferina de coledpteros luminescentes
catalisada pela luciferase, com consumo de ATP e O,. O esquema mostra somente um dos
mecanismos possiveis de determinacao das cores de bioluminescéncia, o processo de
tautomerizacdo ceto-enol. Fonte: BECHARA,; VIVIANI, 2015. .........cuvuiiiiimiiiiiiiiiiiiiiniiinnnnnn. 16

Figura 4. Mecanismo proposto de modulag&o de cor da bioluminescéncia pelo pH e metais

pesados divalentes em luciferases de vagalume. Fonte: VIVIANI et al. 2018. ..................... 19

Figura 5. Mecanismo de modulag&o de cores nas luciferases insensitvas emissoras de luz
verde e vermelha. Fonte: Adaptado de BEVILAQUA et al., 2019............coiiiieiieeeeniiiiniinnnnn. 21

Figura 6. Vagalume C. distinctus em (a) fase adulta e (b) fase larval. Fonte: VIVIANI et al.,
1220 P EEEERRP 26

Figura 7. Esquema simplificado da metodologia empregada para subclonagem, expresséo,

purificacdo e carcaterizagdo das luciferases. Fonte: autoria propria. .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 33

Figura 8. SDS-PAGE de diferentes etapas da extracéo e purificacdo da luciferase de C.
distinctus. (A) Homogenato bacteriano; (B) extrato bruto; (C) precipitado; (D) escoamento;
(PM) padrdes de peso molecular; (E) fracdo da 1° lavagem com 20 mM de imidazol; (F)
fracdo da 2° lavagem; (G) fracdo da 1° eluicdo com 250 mM de imidazol; (H) fracdo da 2°

eluicao; (1) fracao da 3° eluicao. Fonte: autoria propria. ...........cceevvevveiiiieeeeiieiieeeeeeeeeeeeeee 34

Figura 9. Efeito do pH na atividade bioluminescente da luciferase de C. distinctus. Fonte:

T [ (o ] (=W o1 (0] o] (- VPO PPRPPRPP 36
Figura 10. Estabilidade da luciferase de C. distinctus a 37°C. Fonte: autoria propria........... 37

Figura 11. Padréo cinética da reacao bioluminescente da luciferase de C. distinctus. Fonte:

o101 (0] F= W o] £ o - VPP 38

Figura 12. Efeito do pH no espectro de bioluminescéncia da luciferase de C. distinctus.

(ol 1 (= 10 [ (o 4= o] o] o 4 - VTR 40

Figura 13. Efeito de pH na razédo de intensidade de luz verde e vermelha. Fonte: autoria

(O] (0] o] £ - VAR 41



Figura 14. Efeito comparativo da adi¢cao de sais Li2SOa, NiSO4, ZNnSO4, CdSO4, Hg2Cl,
(concentracéo final = 1 mM) no espectro de emissao da luciferase de C. distinctus. Fonte:

o UL (0T = o] (0] o 1 I- VAP 42

Figura 15. Efeito de metais no espectro de bioluminescéncia da luciferase de C. distinctus:
a) Hg2Cly; b) CdSOy; ¢) ZnSOq; d) NiSOy; e) LiSO4.Fonte: autoria propria...........ccceeeeenen.... 43

Figura 16. Efeito da adicdo de 1mM dos sais Li»SO4, NiSO4, ZnSO,4, CdSO4, Hg2Cl> na

atividade bioluminescente da luciferase de C. distinctus. Fonte: autoria propria. ................. 44

Figura 17. Fotografia da bioluminescéncia das luciferases pH-sensitivas na presenca de
diferentes metais: All (A. lineatum 1), Amy (A. vivianii), Bic (B. lividipenis), Crt (C. distinctus)
e Mac (Macrolampis sp2). Concentragao final del mM de LiSO4, NiSO4, ZnSO4, CdSO,4 e
Hg.Cl, Obtida com Motorola Edge 20 Pro.Fonte: autoria propria. ..........cceeeeeeeeeiiiiivvveeennenn. 45

Figura 18. Fengodideo emissor de luz laranja: (A) Macho adulto de Euryopa clarindae; (B)
Individiduo adulto de E. clarindae exibindo bioluminescéncia no corpo; (C) Individiduo adulto
de E. clarindae exibindo bioluminescéncia na cabeca (VIVIANI et al., 2024). ..........cccc....... 47

Figura 19. Efeito do pH na atividade bioluminescente da luciferase de E. clarindae. Fonte:
o101 (0] g F= W o] (0] o (- VPP 48

Figura 20. Espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Euryopa clarindae e
imagem da bioluminescéncia in vitro na presencga de D-luciferina, magnésio e ATP (VIVIANI
Lo A= L2 022 ) P REERRRP 50



Xi

Lista de tabelas

Tabela 1. Primers utilizados na subclonagem da luciferase de C. distinctus........................ 29

Tabela 2. Comparacédo das propriedades cinéticas e espectrais de luciferases de
[AMIPIFTIEOS. ..ttt e e e ettt et e e e e e s e bbbt e e e e e e e e et baneeaaaeas 39

Tabela 3. Propriedades dos espectros de bioluminescéncia da luciferase de C. distinctus na
presenca de diferentes metais (concentracdo finalde 1 € 2 mM).......oooviiiiiiiiiiiiiiiiiinne e, 42

Tabela 4. Efeito da adicdo de 2 mM de diferentes metais no espectro de bioluminescéncia
de luciferases de lampPiridEOS. ........oooi i 46

Tabela 5. Comparacéo de propriedades estruturais e cinéticas de diferentes luciferases de

(o0 (=TT o] (=1 o 1= PO 49

Tabela 6. Propriedades cinéticas da luciferase no extrato bruto e purificada....................... 51



1.

o k& 0D

Xli

Sumario
INTRODUGAO. ...ttt e ettt e e e e ettt ttbb e e e e e aaeeetbtba e e e eaaaeennne 12
1.1, BIOIUMINESCENCIA ...ceeviiiiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 12
1.2,  Luciferases de DESOUIOS .........cccuiiiiiiiiie ittt 14
1.3.  Mecanismos propostos de modulagao de ESPECLIOS ........ccevvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 15
1.4. Relacdo entre estrutura e espectros de bioluminescéncia..............ccccevvvvviieeeeenn.. 17
1.4.1. Luciferases PH-SENSItIVAS .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
1.4.2. Luciferases pH-insensitivas (elaterideos e fengodideos) ..........ccccoeeeeeeiinnnn, 20
1.5. Aplicabilidade da biOlUMINESCENCIA .........cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
15.1. Ensaios de quantificag8o de ATP .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeenees 21
1.5.2. (CT=T o [Ty =T 010 4 (=T (USRS 22
1.5.3. BIOSSENSOIES ...ttt 23
1.5.4. Uso de luciferases de vagalumes como indicadores de pH ...........c..cceeeeene 23
1.5.5. Uso de luciferases como sensores de metais pesados.................eeevvieenennnnns 24
1.6. Novas luciferases e sua potencialidade bioanaliticas ..........cccccoeeveeeiiiiiiiiiiennneen, 25
1.6.1. A luciferase do vagalume Cratomorphus diStinCtus...............ccevvvviiiiiiiiiieenne. 25
1.6.2. Luciferases de fengodide0S........ccoeeeiiiiiiiiiiiiii i 26
JU S T IR C AT IV A et e e e e ettt e e e e et e e e e et e e eataaeaeees 27
OBUIETIVOS ..ottt e et e e et e e et e e et e e aa s 28
MATERIAIS E METODOS ......ooiiiiteeteeeeeee ettt eteete e aeeteataane e eaeareaneenens 29
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coiiiiiiiieieieisieieiee et se s 34
5.1. Luciferase de Cratomorphus diStiNCLUS.............ceiiiiiiiiiiiiiiiece e 34
5.1.1. EXPreSS80 € PUITICAGAD. ... .uuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34
5.1.2. Efeito do pH na atividade bioluminescente ............c.eiiiiieeiiiiiiiiiii e 35
5.1.3. Termoestabilidade ... 36
5.1.4. Padrao cinético da reagao lUMINESCENLE ............uuuurummmmmmmrneiiiiiiiniiinnnennnnnnannes 37
5.1.5. Afinidade pelos SUDSIratoS...........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 38
5.1.6. Constante catalitica e eficiéncias cataliticas .........ccccccceeeviiiiiiiiiiiieeeiiee, 38
5.1.7. Efeito do pH no espectro de biolumineSCeNncCia ...............ueevuevvmmimmiiinnniinnnnnnnns 39
5.1.8. Aplicabilidade como indicador de PH ..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 40
5.1.9. Efeito de metais pesados no espectro de bioluminescéncia ..............ccccuvvees 41
5.1.10. Efeito dos metais na atividade bioluminescente.............ccccccoviiiiiniiiiiieennnnne 43

5.1.11. Aplicabilidade como sensor de metais: Comparacéo com outras luciferases 44
5.2. A Luciferase emissora de luz laranja do fengodideo Euryopa clarindae................ 47

5.2.1. Efeito do pH na atividade bioluminescente ............ccuuuiiiiieiiiiiiiiiiie e 47



Xiii

5.2.2. Propriedades CINELICAS. ........ccoiiiiiiiiiiii e 48
5.2.3. Espectro de biolumiNESCENCIA ........cccevviiiiiiiii e 50

5.3.  Subclonagem, expressao e propriedades da luciferase purificada de E. clarindae50

5.3.1. Aplicabilidade bioanalitica potencial da luciferase de Euryopa clarindae ...... 51
B.  CONCLUSOES. ......cuiiitiiiiiiiieieieises ettt ettt ettt ettt 52
7. PERSPECTIVAS ..o ettt e ettt e e e et e e e et e e e enaans 53
8. PRODUGAO CIENTIFICA ..ottt ettt ettt st n et eteste e 53

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cvititeiteeieeeee ettt 54



12

1. INTRODUCAO

1.1. Bioluminescéncia

A bioluminescéncia € a emisséo de luz fria e visivel por organismos vivos. Ela
decorre de reacdes quimicas exotérmicas nas quais substratos genericamente
denominados de luciferinas sdo oxidados por enzimas conhecidas por luciferases
(HASTINGS, 1983). Ela é encontrada em bactérias, dinoflagelados, moluscos,
cnidarios, artropodes e cordados (HERRING, 1987; ELLIS; OAKLEY, 2016;
HASTINGS, 1983; HADDOCK et al., 2010).

De acordo com a estrutura quimica das luciferinas e molecular das luciferases,
estima-se que bioluminescéncia surgiu pelo menos trinta vezes independentemente
ao longo da histoéria evolutiva em diferentes organismos. Tem funcdes comunicativas
interespecificas ou intraespecificas como defesa, corte sexual, repulsdo de
predadores, atracdo de presas, territorialidade, entre outros (HASTINGS,1983;
HADDOCK et al., 2010).

