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RESUMO

Bioluminescéncia, a emissdo de luz fria e visivel por organismos vivos &€ amplamente
utilizada em biossensores. Luciferases de vagalumes e seus genes estdo entre 0s genes
repOrteres mais utilizados em biossensores bioluminescentes. Luciferases de vagalumes sdo
sensiveis ao pH, apresentando um deslocamento do espectro de bioluminescéncia para o
vermelho na presenca de metais, em temperaturas elevadas e pH acido, sendo esta Ultima
propriedade considerada sem utilidade para a maioria das aplicac@es analiticas. Atualmente a
maioria dos biossensores luminescentes para metais e pH séo fluorescentes, poucos deles sdo
raciométricos baseados nas mudancas espectrais. Biossensores bioluminescentes apesar de
serem menos comuns, possuem algumas vantagens como baixo background e ndo necessitam
de irradiacdo com luz UV, ndo causando fotodanos as células. Os objetivos desse projeto
foram: (1) investigar a aplicabilidade de uso da luciferase do vagalume Macrolampis sp2 e
outras luciferases pH-sensitivas como biossensor espectral raciométrico intracelular de pH;
(11) aplicar esses biossensores raciométricos de pH em células de mamiferos para investigar
sua fisiologia em tempo real e (1) desenvolver, por engenharia da regido sensora de pH da
luciferase de Macrolampis sp2, um biossensor raciométrico especifico para metais.
Obtivemos uma relacdo entre o pH e a razdo da bioluminescéncia nas regides do verde e do
vermelho do espectro, permitindo estimar raciometricamente o pH intracelular de bactérias e
células de mamiferos. Além disso, confirmamos seu uso para imagem celular de pH, e
observamos que ocorre uma alcalinizacdo do citosol e nucleo durante os processos de diviséo
celular e apoptose. Demonstramos a aplicabilidade das luciferases de vagalumes, em especial
a luciferase de Macrolampis sp2, como biossensor raciométrico para metais e pH intracelular.
A existéncia de uma relacdo linear entre a concentracdo de metais como cadmio, mercdrio e
zinco, e a razao da bioluminescéncia nas regides do verde e do vermelho do espectro, permitiu
também estimar raciometricamente pela primeira vez concentragdes de metais menores que
100 pM, possibilitando o uso de luciferase de vagalumes como indicador de

biodisponibilidade de metais toxicos e potencialmente toxicos.

Palavras-chave: luciferases de vagalumes, gene reporter, biossensor para metais, biossensor

de pH, biossensores bioluminescentes raciométricos



ABSTRACT

Bioluminescence, the emission of visible light by living organisms is widely used in
biosensors. Firefly luciferases and genes are among the most used reporter gene in
bioluminescent biosensors. Firefly luciferases are pH-sensitive, exhibiting a red shifted
bioluminescence spectra on the presence of metals, high temperatures and acidic pH, being
this last property considered unusual for the most analytical applications. Nowadays most
luminescent biosensors to metals and pH are fluorescent, and few of them are ratiometric
based on spectral changes. Bioluminescent biosensors despite been less common, have same
advantages as low background and does not need UV light irradiation, bring no photodamage
to the cell. The aim of this project was: (1) study the applicability of the use of Macrolampis
sp2 firefly luciferase and other pH-sensitive luciferases as spectral intracellular ratiometric pH
biosensor; (1) apply these pH ratiometric biosensors in mammalian cells to investigate its
physiology in real time and (lll) developing, by engineering the pH sensor region of
Macrolampis sp2 firefly luciferase, a ratiometric biosensor specific to metals. We obtained a
relation between the pH and the ratio of the bioluminescence at green and red region of the
spectra, allowing estimate ratiometrically the intracellular pH of bacteria and mammalian
cells. Besides that, we confirmed its use to cellular image of pH and observed that occurs an
alkalinization of the cytosol and nucleus during cell division and apoptosis. We demonstrate
the applicability of firefly luciferases, in special the luciferase of Macrolampis sp2, as a
ratiometric biosensor to metals and intracellular pH. The existence of a linear relationship
between the concentrations of metals like cadmium, mercury and zinc, and the ratio of the
bioluminescence at green and red region of the spectra, allowed also estimate ratiometrically,
for the first time, concentrations of metals less than 100 uM, enabling the use of firefly

luciferases as bioavailability indicator to toxic and potential toxic metals.