A bioluminescéncia em insetos ocorre principalmente nas ordens Coleoptera e
Diptera (VIVIANI, 2002). Entre os coledpteros, ela ocorre principalmente na
superfamilia Elateroidea que inclui as familias Lampyridae, Elateridae e Phengodidae
(Fig. 1), com representantes conhecidos popularmente como vagalumes, pirilampos
e trenzinhos, respectivamente (LAWRENCE; NEWTON,1995; CROWSON, 1972;
BECHARA; VIVIANI, 2015).
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Figura 1. Exemplos de besouros bioluminescentes: (a) Amydetes vivianii (lampirideo); (b) Pyrophorus
angustus (elaterideo) e (c) Phrixotrix hirtus (fengodideo). Fonte: adaptado de Pelentir et al., 2019;
Amaral et al., 2016; 2017.

O sistema bioluminescente de coledpteros é um dos mais estudados. A reacao
bioluminescente dos vagalumes depende de uma luciferina benzotiazélica, ATP,
magnésio (Mg?*) e uma luciferase, ocorrendo em 2 etapas. Primeiramente, ocorre a
adenilacédo da luciferina benzotiazélica na presenca do ion magnésio e ATP, com a
liberacdo de um pirofosfato e formacao de adenilato de luciferina. Na segunda etapa,
ocorre a oxidacédo do adenilato de luciferina por oxigénio molecular liberando AMP e
formando um intermediario dioxetanona, rico em energia e instavel, que se cliva em
CO:z2 e oxiluciferina eletronicamente excitada que decai para o estado fundamental e
emitindo um foton de luz visivel na regido entre o verde e o vermelho (Fig.2)
(MCELROY; DELUCA, 1978; WILSON; HASTINGS, 1998).
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Figura 2. Mecanismo da reacao bioluminescente catalisada pela luciferase de besouros. Fonte: DAY;
TISI; BAILEY, 2004.

1.2. Luciferases de besouros

As luciferases de besouros emitem luz na faixa espectral que varia do verde
(534 nm) ao vermelho (626 nm) usando a mesma luciferina (VIVIANI; BECHARA,
1993; VIVIANI, 2002).

As luciferases de coledpteros podem ser pH-sensitivas ou insensitivas
(VIVIANI; BECHARA,1995). As primeiras, encontradas em vagalumes lampirideos,
tém mudanca do espectro do verde para a vermelho em pH acido, presenca de metais
pesados como zinco e chumbo e aumento de temperatura (SELIGER; McELROY,
1964). Por outro lado, luciferases de fengodideos e elaterideos, sédo insensitivas as
mesmas condigles citadas acima (VIVIANI;, BECHARA,1995). Atualmente, sabe-se
gue 0 mecanismo estrutural de modulacéo da cor ndo € o mesmo em luciferases pH-
sensitivas e insensitivas (VIVIANI; BECHARA, 1995; VIVIANI et al., 2001; SELIGER;
Mc ELROY, 1964; VIVIANI et al., 2008).
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1.3. Mecanismos propostos de modulagéo de espectros

Alguns mecanismos fisico-quimicos fundamentais foram propostos para
explicar a modulacdo da cor em luciferases de besouros: a polaridade do sitio ativo
(efeitos néao-especificos), interacbes acido-basicas que afetam a estrutura da

oxiluciferina (efeitos especificos) e a geometria do sitio ativo.

Efeitos ndo-especificos. Os efeitos ndo-especificos se referem a polaridade do sitio
ativo e sua interacdo com a oxiluciferina, que é uma molécula mais polar no estado
excitado. Quando o microambiente € polar, ha uma maior interacdo entre solvente e
oxiluciferina excitada, o que estabiliza e diminui sua energia, gerando uma emissao
deslocada para o vermelho. Por outro lado, quando o solvente é apolar, a emissao se
desloca em sentido contrario, para o azul (DE LUCA, 1969). Ugarova e Brovko (2002)
propuseram que quando o solvente, devido a uma maior mobilidade, consegue se
reorganizar ao redor da oxiluciferina, a energia do estado excitado diminui e o espectro
de emisséo é avermelhado. Em contrapartida, se o solvente tiver dificuldade em se
rearranjar ao redor da molécula excitada, em uma estrutura mais rigida, a luz emitida
sera mais azulada.

Interacdes acido-base. De acordo com White et al. (1971), um dos fatores que
afetariam o espectro da luz emitida pela reacdo de bioluminescéncia seria um
processo de tautomerizacado da oxiluciferina excitada, na presenca de bases, na qual
a forma endlica resultaria na emisséo de luz verde e a forma ceto na vermelha. Dessa
forma, o balanco da forma ceto-endlica determinaria 0 espectro de emissédo. De
acordo com esta hipotese, no sitio ativo da luciferase, uma base proxima do carbono

C5’ estaria envolvida com a abstracédo de proton e tautomerizacao (Fig.3).
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Figura 3. Mecanismo da reac¢édo de oxidagao da luciferina de coledpteros luminescentes catalisada pela
luciferase, com consumo de ATP e O2. O esquema mostra somente um dos mecanismos possiveis de
determinac@o das cores de bioluminescéncia, o processo de tautomerizacdo ceto-enol. Fonte:
BECHARA,; VIVIANI, 2015.

Geometria do sitio ativo. McCapra et al. (1994) propuseram que o grau de rotacao
dos anéis tiazinicos da oxiluciferina excitada determinaria 0s espectros de emissao.
De acordo com esta hipétese, no estado excitado, a restricdo da rotacdo dos anéis na
forma planar emitiria luz azul enquanto que o relaxamento dos anéis para forma
rotacionada 90° gerariam luz vermelha. Entretanto, esta hipdtese atualmente carece

de sustentacgdo teorica e experimental.

Conjugacéao da oxiluciferina. Posteriormente, Branchini et al. (2004) propuseram
gue o espectro seria determinado pelo estado de conjugacdo da oxiluciferina no
estado excitado, sob influéncia de interacdes com o sitio-ativo, de modo que a cor
verde seria resultado da configuracdo -N=C-C=N- da oxiluciferina, enquanto que a

vermelha seria resultado da configuragdo =N-C=C-N=.

Presenca de cargas. Branchini (1998) e Viviani et al. (2000) mostraram que um
residuo positivamente carregado (R218) poderia ser responsavel por estabilizar o
grupo fenolato da oxiluciferina durante a etapa de emissao de luz, produzindo luz
verde, jA que substituicbes neste residuo geravam mutantes emissores de luz
vermelha. Entretanto, essa mutacdo nao teve efeito significativo na luciferase
vermelha de P. hirtus. Por outro lado, a presenca de sulfato de guanidina leva a um

deslocamento espectral para o azul nesta luciferase, indicando que a emisséo de luz
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vermelha se deve a auséncia de uma cadeia lateral positiva proxima ao grupo fenolato
(VIVIANI et al.,, 2000). Posteriormente, Viviani et al., (2016), mostraram que a
substituicdo L337R leva a um deslocamento para o azul e o cancelamento completo
do efeito do sulfato de guanidina, o que corrobora a hipétese de que a presenca de
cargas positivas proximas ao grupo fenolato da oxiluciferina seria responsavel pela
emissao de luz verde nas luciferases de besouros. Embora essa teoria explique em
parte a modulagédo de cores, ela ndao pdde explicar completamente a ampla faixa
espectral emitida pelas luciferases de coledpteros.

Por fim, baseado nos mecanismos propostos estudos, realizados apontam que
tanto efeitos ndo-especificos como polaridade, como interagdes especificas como
interacdes acido-base e presenca de cargas em torno da oxiluciferina excitada,
especialmente seu grupo fenolato, podem determinar os espectros de emisséo, sendo

gue estes mecanismos ndo sdo mutuamente exclusivos

1.4. Relagéo entre estrutura e espectros de bioluminescéncia

A primeira luciferase foi clonada do vagalume lampirideo norte-americano
Photinus pyralis (de WET et al., 1985) e, desde entédo, dezenas de outras luciferases
das trés familias de besouros luminescentes, principalmente lampirideos, também
foram clonadas e sua estrutura primaria foi elucidada (TATSUMI et al., 1989, 1992;
WOOQOD et al., 1989; DEVINE et al., 1993; SALA-NEWBY et al., 1996; LI et al., 1997;
VIVIANI et al., 1999%; VIVIANI et al., 1999b; VIVIANI et al., 2004; VIVIANI et al.,
2005; VIVIANI et al.,, 2011; ALIPOUR et al., 2004, EMAMZADEH et al., 2006;
BRANCHINI et al., 2006; AMARAL et al., 2012; AMARAL et al., 2016; CARVALHO et
al., 2020; MOREIRA et al., 2022).

Essas enzimas possuem entre 542 e 550 residuos de aminoacidos, um peso
molecular de aproximadamente 60 kDa e uma identidade compartilhada que varia de
66 a 99%, dependendo da espécie e lanterna dos vagalumes (WOOD, 1995; VIVIANI,
2002).

Conti et al. (1996) foram pioneiros na cristalizacdo e determinacéo da primeira
estrutura tridimensional da luciferase de Photinus pyralis, na auséncia de substratos,

0 que mostrou que as luciferases possuem dois grandes dominios ligados por um loop
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flexivel, sendo que o dominio N’ é composto pelos residuos 1 ao 436 e o dominio C’
pelos residuos 443 ao 548.

Posteriormente, Nakatsu et al. (2006) determinaram a estrutura cristalografica
da luciferase de Luciola cruciata complexada com DLSA (analogo de adenilato de
luciferina) identificando os residuos que compdem o sitio ativo do dominio N-terminal:
a8 248-260, 12 (286-289), B13 (313-316), B14 (339-342), 15 (351-353) e o loop
(343-350).

Além disso, dezenas de estudos de modificagdo na estrutura primaria das
luciferases foram realizados a fim de entender o mecanismo estrutural da modulagéo
de cor nas luciferases de besouros. Diversos estudos apontaram que mutagdes sitio-
dirigidas em luciferases de lampirideos pH-sensitivas resultam em mutantes que
emitem luz vermelha (KAJIYAMA; NAKANO, 1991; DEVINE et al., 1993; TAFRESHI
et al., 2007, 2008; VIVIANI et al., 2005), enquanto que em luciferases pH-insensitivas
de elaterideos e fengodideos, menos mutacBes afetam os espectros e em geral
resultam em deslocamentos menores (VIVIANI et al., 2001, 2007, 2008), o que indica
gue o mecanismo estrutural de modulacdo de cor é diferente nas luciferases pH-

sensitivas e pH-insensitivas.

1.4.1. Luciferases pH-sensitivas

Nas luciferases de vagalumes lampirideos, varias mutacfes pontuais
resultaram em luciferases mutantes emissoras de luz vermelha (KAJIYAMA,
NAKANO, 1991; DEVINE et al., 1993; TAFRESHI et al., 2007, 2008; VIVIANI et al.,
2005). Estes estudos mostraram que varias mutacdes importantes que afetavam o
espectro de bioluminescéncia em luciferases pH-sensitivas e insensitivas se
concentravam nos loops 223-235 e 351-360 (VIVIANI et al. 2007; 2008, VIVIANI et
al., 2005, MORADI et al., 2009). Posteriormente, foi mostrado que estes loops mantém
interacdes com os residuos S284/E311/R337, por fazer o suposto sensor de pH que
auxilia na manutencdo de um ambiente hidrofébico que propicia a emissdo de luz
verde (BRANCHINI et al., 2004; MORADI et al., 2009; VIVIANI et al., 2008).

Posteriormente, os estudos também mostraram que mutacdes dos residuos
E311 e R337, que fazem uma ponte salina proxima do sitio-ativo nas luciferases

emissoras de luz verde geravam mutantes que emitiam luz vermelha. Assim,
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concluiram que a ponte salina nessa posicao é essencial para uma conformacéo mais
fechada e hidrofébica da enzima, que resulta na emissao de luz verde (VIVIANI et al.,
2016).

Estes resultados levaram Viviani et al. (2018) a propor que o sensor de pH e
metais nas luciferases de lampirideos € composto por duas pontes salinas entre os
residuos E311/R337 (interna, proxima ao sitio ativo) e H310/E354 (mais externa).

O estudo de Viviani et al. (2018) propde que a ponte salina externa entre
H310/E354 ¢ afetada pela diminuicdo do pH e presenca de metais, rompendo-se e
aumentando a entrada de agua e polarizando o sitio ativo, resultando em emissao
vermelha. Por outro lado, a ponte salina interna entre E311/R337 estabiliza e retém o
préton liberado pela oxiluciferina excitada proximo ao grupo fenolato, que gera a
emissao verde-amarela. Dessa forma, a carga negativa do E311 é essencial para a
sensibilidade ao pH e metais (Fig. 4), demonstrando também um papel catalitico na
bioluminescéncia ao receber o préton do grupo fenol da oxiluciferina excitada e assim,

gerando bioluminescéncia verde (VIVIANI et al. 2018).
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Figura 4. Mecanismo proposto de modulacéo de cor da bioluminescéncia pelo pH e metais pesados
divalentes em luciferases de vagalume. Fonte: VIVIANI et al. 2018.
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1.4.2. Luciferases pH-insensitivas (elaterideos e fengodideos)

Algumas luciferases pH-insensitivas emissoras de luz verde a vermelha das
familias de elaterideos e fengodideos foram clonadas para entender o mecanismo
estrutural da modulacéo de cores nestas enzimas (WOOD et al., 1989; VIVIANI et al.,
19992, 1999b). No entanto, somente a comparacdo das sequéncias das estruturas
primarias ndo foi suficiente para elucidar seus mecanismos. Estudos posteriores
comprovaram que, diferentemente das luciferases encontradas em vagalumes
lampirideos, que sdo pH-sensitivas, poucas mutacdes sdo capazes de afetar o
espectro de emissdo das luciferases de elaterideos e fengodideos (VIVIANI et al.,
2002, 2007). Alguns dos residuos capazes de causar alteracdo no espectro de
emissdo das luciferases presentes nas trés familias estéo localizados no loop 223-
235, especialmente em F/Y224, G228 e T/IN226 (VIVIANI et al., 20072 , 2007b, 2008,
MORADI et al., 2009) e 351-360 (MORADI et al., 2009), que estabilizam a ponte salina
que ocorre entre os residuos E311 e R337.

Estes resultados levaram Viviani et al. (2016) a propor que nas luciferases
insensitivas de elaterideos emissoras de luz verde-amarelada, a ponte salina formada
pelos residuos E311 e R337 € estabilizada adicionalmente por um ambiente
hidrofébico, ndo sendo afetada por pH ou metais. Dessa forma, durante a etapa de
emissao de luz, o E311 atua como base, enquanto a carga positiva do R337 estabiliza
a carga negativa do grupo fenolato, o que faz com que o préton ejetado da oxiluciferina
se mantenha préximo do grupo fenolato em um estado de alta energia, favorecendo a
emissao de luz verde. Por outro lado, a falta de uma arginina na respectiva posicéo
334 na luciferase emissora de luz vermelha de P. hirtus (VIVIANI et al., 2018) seria
parcialmente responsavel pela emisséo de luz vermelha.

Estudos de cristalografia da luciferase emissora de luz vermelha de P. hirtus
mostraram que ela mesma possui uma abertura maior entre os dominios N’ terminal
e C’ terminal, quando comparada com luciferases emissoras de luz verde
(CARRASCO-LOPES et al., 2018). Isso sugere que a emisséo de luz vermelha é
proveniente do empacotamento especifico do sitio ativo desta luciferase
(CARRASCO-LOPES et al., 2018; Viviani et al., 2007; 2016)

Estudos com 6°amino-analogos volumosos por Bevilaqua et al. (2019)

mostraram que o volume da cavidade do sitio de ligac&o da luciferina, especialmente
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no lado do grupo fenolato da luciferina, € um dos fatores responsaveis pela modulacao
da cor. Cavidades maiores permitem a presenca de moléculas de agua com maior
mobilidade, diminuindo as intera¢6es especificas entre os residuos do sitio de ligacdo
da com o grupo fenolato da oxiluciferina excitada, resultando na emisséo de luz
vermelha. Por outro lado, cavidades menores, encontradas nas luciferases que
emitem luz verde e amarela, permitem uma interacdo mais préxima entre 0S grupos

dos residuos do sitio ativo e o grupo fenolato da oxiluciferina excitada (fig. 5).
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Figura 5. Mecanismo de modulagéo de cores nas luciferases insensitvas emissoras de luz verde e
vermelha. Fonte: Adaptado de BEVILAQUA et al., 2019.

1.5. Aplicabilidade da bioluminescéncia

A bioluminescéncia é uma ferramenta muito Util, pois tem diversas aplicacdes
nas areas de monitoramento de contaminacao microbiolégica, industria farmacéutica,
alimenticia e biomédica, em testes de toxicidade in vivo e in vitro, quantificacéo indireta
de ATP, em biossensores light on e light off de substancias, de poluentes como metais

potencialmente téxicos, de pH e em screening de drogas (SYED; ANDERSON, 2021).

1.5.1. Ensaios de quantificacdo de ATP
De interesse sanitario, os ensaios de quantificacdo de ATP utilizando
bioluminescéncia partem do principio que todas as células vivas, incluindo a de fungos

e bactérias, produzem e usam ATP. Como a bioluminescéncia do sistema luciferina-
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luciferase de vagalumes é dependente de ATP, existe uma relacdo direta entre a
intensidade da bioluminescéncia e a concentracdo de ATP disponivel, e, portanto,
indireta com o nimero de células vivas. Logo, é possivel correlacionar quantidade de
luz emitida com unidades formadoras de coldnia e quantificar os microrganismos
presentes na amostra (DOSTALEK; BRANYIK, 2003; WU et al., 2011). Além disso,
existem varios kits comerciais que usam este principio e os reagentes luciferina e
luciferase para deteccdo de contaminacdo microbiologica, de alimentos, bebidas e

superficies.

1.5.2. Genes repolrteres

Muitos produtos da expressdo génica sao dificeis de monitorar e quantificar.
Considerando esse problema, foram desenvolvidas, com auxilio da engenharia
genética, diferentes genes reporteres. Como é sugerido pelo proprio nome, 0s genes
repérteres notificam, demonstram, sinalizam e quantificam a expressdo de um gene
alvo. Isto € possivel a partir da fusdo entre o gene que se deseja monitorar a um outro
de facil detecgdo, dando assim, uma medida indireta da expresséo do gene ao qual
esta fusionado (FRANKLIN et al., 2002; POLLOK; HEIM, 1999).

Nas ultimas décadas, o gene reporter mais utilizado tem sido o cDNA de Green
Fluorescent Protein (GFP). Apesar de simples e pratico, o uso de proteinas
fluorescentes apresenta uma série de desvantagens, como a necessidade de luz
externa, sua acumulacdo nos tecidos, a autoabsorcdo, autofluorescéncia,
branqueamento etc (ZIMMER, 2002). Por outro lado, a utilizacdo do cDNA de
luciferases como gene reporter ndo apresenta as desvantagens citadas acima, sendo
assim uma alternativa muito utilizada, uma vez que geram seu proprio sinal
luminescente e ndo apresentam as desvantagens dos sistemas fluorescentes
(VIVIANI et al., 2022).

Por ndo necessitar de irradiacdo de luz externa, as luciferases sao 6timas para
bioimagem em tecidos profundos, pois sua luz penetra mais facilmente os tecidos do
que a utilizada para excitar a fluorescéncia da GFP, por exemplo. Além disto,
luciferases vém ganhando ainda mais vantagem devido ao desenvolvimento de
sistemas emissores de luz vermelho-distante compostos por luciferases mutantes e
analogos de luciferina (IWANO, et al., 2018; VIVIANI, et al. 2020).
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Além disso, a instabilidade das luciferases de besouros faz com que estas se
desnaturem rapidamente e, por consequéncia, ndo se acumulem. Dessa forma,
podem ser utilizadas para monitorar a expressao génica de uma cultura de células ou
animais modelos em tempo real, uma vez que o sinal bioluminescente é resultado da
concentracdo momentanea de luciferase na amostra (VELTEN; POGSON;
CAZZONELLI, 2008; CRIVAT; TARASKA, 2012; VIVIANI et al.,, 2020; VIVIANI,
PELENTIR; BEVILAQUA, 2022).

1.5.3. Biossensores

De acordo com a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), um
biossensor é um "dispositivo que usa reacdes bioquimicas especificas, mediadas por
enzimas isoladas, anticorpos, tecidos, organelas ou células, de forma a detectar
compostos quimicos, por meio de sinais elétricos, térmicos ou 6pticos” (IUPAC, 1997;
PATACAS, 2007).

Os biossensores Opticos luminescentes podem ser fluorescentes,
guimioluminescentes ou bioluminescentes. Esta classe de biossensores € muito (til
para indicar o pH de células vivas ou mesmo detectar e quantificar a presenca de
metais (GABRIEL et al., 2014; 2016; 2019)

1.5.4. Uso de luciferases de vagalumes como indicadores de pH

O pH intracelular € um indicador da condicdo metabdlica da célula. Em casos
de estresse oxidativo, morte celular programa (apoptose), inflamacao ou crescimento
de cancer, o microambiente celular torna-se mais acido. Por isso, o uso de indicadores
de pH é util para monitorar a homeostase celular (KRULWICH et al.,, 2011;
AMARANTE-MENDES, 2003).

Os biossensores fluorescentes sdo os mais utilizados para estimar o pH
intracelular. Neste contexto, algumas proteinas fluorescentes dependentes de pH
foram desenvolvidas e utilizadas em andlises raciométrica baseadas nos
comprimentos de onda emitidos ou utilizados para excitar estas proteinas. Entretanto,
como ja mencionado, técnicas fluorescentes apresentam uma série de desvantagens

praticas.
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Nosso grupo demonstrou pela primeira vez que luciferases pH-sensitivas de
lampirideos podem ser utilizadas como biossensores bioluminescentes para estimar
raciometricamente o pH intracelular em tempo real em bactérias e células de
mamiferos (GABRIEL et al., 2014; GABRIEL et al., 2019, VIVIANI et al., 2022).
Luciferases pH-sensitivas sofrem alteracdes na sua emisséo de luz do verde para o
vermelho em condi¢des acidas, por esse motivo, pode-se analisar a razao entre a luz
verde e vermelha emitidas, para indicar o pH de uma célula onde a luciferase é
expressa (GABRIEL; VIVIANI, 2014; GABRIEL et al, 2019; VIVIANI; PELENTIR;
BEVILAQUA, 2022).

1.5.5. Uso de luciferases como sensores de metais pesados

Ha uma preocupacdo global com o monitoramento e quantificacdo de metais
toxicos presentes na agua. Os chamados metais potencialmente toxicos como
mercurio, chumbo e cadmio, podem estar presentes na forma de contaminagdo em
diversas amostras. Devido a existéncia de garimpos ilegais no Brasil, muitos corpos
de &gua sao contaminados com o despejo incorreto de mercurio, que causa
bioacumulacéo e biomagnificacdo em toda rede tréfica. Este metal, que é liquido, mas
frequentemente encontrado na forma ibnica, € conhecido por gerar problemas no
metabolismo celular e afetar principalmente o sistema nervoso de animais. O cadmio,
outro contaminante extremamente toxico, resultante de baterias elétricas por exemplo,
é frequentemente relacionado ao surgimento de tumores, principalmente o de pulméo
(LACERDA, 1997; ASCHNER; ASCHNER, 1990; NAWROT et al., 2015; DSOUZA;
MENEZES; VENKATESH, 2002, LANDRIGAN; TODD, 1994).

Como ja mencionado, luciferases de lampirideos sé@o pH sensitivas e também
sensiveis a metais pesados. Com isso em mente, N0SSoO grupo de pesquisa também
propds utilizar estas enzimas para detectar e quantificar metais pesados como cadmio
e mercurio por meio de analise raciométrica de luz verde e vermelha emitidas (VIVIANI
et al., 2022).

Gabriel e Viviani (2016) demonstraram que a luciferase de Macrolampis sp2
pode ser utilizada em ensaios raciométricos para detectar e quantificar mercario em
solugdo (GABRIEL; VIVIANI, 2016). Posteriormente, Pelentir et al. (2019) mostraram

que a luciferase de A. vivianii apresenta uma seletividade a cadmio, seguido pelo
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mercurio, detectando concentracdes maiores que 100 uM de cadmio e 62 uM para
mercurio (VIVIANI; PELENTIR; BEVILAQUA, 2022). Deste modo, luciferases de
vagalumes mostram-se muito promissoras para detectar e quantificar metais pesados

em solucao ou em células (VIVIANI et al., 2022)

1.6. Novas luciferases e sua potencialidade bioanaliticas

Vérias luciferases das trés familias de coledpteros bioluminescentes ja foram
clonadas em nosso laboratorio e um amplo banco de mutantes foi gerado. Porém,
nem todas foram caracterizadas detalhadamente e seu potencial bioanalitico ainda
nao foi totalmente explorado. Como observado em diversos estudos, as luciferases de
besouros possuem diversas aplicacdes bioanaliticas dependendo das suas
propriedades, como sensor de pH (Macrolampis sp2) (GABRIEL et al., 2016), sensor
de metais pesados (A. vivianii) (PELENTIR et al., 2019), bioimagem em células de
mamiferos (P. hirtus) (BEVILAQUA et al., 2019; VIVIANI et al., 2020; NAKAJIMA et
al., 2004, 2010), entre outras. Dessa forma, € de extrema importancia prospectar
novas luciferases, estudar suas propriedades e sondar suas potencialidades para fins

bioanaliticos.

1.6.1. A luciferase do vagalume Cratomorphus distinctus

Entre as luciferase que ja foram clonadas, mas que carecem de uma
investigagdo mais aprofundada, estd a luciferase da larva de Cratomorphus.
disticntus.

O vagalume lampirideo C. distinctus e sua larva sdo encontrados durante as

noites de primavera e verdo na mata Atlantica do sudeste brasileiro (Fig. 6).
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Figura 6. Vagalume C. distinctus em (a) fase adulta e (b) fase larval. Fonte: VIVIANI et al., 2004.

A luciferase da larva de C. distinctus foi clonada em 2004 pelo nosso grupo de
pesquisa (VIVIANI et al., 2004), no entanto, o cDNA estava no plasmideo pBluescript
e a luciferase era fracamente expressa em bactérias ndo sendo facilmente purificavel,
de modo que apenas uma caracterizagao preliminar foi feita com extratos brutos. Esta
luciferase possui 547 residuos de aminoacidos, sendo 53% hidrofébicos, 29%
hidrofilicos e 17,9% neutros. A luciferase tem 93% de identidade com a luciferase de
Lampyris noctiluca, 91% com a luciferase de Pyrocoelia miyako e 83% com a
luciferase de Photinus pyralis (VIVIANI et al., 2004; VIVIANI et al., 2005). O pl era 5,9.
O valor de Ku obtido para luciferase em extratos brutos para D-luciferina (LH2) foi 15

pUM. O pico de emisséo do espectro de bioluminescéncia estava em 550 nm.

1.6.2. Luciferases de fengodideos

Como ja mencionando, as luciferases de fengodideos sédo as que Unicas
emitem luz que varia do verde ao vermelho. Considerando que estas possuem alta
identidade entre si, sédo 6timos modelos para estudar o mecanismo de modulacéo da

cor de bioluminescéncia de besouros.
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Além disso, fengodideos sdo a familia com o menor nimero de luciferases
clonadas, se compararmos com lampirideos e elaterideos. Apesar disso, 0s
fengodideos sdo em geral mais raros, sendo encontrados especialmente no cerrado
brasileiro, o bioma mais ameacado pelo desmatamento e o uso indiscriminado de
agrotoxicos que estédo levando ao desaparecimento dessas espécies (VIVIANI, et al.,
2023; VIVIANI; BECHARA, 1997). Por isso, é extremamente importante estudar e
compreender essa familia, bem como clonar e investigar suas luciferases e sondar
suas potenciais aplicabilidades bioanaliticas, de modo a ajudar a combater o declinio

de suas populacfes

2. JUSTIFICATIVA

As luciferases de besouros tém inUmeras aplicacdes bioanaliticas, que dependem
de suas propriedades cinéticas, espectrais e fisico-quimicas. Nosso grupo de
pesquisa ja clonou o maior nimero de luciferases de besouros das 3 familias de
vagalumes, dispondo de um banco de mais de 15 luciferases selvagens e cerca de
100 mutantes. Algumas destas ja tem aplicacbes, enquanto que outras ainda néo
foram purificadas, e devidamente caracterizadas ou sondadas quanto as suas
potencialidades bioanaliticas. Dessa forma, torna-se necesséaria a caracterizacao
dessas luciferases disponiveis em nosso banco génico, bem como a clonagem,
expressao, purificacdo e caracterizacdo de novas luciferases e a sondagem de sua

aplicabilidade bioanalitica.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi expressar em bactérias, purificar e caracterizar duas
novas luciferases de besouros, e sondar suas propriedades fisico-quimicas para

finalidades bioanaliticas especificas. Os objetivos especificos foram:

1. Expressar, purificar e determinar as propriedades cinéticas e espectros de
bioluminescéncia da luciferase do vagalume Cratomorphus distinctus (Lampyridae) em
diferentes pHs.

2. Sondar as propriedades de interesse bioanalitico desta luciferase, como eficiéncia
catalitica, termoestabilidade, sensibilidade ao pH e aos metais.

3. Contribuir para a clonagem, purificacdo e caracterizacdo de novas luciferases de
fengodideos, especialmente a luciferase emissora de luz laranja de Euryopa clarindae
(Phengodidae)
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4. MATERIAIS E METODOS

cDNAs. O cDNA do Cratomorphus distinctus foi sintetizado cédon-humanizado
(Genone) a partir da sequéncia ja conhecida e disponivel no laboratério no vetor
pBluescript vector (Agilent) (VIVIANI et al., 2004), enquanto que o da Euryopa
clarindae foi clonado no pSport vector (Invitrogen) com o kit Gateway cloning kit
(Invitrogen).

Subclonagem de cDNA em vetor plasmidial. O cDNA da luciferase do
Cratomorphus distinctus humanizada foi subclonado do vetor pCMV para o pCold I
(Takara, Japao). Para isso, o fragmento foi amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com primers com sitios de restricdo Nde | e Xho I. Para esta reacdo
foram utilizados 12,5 pL de PCR Master Mix (Promega, EUA), 0,5 yL do DNA
plasmidial 10 ng, 0,5 yL de cada primer na concentracdo 10 mM, 11 pyL de agua
ultrapura autoclavada (volume total de 25 pL). Apds a amplificacdo, o DNA foi
purificado de acordo com o kit de purificacdo de PCR Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, EUA). Em seguida, o DNA e plasmideo pCold Il foram
paralelamente digeridos com as enzimas Nde | e Xho | (tabela 1). 50 ng de fragmento
digerido foram ligados a 50 ng de plasmideo com kit de T4 ligase da empresa Takara

(Japao). A mistura de ligacao foi entdo utilizada para transformar células XL1-Blue.

Tabela 1. Primers utilizados na subclonagem da luciferase de C. distinctus.

Primers Sequéncia
Forward: GCCGCATATGGAGGAGGACAAAAA
Reverse: AATGCCTCGAGTTACTTCCCGCC

Fonte: autoria propria.

Eletroforese em gel de agarose. A analise de DNA foi feita por eletroforese em gel
de agarose 1%, em tampao TAE 1x (Tris-acetato 20 mM e EDTA 0,5 mM pH 8,0) e
0,6 pL do corante Nancy-520 (Sigma). Para a corrida, foram utilizados 5 yL da amostra
de DNA, 1 pL de tampao de marcagéao colorido, além de padrbes de peso molecular.
A corrida foi realizada em 100 volts por 40 minutos e as bandas reveladas por

fluorescéncia em transluminador UV (ATTO, Téquio, Japao).
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Preparacdo de DNA Plasmidial (Minipreps). A mini-preparacdo de DNA plasmidial
foi realizada com o —Kit Wizard Plus SV Mineprep DNA Purification Systemll
(Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. As colbnias transformadas com
o plasmideo contendo luciferase mutante foram selecionadas e cultivadas overnight
em 5 mL de meio de cultura LB/ampicilina (100 ug/mL). A cultura foi centrifugada a
2200 rcf por 15 minutos para a remoc¢ao do meio de cultura. O pellet foi ressuspendido
com 250 uL de tampéo de ressuspensao, as células foram lisadas com 250 uL de
tampao de lise e, entdo, adicionados 10 yL de protease alcalina para remocao das
nucleases, mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. O pH ideal da
mistura foi atingido utilizando 350 uL de tamp&o de neutralizagdo. A amostra foi
centrifugada a 14.000 rcf por 10 minutos e entdo o sobrenadante foi adicionado as
colunas de purificagdo, onde foram feitas duas lavagens para remocdo do DNA

indesejado. O DNA alvo foi eluido com agua ultrapura estéril e armazenado a -20°C.

Transformacdo bacteriana. Amostras de 50 yL de células competentes E. coli
(XL1Blue ou BL21/DE3) e 5 pyL de plasmideo foram misturados em tubo de
microcentrifuga, entéo incubados por 40 minutos no gelo e submetidas a um choque
térmico de 45 segundos a 42° C. Novamente, postas no gelo por mais 2 minutos e
subsequentemente 200 pL de meio LB liquido foram adicionados. Esta solucéo foi
entdo mantida a 37°C em agitacdo a 225 rpm por 1 hora, sendo posteriormente
plagueada em meio LB Agar/Ampicilina (100 ug/mL) e colocada na estufa overnight a

37°C para crescimento.

Expressao heterdloga de proteina em bactérias. Células competentes BL21/DE3
foram transformadas com DNA recombinante e cultivadas em 200 mL de meio LB
liquido/Ampicilina 100 ug/mL a 37 °C até a absorbéancia de 0,4 (O.D. 600), e induzidas
com IPTG 0,4 mM a 18°C sob agitacdo de 225 rpm, durante o periodo de 12 a 18

horas.

Extracdo de proteina. Volumes de 100 mL de culturas induzidas foram transferidos
para tubos tipo Falcon e centrifugados a 2.200 g por 15 minutos a 4 °C. As células
coletadas foram ressuspendidas em 5 mL de tampéao de extracdo gelado (Fosfato 50

mM pH 7,0, 10 mM Imidazol), 150 yL de coquetel antiprotease. A lise celular foi
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realizada por ultrassonicacdo (Misonix, Nova York, USA) com 5 repeticdes e
centrifugada a 12.000 rcf a 4° C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e usado

posteriormente no processo de purificagdo.

Purificacdo por cromatografia de afinidade com matriz de Niquel. Este método se
baseia na afinidade da cauda de histidina fundida a proteinas recombinantes por ions
de niquel (Ni-NTA) imobilizados em uma resina de agarose. A resina de Ni-NTA-
Agarose (Qiagen) foi equilibrada com tampéo de extracéo (Fosfato 50 mM pH 7; 300
mM NaCl, 10 mM Imidazol), misturada ao extrato bruto e submetida a agitacéo
moderada por 45 min a 4 °C para permitir a ligacdo da cauda de histidina da proteina
ao niquel da resina. A mistura foi entdo aplicada em uma mini-coluna e lavada com
10 mL de tampéo de lavagem (Fosfato 50 mM pH 7; 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol).
A proteina recombinante foi eluida da resina com tampéao de Elui¢do (Fosfato 50 mM
pH 7,0; 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) em aliquotas de 1 mL/cada. Cada aliquota
foi analisada quanto a concentracgdo total de proteinas pelo método do Bradford, em
ensaio luminométrico de luciferase SDS-PAGE. As frac6es com maior atividade foram
dialisadas em tampao de dialise (TRIS-HCI 25 mM pH 8,0, NaCl 10 mM, EDTA 1mM,
DTT 2 mM, e glicerol 10%) durante um periodo de 12 a 20 horas a 4°C.

Quantificacdo de proteinas totais. Para medir a concentracdo de proteinas totais foi
utilizado o método de Bradford (1976). Inicialmente, foi montada uma curva-padréo
(para calculo do Fator) de concentracdo de proteina utilizando-se soroalbumina bovina
(BSA). A concentracdo de proteinas totais foi determinada pela equacao: [Proteina] =
F x Abs, onde F é igual a Ax / Ay, obtido por pontos da curva-padrao. As medi¢cbes
foram feitas em triplicata, a 595 nm, em um espectrofotdometro (Thermo Electron
Corporation- GENESYS 10UV).

Eletroforese em gel de SDS (SDS-PAGE). Preparo do gel de poliacrilamida. Em
sanduiche de placas de vidro, foram pipetados os géis de resolucdo (compde a base)
e empilhamento (sobre o gel de resolugao), respectivamente. Gel de resolug¢ao. 10%
Acrilamida-bisacrilamida, 0,375M TRIS-HCI, pH 8,8 SDS 0,1%, persulfato de amoénio
0,05 % e TEMED 0,05 %. Gel de empilhamento. Acrilamida-bisacrilamida 4%, TRIS-
HCI 0,125M pH 6,8, SDS, 0,1% de persulfato de aménio 0,05 % e TEMED 0,1%.
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Aliguotas de amostras contendo as proteinas de interesse foram misturadas na
proporcao 1:1 ao tampéao de amostra (TRIS-HCI 0,5 M pH 6,8, de glicerol 20%, SDS
40%, 10% 2-mercapetanol e 2% de bromofenol-blue) e aquecidas a 95°C por 5
minutos em bloco termostatico para desnaturarem.

Os géis previamente preparados foram colocados em uma cuba de eletroforese
e imersos em tampao de corrida (TRIS 16,3%, glicina 78% e de SDS 5,4% pH 8,3).
Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese por um periodo de 60
minutos, sob a tensdo de 120 V. Posteriormente, os géis foram retirados e imersos
em solucédo corante contendo Comassie Blue sob leve agitacdo por aproximadamente
60 minutos. Logo apds, ainda sob leve agitacdo, foi imerso em agua para a
descoloracéo, a cada 20 minutos até a visualizagdo das bandas de proteina nos géis.
Por fim, os géis foram retirados da solucdo e envolvidos em papel celofane para

preservacao.

Medidas de atividade luminescente da luciferase in vitro. ApGs a expressao,
extracdo e purificagdo, a atividade luminescente da amostra de luciferase foi obtida
por meio de um ensaio contendo 85 uL de Tris-HCI 0,10 M pH 8,0; 5 uL da amostra
da luciferase, 5 uL de luciferina 10 mM e 5 pyL de 40 mM ATP e 80 mM MgSOQOa. Para
0 ensaio com metais, foram adicionados 5 uL das solugdes a 20 mM dos sais Li2SOa,
NiSO4, ZnSO4, CdSO4, Hg2Cl2. A atividade luminescente foi obtida em luminémetro

AB2200 (ATTO, Tokyo, Japéo) em counts por segundo (cps).

Medidas de afinidade pelo substrato (Km). Para a determinagao dos valores de Kwm
para a D-luciferina, mediu-se a atividade da luciferase em concentracdes variadas de
luciferina (0,5 yM a 250 yM) mantendo concentragdes saturantes de ATP. Para Ku de
ATP, mediu-se a atividade da luciferase em concentragdes variadas de ATP (1 uM a
500 uM) mantendo a concentragao saturante de luciferina de 250 uM. A intensidade
em cps foi utilizada como medida de Vo e a intensidade maxima como Vmax.
Posteriormente, foram construidos graficos de Lineweaver-Burk com os inversos das

atividades (eixo y) e os inversos das concentracdes de substrato (eixo Xx).
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Determinacao da constante catalitica (kcat) e eficiéncia catalitica.

A constante catalitica (kcat) da reagéo, ou numero de renovacao, foi calculada
pela razdo de valores de atividade luminescente em counts por segundo (cps) pelo
namero de moléculas de luciferase. Assim, considerando o peso molecular de 60 kDa
da enzima, no ensaio foram utilizados 5 uL, entdo obtém-se o nimero de moles de
luciferase e, em seguida, o nimero de moléculas (1 mol = 6 x102% moléculas). Logo,
a keat foi calculada a partir da razé&o de valores de atividade luminescente (cps) pelo

numero de moléculas de luciferases.

Termoestabilidade. Foram separadas aliquotas da luciferase de C. distinctus na
concentracdo final de 50 pug/mL e estas foram mantidas a 37°C. A atividade
bioluminescente foi medida nos tempos 0 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min,
60 min.

Espectros de Bioluminescéncia. Os espectros de bioluminescéncia in vitro foram
obtidos em espectroluminémetro AB — 1850 Lumi FI Spectro Capture (ATTO, Tokyo).
No ensaio tipico foram utilizados 85 yL de Tris-HCI 0,10 M pH 8,0; 5 uL do extrato ou
enzima purificada, 5 pyL de luciferina 10 mM, e 5 uL de ATP 40 mM e MgSO4 80 mM
(Fig. 7). Para o ensaio com metais, foram acrescentadas 5 puL de solu¢cdes com
diferentes concentragfes dos sais (Li2SOa4, NiSO4, ZnSO4, CdSO4, Hg2Cl2).

R YWan e -
C 7 ) (O )
Suclonagem do GDNA da » | Transformagao da E. colf
luciferase de C. distinctus BL21DE3 ’ I Cultura bacteriana e
no vetor pCold Il expressao da luciferase
i -
J I
(=]
Caracterizagdo: Purificagdo ' por
K, Keat, @SPECHros de bioluminescéncia, | g————— o cromatografla . de —_—
sensibilidade a pH e metais etc. afinidade por niquel-
agarose

Figura 7. Esquema simplificado da metodologia empregada para subclonagem, expressao, purificacao
e carcaterizacdo das luciferases. Fonte: autoria propria.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Luciferase de Cratomorphus distinctus

5.1.1. Expresséo e purificagéo

O cDNA da luciferase de C. distinctus, anteriormente clonado (VIVIANI et al.,
2004), foi cédon-humanizado (empresa Genone), e entdo sub-clonado no vetor pCold
Il (Takara, Japdo) em nosso laboratério. A mistura de ligacéo foi entdo usada para
transformar E.coli XL1-Blue, e coldnias positivas para bioluminescéncia selecionadas
e cultivadas para propagacao e purificacdo do plasmideo.

Células competentes E. coli BL21-DE3 foram entdo transformadas com o
mesmo plasmideo. Em seguida, culturas foram feitas a partir da inoculagdo dessas
células, entdo, induzidas com IPTG para expresséo de luciferase. Posteriormente,
estas culturas foram centrifugadas e os pellets lisados. A partir do extrato bruto, a
luciferase foi purificada por cromatografia de afinidade cromatografia em coluna com
niquel-Agarose, e entdo dialisada. As etapas de expressdo e purificacdo desta
luciferase foram analisadas por SDS-PAGE (Fig. 8).

(E) (F) (G) (H) (1)

Figura 8. SDS-PAGE de diferentes etapas da extracéo e purificacdo da luciferase de C. distinctus. (A)
Homogenato bacteriano; (B) extrato bruto; (C) precipitado; (D) escoamento; (PM) padrdes de peso
molecular; (E) fracdo da 1° lavagem com 20 mM de imidazol; (F) fracdo da 2° lavagem; (G) fracdo da
1° eluicdo com 250 mM de imidazol; (H) fracdo da 2° eluicdo; (I) fracdo da 3° eluicdo. Fonte: autoria
propria.

De acordo com o eletroferograma do gel de SDS-PAGE, pode-se notar que a

luciferase de C. distinctus é relativamente bem expressa, uma vez que a banda de
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~60 kDa (peso molecular estimado para esta luciferase) se destaca na amostra de
extracdo, precipitado e elui¢cdes. As eluicdes de luciferases ndo estavam totalmente
puras, mas pode-se estimar um rendimento de ~0,5 mg de luciferase por litro de
cultura de células, o que € um rendimento baixo se comparado com a luciferase de A.
vivianii que é de ~20 mg/L nas mesmas condi¢cdes (PELENTIR et al., 2019). Este
resultado pode ser explicado pelo fato que o DNA codificante da luciferase de C.
distinctus é codon-humanizada, o que pode resultar em uma taxa de expressao menor
em um sistema bacteriano. Além disso, pode-se afirmar que esta luciferase é bastante
insoltvel, uma vez que o eletroferograma mostra que ha uma quantidade maior de

luciferase na fracdo precipitada do que na fracdo do extrato bruto.

5.1.2. Efeito do pH na atividade bioluminescente

A luciferase de C. distinctus purificada possui um pH 6timo ~8,2 (Fig. 9),
levemente maior do que o valor obtido para o extrato bruto anteriormente relatado, o
qual foi 8,0 (VIVIANI et al., 2004). Este valor é similar ao de outras luciferases de
vagalumes ja caracterizadas e descritas como P. pyralis pH 7,9; Macrolampis pH 8,2,
A. vivianii pH 8,0 (VIVIANI et al., 2008; PELENTIR et al., 2019); B. lividipennis pH 7,5
(MOREIRA et al., 2022); A. lineatum ALl e AL2, ambas com pH 6timo de 8,0
(CARVALHO et al., 2020).
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Figura 9. Efeito do pH na atividade bioluminescente da luciferase de C. distinctus. Fonte: autoria
propria.

5.1.3. Termoestabilidade

A luciferase de C. distinctus em uma concentra¢éo de 0,05 mg/mL néo € estavel
a 37°C (Fig. 10). Mais de 60% da sua atividade relativa € perdida nos primeiros 10
minutos e mais de 95% ¢é perdida até os 20 minutos. Aos 30 minutos, sua atividade é
zerada. A estabilidade prevista anteriormente por Oliveira e Viviani (2018) para a
mesma luciferase em extrato bruto era a perda de 41% de sua atividade total na
primeira hora, 81% depois de 3h e 95% depois de 5h. Essa discrepancia pode ser
resultado da presenca de proteinas, incluindo chaperonas no extrato bruto, ajudando
a estabilizar e dobrar a proteina que perde a funcionalidade em alta temperatura
(ELLIS, 1993).
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Figura 10. Estabilidade da luciferase de C. distinctus a 37°C. Fonte: autoria prépria.

Para aumentar a termoestabilidade da luciferase de C. distinctus, seria
interessante realizar mutacdes em determinados residuos que favorecem a rigidez da
proteina, seu empacotamento hidrofébico e aumentar, se possivel, a quantidade de

pontes dissulfeto.

5.1.4. Padrao cinético da reacdo luminescente

O padréo cinético da reacao luminescente da luciferase de C. distinctus em pH
8,0 é bimodal (Fig. 11), composto por duas fases, similar ao encontrado em outras
luciferases. Na primeira parte, ocorre um flash com decaimento rapido, chegando ao
pico em 9 segundos a partir do comecgo da reagéo e decaindo bruscamente no primeiro
minuto. Na segunda parte da reacdo, ocorre um aumento e decaimento bem mais

lentos, nas mesmas condicoes.
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Figura 11. Padrao cinética da reacdo bioluminescente da luciferase de C. distinctus. Fonte: autoria
prépria.

5.1.5. Afinidade pelos substratos

A luciferase purificada de C. distinctus apresentou um Kuv de 16 uM para D-
Luciferina e de 24 uM para ATP, 0 que significa que esta enzima apresenta alta
afinidade por ambos os substratos (Tab.1l). Dentre as luciferases de lampirideos
clonadas em nosso laboratorio, esta luciferase apresenta um dos menores valores de
Km para o ATP, sendo maior apenas que as luciferases de A. vivianii (9 uM) e A.
lineatum (4 uM), e menor do que as luciferases de Macrolampis sp2 (83 uM), B.
lividipennis (277 puM) e P. pyralis (250 pM). Por outro lado, o valor de Ku para D-
luciferina € ligeiramente maior do que aquele reportado para as luciferases de A.
vivianii (9 uM), A. lineatum AL1 (7 uM) e P. pyralis (5 uM), e um valor préximo da
luciferase de Macrolampis sp2 (20 uM), enquanto que a luciferase de B. lividipennis
(46 pM) apresenta um valor maior (PELENTIR et al., 2019; MOREIRA et al., 2022;
CARVALHO et al., 2020).

5.1.6. Constante catalitica e eficiéncias cataliticas
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A luciferase purificada de C. distinctus tem uma atividade especifica de 6,2.10!
cps mg~t, valor alto em relacédo as de elaterideos como P. termitilluminans, ou de
fengodideos, como P. hirtus, P. vivianii e até mesmo de alguns lampirideos como B.
lividipennis (MOREIRA et al., 2022). Por outro lado, o valor foi menor quando
comparado as luciferases dos vagalumes A. vivianii, Macrolampis sp2, P. pyralis e A.
lineatum AL1. A partir destes valores também foi possivel a determinacdo da
constante catalitica, Kcat, cujo valor foi 76 107 cps, bem como as eficiéncias cataliticas,
kea/Km (ATP) e kca/Km (LH2), que foram 3,2 e 4,8 c.st. uM%, respectivamente. A
eficiéncia catalitica para o ATP (kca/Kmatp) € comparativamente alta quando
comparada a de outras luciferases de coledpteros, o que significa que esta luciferase
é altamente eficiente. J& para a luciferina, a eficiéncia catalitica (Kca/Km LH2) é um
pouco menor que a das outras luciferases, exceto a de A. lineatum AL1 (Tab. 2).

Tabela 2. Comparacao das propriedades cinéticas e espectrais de luciferases de lampirideos.

Luciferase Amax Km (M) Aesp (10°cps  Kcat Keat/Km Keat/Km
[Meia-banda] mg™t) (10%cps) ATP LH;
(nm) LH, ATP (c.s (c.s

l.HM'l) 1.|JM'1)

Cratomorphus 564 [85] 16 24 617 76 3,2 4,8

distinctus

Amydetes 547 [81] 9 9 890 109 12.0 12.0

vivianii

Macrolampis 575[86] 20 83 1198 125 2.0 6.0

Sp2.

Bicellonycha 567 277 46 10.5 212 1.0 5.0

lividipennis

Aspisoma 561 [88] 3 7 40 6 0.9 2

lineatum AL1

Photinus Pyralis  567[81] 5 250 1037 102 0.5 23

Fonte: Adaptado de PELENTIR el al., 2019.

5.1.7. Efeito do pH no espectro de bioluminescéncia
A luciferase purificada de C. distinctus apresenta uma emissao de luz verde-
amarelada (Amax = 564 nm) em pH 8,0. Ja em pH 6,0 o pico de emisséo de luz esta no
vermelho (Amax = 611 nm, o que significa que € uma luciferase bastante sensivel ao
pH, possuindo consideravel variagdo espectral, uma vez que a mudanca de pH 8,0
para 6,0 causou um deslocamento de 47 nm (Fig. 12). Este deslocamento foi parecido
com aquele observado para a luciferase de B. lividipennis sendo maior que aquele

observado para as luciferases de A. vivianii (36 nm), Macrolampis sp2. (37 nm) e A.
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lineatum AL1 (32 nm) (PELENTIR et al., 2019; MOREIRA et al., 2022; CARVALHO et
al., 2020).

A=47 nm
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Fosfato pH 7,0
\? 20 - Fosfato pH 7,5
< Fosfato pH 8,0
«
.% ——TRIS-HCI pH 8,0
E 60 A
@
=
=
=
2 40 ~
&
=
—
20 -
0 n - . T T T T 1
450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Efeito do pH no espectro de bioluminescéncia da luciferase de C. distinctus. Fonte: autoria
propria.

Além disso, a variacdo de pH 7,0 para 6,0 também, causou um grande
deslocamento espectral (Fig. 5).

5.1.8. Aplicabilidade como indicador de pH

A alta sensibilidade espectral desta luciferase ao pH mostra que esta tem um
bom potencial como indicador de pH intracelular de alta resolucédo, ja que uma leve
reducado de pH gera um efeito consideravel no espectro de emissao desta enzima. Ao
analisar a relacéo entre pH pela razao das intensidades de luz na regido do verde em

564 nm e do vermelho em 611 nm, vemos uma tendéncia linear (Fig. 13).
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Figura 13. Efeito de pH na razéo de intensidade de luz verde e vermelha. Fonte: autoria prépria.

As propriedades cinéticas com altas constantes e eficiéncias cataliticas
mostram também que esta luciferase poderia ser um bom gene repoérter além de
indicador de pH.

Para certos propdsitos bioanaliticos, € desejavel que a enzima seja mais
termoestavel do que a luciferase de C. distinctus. Para isso, algumas outras
luciferases como a de A. vivianii seriam mais apropriadas, uma vez que mantém cerca
de 60% da sua atividade por mais de 20 horas (PELENTIR et al., 2019; VIVIANI,
PELENTIR; BEVILAQUA, 2022).

Apesar disso, para fins de bioimagem de processos bioldgicos em tempo real,
uma luciferase pouco estavel também tem potencial como gene repérter, uma vez que
sua rapida desnaturacdo impede que acumule nos tecidos e com isso permite
investigar melhor a dindmica destes processos em tempo real (VIVIANI; OHMIYA,
2006).

5.1.9. Efeito de metais pesados no espectro de bioluminescéncia

O espectro de emissao de luciferases pH-sensitivas sofre alteracdo na
presenca de certos metais divalentes mais pesados. No entanto, cada uma dessas

enzimas possui diferentes sensibilidades e seletividades aos mesmos (VIVIANI et al.,
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2022). Por essa razao, foram avaliados os espectros de emissao da luciferase de C.
distinctus na presenca de diferentes metais.

Assim como em outras luciferases, o litio ndo desloca o espectro de
bioluminescéncia. De forma semelhante, o niquel possui um efeito muito discreto. Por
outro lado, metais como zinco e cadmio geram um deslocamento significativo de 10
nm e 17 nm, a uma concentracdo de 1 mM, respectivamente. O mercurio foi o que
mais deslocou o espectro, cerca de 42 nm a1l mM (Tab. 3, Fig. 14 e 15). O efeito dos
metais obedece a seguinte ordem: Hg > Cd >Zn > Ni > Li.

Tabela 3. Propriedades dos espectros de bioluminescéncia da luciferase de C. distinctus na presenga
de diferentes metais (concentragdo final de 1 e 2 mM).

Luciferase Amax (M) [Meia-banda]
Controle Hg2Cl2 CdSOq, ZnSO4 NiSO4 Li2SO4
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2mM

mM mM mM mM mM mM mM mM mM

Cratomorphus 564 [85] 606 608 581 586 574 581 565 568 563 564
distinctus [102] [104] [106] [108] [100] [109] [85] [85] [80] [80]

Fonte: autoria propria.
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Figura 14. Efeito comparativo da adicdo de sais Li2SO4, NiSOa4, ZnSO4, CdSO4, HY2Cl2 (concentragéo
final = 1 mM) no espectro de emisséo da luciferase de C. distinctus. Fonte: autoria propria.

Com base na mudanca espectral gerada pela adicdo de metais (Fig. 14), a
luciferase purificada de C. distinctus apresenta seletividade incomum ao mercurio

guando comparada a outros metais, uma vez que concentragdes finais entre 60 e 50
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UM foram suficientes para mudar consideravelmente o espectro (~ 25 nm), o que
demonstra um potencial bioanalitico promissor como um biossensor especifico de
mercurio. Comparativamente, a luciferase de A. vivianii é capaz de detectar 100 uM
de cadmio e 60 pM de mercurio (PELENTIR et al., 2019) e a de Macrolampis sp2

selvagem com uma deteccado minima de 170 uM de mercurio (VIVIANI et al., 2022).

a b (G

Hg 1 mM 100 ) i
Hg 0.5 mM % €do.5mM
Hg 025 mM 20 €d0,25 mM
Cd 1 mM
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Figura 15. Efeito de metais no espectro de bioluminescéncia da luciferase de C. distinctus: a) Hg2Clz;
b) CdSO4; c) ZnSO4; d) NiSOg4; €) Li2SOa4.Fonte: autoria propria.

5.1.10. Efeito dos metais na atividade bioluminescente

Foram avaliados os efeitos dos mesmos metais na atividade bioluminescente
desta luciferase (Fig. 16). Assim como em outras luciferases, o litio ndo afeta a
atividade bioluminescente. Por outro lado, o niquel, que néo gera efeito consideravel
no espectro, reduzindo a atividade bioluminescente em cerca de 75%. Ja os demais
metais zinco, cadmio e mercurio afetam a atividade bioluminescente ainda mais,
levando a uma reducao de cerca de 99%. Esse padrao de baixissima atividade na
presenca destes metais também € observado nas luciferases de A. vivianii e A.
lineatum (PELENTIR et al., 2019; CARVALHO et al., 2020).
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Figura 16. Efeito da adicdo de 1mM dos sais Li2SO4, NiSO4, ZnSO4, CdSO4, Hg2Cl2 na atividade
bioluminescente da luciferase de C. distinctus. Fonte: autoria prépria.

5.1.11. Aplicabilidade como sensor de metais: Comparagcao com
outras luciferases

Metais potencialmente tdéxicos geram grandes prejuizos a saude ambiental e
humana. Estudos indicam que concentracbes entre 100 e 300 uM de cadmio em
células de figado de rato reduzem a atividade de diversas proteinas antioxidantes
(BERTIN; AVERBECK, 2006) e concentracdes maiores que 2,5 uM de Hg2Cl2 geram
efeitos genotoxicos (SANCHEZ-ALARCON et al., 2021).

Como é possivel observar na Fig. 17, cada luciferase investigada pelo nosso
grupo possui uma sensibilidade Unica a diferentes metais. A luciferase de C. distinctus
apresentou uma sensibilidade maior aos metais zinco, cadmio e mercurio, em ordem
crescente. Esta luciferase foi também a que apresentou visualmente maior
deslocamento espectral a esse metal. Foi possivel observar que, em comparacao as
luciferases de A. lineatum 1 e B. lividipenis, a de C. distinctus manteve maior atividade
bioluminescente relativa em 1 mM com mercuario que as outras luciferases. Para o
cadmio, a luciferase de A. vivianii apresentou maior sensibilidade, mantendo boa parte

da atividade bioluminescente.
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De acordo os estudos de VIVIANI et al., 2022, na presenca de 2 mM de
mercurio, as luciferases selvagens de A. vivianii e Macrolampis sp2 tem seu espectro
de bioluminescéncia deslocado em 33 nm e 34 nm para o vermelho, respectivamente.
Enquanto isso, na mesma concentracdo, a luciferase de C. distinctus apresenta um
deslocamento de 44 nm (Tab. 3). O maior deslocamento com o mercurio (44 nm) em
relacdo a outras luciferases, indica que a luciferase de Cratomorphus distinctus possui

uma maior afinidade por este metal (Tab. 2).

Control Li Ni Zn Cd Hg

Figura 17. Fotografia da bioluminescéncia das luciferases pH-sensitivas na presenca de diferentes
metais: All (A. lineatum 1), Amy (A. vivianii), Bic (B. lividipenis), Crt (C. distinctus) e Mac (Macrolampis
sp2). Concentracao final del mM de LiSO4, NiSO4, ZnS0O4, CdSO4 e Hg2Cl2 .Obtida com Motorola Edge
20 Pro. Fonte: autoria propria.

Com base na Fig.17 e Tab. 4, podemos comparar o efeito dos metais em seu
espectro de bioluminescéncia, bem como em sua atividade bioluminescente. Levando
em conta as propriedades intrinsecas de cada luciferase, pode-se determinar qual ou
guais luciferases apresentam as melhores propriedades para ser utilizada como um
bom biossensor de metais.

A luciferase de All é mais sensivel ao mercurio, comparada a outros metais,
no entanto, apresenta a desvantagem de ter uma atividade especifica muito baixa (40
10° cps mg™!) e uma cinética luminescente muito rapida, o que impede realizar a leitura

da reacao bioluminescente por muito tempo (CARVALHO et al., 2020). A luciferase de
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B. lividipenis apresenta um bom deslocamento com zinco, cadmio e mercurio, porém,
sua atividade especifica muito baixa (10 10° cps mg™) impede que seja utilizada como
um biossensor de metais eficiente (MOREIRA et al., 2022). Ja a de Macrolampis sp2
€ mais eficiente e apresenta uma boa sensibilidade a mercurio, porém, seu espectro
naturalmente mais deslocado para o vermelho (572 nm), limita o deslocamento
espectral. A luciferase de Amydetes vivianii apresenta uma boa sensibilidade ao
cadmio e mercurio. Além disso, é altamente eficiente e estavel, o que faz desta
luciferase um bom biossensor destes metais, especialmente para cadmio, uma vez
gue mantém uma atividade alta na presenca do mesmo. (VIVIANI et al., 2022;
PELENTIR et al., 2019). A luciferase de Amydetes é de fato ja utilizada em aulas
praticas de bioquimica, e analises de cadmio (Viviani et al., 2023). J4 a luciferase de
C. distinctus é a que possui o0 maior deslocamento espectral com mercurio dentre as
demais luciferases, além disso, possui uma boa atividade especifica (617 10°
cps.mg™t), o que faz dessa luciferase um promissor reagente bioanalitico para
deteccdo de mercurio. Em suma, pode-se afirmar que as luciferases de Macrolampis
sp2. e C. distinctus sdo muito promissoras para biossensores de mercurio, j4 a
luciferase de A. vivianii, para o cadmio (VIVIANI et al., 2022; PELENTIR, et al., 2019,
CARVALHO et al., 2020; MOREIRA et al., 2022).

Tabela 4. Efeito da adicdo de 2 mM de diferentes metais no espectro de bioluminescéncia de
luciferases de lampirideos.

Comprimento Aesp. Meia-
Ax(nm) * )
_ de onda (nm) (10° vidaa
Luciferases
cps 37°C
Controle ZnS0O, CdSOq4 Hg2Cl> pH 6
mg™) (Horas)
All** 573 10 20 24 32 40 <1
Amy 549 4 29 33 34 890 12
Bic** 567 ~22 ~36 ~31 47 10 <1
Crt 564 17 22 44 47 617 <1
Mac 573 9 19 34 37 1198 15

Fonte: adaptado de VIVIANI; PELENTIR; BEVILAQUA, 2022 e MOREIRA et al., 2022.
* Em relag&o ao controle; **valor referente a 1 mM do metal
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5.2. A Luciferase emissora de luz laranja do fengodideo Euryopa
clarindae

A luciferase de adultos de E. clarindae (Fig. 18), um raro vagalume fengodideo
encontrado no Cerrado brasileiro e uma das poucas espécies que produzem luz
laranja-avermelhada, foi recentemente clonada, sequenciada em vetor pSport e, neste
trabalho de mestrado, caracterizada (VIVIANI et al., 2023).

Figura 18. Fengodideo emissor de luz laranja: (A) Macho adulto de Euryopa clarindae; (B) Individiduo
adulto de E. clarindae exibindo bioluminescéncia no corpo; (C) Individiduo adulto de E. clarindae
exibindo bioluminescéncia na cabeca (VIVIANI et al., 2024).

5.2.1. Efeito do pH na atividade bioluminescente

O pH ¢6timo da luciferase de E. clarindae esta ~9,0 (Fig. 19), numa regido mais
alcalina do que o da maioria das luciferases de besouros (VIVIANI et al., 2008;
PELENTIR et al., 2019). Além disso, esta luciferase tem alta atividade numa ampla
faixa de pH em relacédo a outras luciferases, ja que mantém mais de 60 % de atividade
entreopH 7,5e 9,0.
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Figura 19. Efeito do pH na atividade bioluminescente da luciferase de E. clarindae. Fonte: autoria

propria.

5.2.2. Propriedades cinéticas

Afinidade pelos substratos. O Kmda luciferase de E. clarindae para luciferina
foi alto, cerca de 93 uM. e para o ATP foi 169 uM (Tab. 4). O valor do Km para luciferina
é cerca de 5 vezes maior que o da luciferase emissora de luz vermelha da cabeca de
P. hirtus e 5 vezes menor que o da luciferase emissora de luz verde do corpo de P.
vivianii, ambas também da familia Phengodidae. Assim, estes valores séo
intermediarios entre os valores das luciferases verdes de lanternas laterais de P.
vivianii e da luciferase vermelha da cabeca de P. hirtus (VIVIANI et al, 2023).

Quando comparada as luciferases de lampirideos, o Km da luciferase de E.
clarindae para LH2 é bem maior que nas luciferases de A. vivianii, Macrolampis sp2,
P. pyralis, A. lineatum AL1l. Em contrapartida, o Km para ATP da luciferase de E.
clarindae é menor que na luciferase de P. pyralis, porém maior que nas luciferase de
A. vivianii, Macrolampis sp2, A. lineatum (PELENTIR et al., 2019; MOREIRA et al.,
2022; CARVALHO et al., 2020).



Tabela 5. Comparacao de propriedades estruturais e cinéticas de diferentes luciferases de
coledpteros.

Luciferase N° pH tie Kwm Kwm Amax Aplicacdes efetivas
residuos (s) LH> ATP  (nm) ou potenciais
(HM)  (UM)

Lampyridae

Photinus pyralis 550 78 28 5 250 560 Reagente
bioanalitico, Gene
reporter, sensor
celular e bioimagem
em tempo real etc 1.2

Amydetes vivianii 547 8,0 1200 9 9 547 Sensor de cadmio e
indicador de pH
termoestavel 351

Macrolampis sp2 550 82 - 20 83 575 Indicador de pH 5]

Cratomorphus 547 82 - 16 24 564 Indicador de pH,

distinctus biossensor para
mercurio, bioimagem
em tempo real B!

Elateridae

Pyrearinus 543 8.0 115 80 360 538 Gene repérter para

termitilluminans bioimagem,  sensor
light off de metais 671

Pyrophorus 543 85 - 17 160 595

angustus -

Fulgeochlizus 543 9 - 12 140 542

bruchi -

Ragophtalmidae

Ragophtalmus 543 110 1300 - 554 Gene reporter @

ohbai

Phengodidae

Phrixotrix  viviani 545 8.0 2310 64 330 548

(L) -

Phrixotrix hirtus (L) 545 8.0 300 45 260 563 -

Phrixotrix hirtus (H) 546 35 7 230 623 Gene repérter para

bioimagem em tecidos

pigmentados [
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Euryopa clarindae 548 85 42 93 169 600 Gene repoérter em

sistemas mudltiplos 120

Fonte: Adaptado de [l De WET et al., 1987; 2 BRANCHINI et al., 2010; B PELENTIR et al., 2019,
GABRIEL; VIVIANI, 2014; B! VIVIANI et al., 2022; 6] NAKAJIMA et al., 2010; [l GABRIEL; LOPES;
VIVIANI, 2014; B NAKAJIMA et al., 2005; [¥1 NAKAJIMA et al., 2004; (19 VIVIANI et al., 2024.

5.2.3. Espectro de bioluminescéncia

O espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de E.clarindae em pH 8,0
tem seu pico em 600 nm (Fig. 20), sendo, portanto, uma das luciferases com luz mais
deslocada para o vermelho entre as luciferases de coledpteros. Entre as luciferases
emissoras de luz laranja clonadas até o momento, que eram oriundas de espécies de
elaterideo Pyrophorus, esta é aquela com o espectro mais deslocado para o vermelho.
Por ser pH-insensitiva, ensaios em diferentes pHs ndo mostraram mudanca
significativa no pico de emissao.

100
80 1
60 -

40 -

Intensidade relativa (%)

20 4

450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Euryopa clarindae e imagem da
bioluminescéncia in vitro na presencga de D-luciferina, magnésio e ATP (VIVIANI et al, 2023).

5.3. Subclonagem, expressao e propriedades da luciferase
purificada de E. clarindae

Embora a luciferase ja tenha sido clonada, sequenciada e caracterizada em
extratos brutos, uma caracterizagdo mais detalhada com a luciferase purificada foi

necessaria, especialmente para determinar as propriedades cinéticas com mais
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exatiddo. Assim, o cDNA da luciferase de E. clarindae que estava em vetor pSport foi
subclonado em vetor pCold Il (Takara) possibilitando que esta enzima fosse expressa
em maiores niveis em bactérias E. coli BL21-DE3 e assim possibilitando sua
purificacdo, e uma caracterizacdo mais detalhada de suas propriedades cinéticas.
Dessa forma, foi possivel comparar os parametros cinéticos da luciferase de E.
clarindae em extrato bruto e a enzima purificada. A atividade especifica das amostras
purificadas foi de ~1,0 x 10! cps/mg e sua constante catalitica (kcat), sendo de 1.2 x
107 cps (Tab. 5), sendo valores altos quando comparados aqueles de outras

luciferases de fengodideos.

Tabela 6. Propriedades cinéticas da luciferase no extrato bruto e purificada.

Luciferase Amax Kwm (M) Aesp (10° Kcat Keat/Km  Keat/Km LH2
[Meia- cps mg™) (10°® ATP (c.st.uMY)
banda] LH, ATP cps) (c.s
(hm) Lum)

Extrato bruto 600 93 169 -~2,0 - - -

(pSport-Eury)

Purificada (pCold- 600 70 170 102+5,5 12+0,6 0,07 0,17

Eury)

Fonte: autoria propria.

A enzima parcialmente purificada, apresenta valores de Kwm ligeiramente
menores para a luciferina e idéntico para o ATP em relacdo aos valores determinados
para 0s extratos brutos. Estas diferencas sdo esperadas, considerando que os
extratos brutos contém outras proteinas e eventualmente inibidores que podem afetar
a cinética da luciferase.

Como esperado, o espectro de bioluminescéncia da forma purificada da

luciferase nédo sofreu nenhuma mudanca.

5.3.1. Aplicabilidade bioanalitica potencial da luciferase de Euryopa
clarindae

Considerando que a luciferase de E. clarindae apresenta uma atividade
especifica alta e um espectro de emissao na regiao do laranja, o gene desta enzima
poderia ser utilizado em conjunto com os genes de luciferases emissoras de luz verde

e vermelha, em sistemas reporteres bioluminescentes triplos, que permitem monitorar
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a expressao de trés genes simultaneamente por meio da intensidade de luz verde,

laranja e vermelha.

6. CONCLUSOES

A clonagem e caracterizacdo de novas luciferases de besouros sao
necessarias para prospectar novas aplicacdes bioanaliticas. Neste contexto, nesta
dissertacdo apresentamos a expressao em bactérias, purificacao e caracterizacédo de
duas novas luciferases, a luciferase pH-sensitiva do lampirideo Cratomorphus
distinctus e e a luciferase emissora de luz laranja do fengodideo Euryopa clarindae.

A luciferase do vagalume lampirideo C. distinctus apresenta atividade
especifica e eficiéncias cataliticas altas comparaveis a outras luciferases de
lampirideos. Além disso, também possui alta sensibilidade ao pH e uma seletividade
maior ao mercurio quando comparada a outros metais toxicos e outras luciferases.
Estas propriedades bem como sua instabilidade, conferem a esta luciferase
potencialidades bioanaliticas como indicador de pH e gene repérter para analisar
processos em tempo real, e também como como proteina sensora para detec¢éo e
quantificacdo raciométrica de mercurio.

A luciferase emissora de luz laranja do fengodideo Euryopa clarindae é a
segunda luciferase com espectro mais deslocado para o vermelho a ser clonada até
0 momento, logo depois da luciferase vermelha de Phrixotrix hirtus. Suas propriedades
cinéticas com Kwus e espectros de bioluminescéncia sdo intermediarias entre as
luciferases emissoras de luz verde e vermelha de fengodideos, indicando que esta
luciferase possa ser um intermediario evolutivo entre as luciferases emissoras de luz
verde e vermelha de fengodideos. Por isso, esta luciferase constitui um bom objeto
de estudo para melhor entender a relacdo entre estrutura das luciferases e espectros
de bioluminescéncia, e os mecanismos de modulacdo de cores das luciferases de
coledpteros. Além disto, esta luciferase, por emitir luz laranja, pode servir como um
bom gene reporter para sistemas triplos que usam luciferases emissoras de luz verde,

laranja e vermelha.
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7. PERSPECTIVAS
O presente trabalho abre a possibilidade de realizar os seguintes estudos:

e Mutagénese sitio-dirigida na luciferase de C. distinctus para aprimorar sua
estabilidade e avaliar seu uso como indicador de pH intracelular de mamiferos,
visando sua aplicacdo em bioimagem;

¢ Realizar estudos de mutagénese sitio-dirigida com a luciferase de E. clarindae
para estudar o mecanismo de modulacdo de cores nas luciferases de
fengodideos;

e Avaliar a atividade e espectro de emisséo da luciferase de E. clarindae com
amino-andalogos de luciferina para obter informacdes sobre seu sitio ativo;

e Avaliar a aplicabilidade da luciferase de E. clarindae em sistemas reporter
bioluminescentes triplos, que permitem monitorar a expressdo de até trés

genes, baseado na intensidade de luz verde, laranja e vermelha emitidas.

8. PRODUCAO CIENTIFICA

Artigo publicado: Viviani, V. R., Benites, G. R., Souza, D. R., Pelentir, G. F., Reis, R.

M., Bechara, E. J., & Tomazini, A. (2023). The orange light emitting luciferase from the
rare Euryopa clarindae adult railroadworm (Coleoptera: Phengodidae):
structural/functional and evolutionary relationship with green and red emitting

luciferases. Photochemical & Photobiological Sciences, 1-13.
Artigo em preparacgéo
BENITES, Gabrielle R., PELENTIR, Gabriel F., VIVIANI, Vadim R. Prospecting

Cratomorphus distinctus firefly luciferase as a sensor of heavy metals and pH:

comparison with other color tuning luciferases.
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