Key-words: firefly luciferases, reporter gene, metal biosensor, pH biosensor, bioluminescent

ratiometric biosensors
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1 INTRODUCAO
1.1 BIOLUMINESCENCIA

Bioluminescéncia, emissdo de luz fria e visivel por organismos vivos, ocorre em
diversos organismos, como bactérias, dinoflagelados, anelideos, celenterados, crustaceos,
insetos, entre outros (HASTINGS, 1983). Dentre os insetos, ocorre principalmente entre os
dipteros, colémbolos e coledpteros (HERRING, 1978; VIVIANI, 2002; VIVIANI et al.,
2006); sendo que nestes ultimos é encontrada especialmente na superfamilia Elateroidea
(LAWRENCE & NEWTON, 1995), que inclui as familias de besouros Lampyridae,
Phengodidae e Elateridae (CROWSON, 1972).

A bioluminescéncia € uma forma especial de quimioluminescéncia bioldgica
catalisada por enzimas chamadas de luciferases encontradas em alguns organismos vivos, a
qual resulta na producdo de luz visivel a outros organismos, sendo uUtil como meio de
comunicacdo bioldgica (VIVIANI et al., 2006).

Estudos bioquimicos evidenciaram que as luciferases e as luciferinas possuem
composigdes quimicas e estruturas moleculares diferentes, respectivamente, em diversos taxa
(HASTINGS, 1983).

Em besouros, a reacdo bioluminescente catalisada pela enzima luciferase envolve duas
etapas: (1) a adenilacdo da luciferina na presenca de Mg**-ATP, formando adenilato de
luciferina (luciferil-AMP como um intermediario ligado a enzima) e pirofosfato, e (2) a
oxidagdo do adenilato de luciferina por oxigénio molecular (O2) gerando um intermediério
peroxidico, que se cliva produzindo dioxido de carbono (CO;) e oxiluciferina num estado
eletronicamente excitado. Um foton de luz visivel é entdo emitido durante a transicdo do
estado excitado para o estado fundamental (Esquema 1 e Fig. 1) (MCELROY & DeLUCA,
1978; WILSON & HASTINGS, 1998).

Esquema 1. Etapas da reacdo bioluminescente catalisada pelas luciferases de vagalumes. Adaptado de:
MCcELROY & DeLUCA, 1978.

1) Luciferina + ATP + Mg~ lig&) Adenil-luciferina + Pirofosfato + H,O

2) Adenil-luciferina + O, _oxigenase , [Peroxi-luciferina] + AMP
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Figura 1. Mecanismo da bioluminescéncia catalisado pelo sistema luciferina-luciferase. Fonte: BRANCHINI et
al., 2003.

1.1.1 Luciferases de Vagalumes: Estrutura e Funcao

As luciferases de besouros sdo polipeptideos de cerca de 540-550 residuos de
amino&cidos, compartilhando de 45% a 99% de identidade a nivel de estrutura primaria. Elas
apresentam um grau de identidade de 60% a 99% dentro da mesma familia (WOOD, 1995;
UGAROVA & BROVKO, 2002; VIVIANI 2002; BECHARA & VIVIANI, 2015).

Os cDNAs que codificam uma ampla variedade de luciferases das familias
Lampyridae, Elateridae e Phengodidae foram clonados e sequenciados (TATSUMI et al.,
1989; 1992; WOOD et al., 1989; KAJIYAMA & NAKANO, 1991; DEVINE et al., 1993;
OHMIYA et al., 1995; SALA-NEWBY et al., 1996; LI et al., 1997; VIVIANI et al., 1999a;
1999b; 2004; 2005; 2011; ALIPOUR et al., 2004; BRANCHINI et al., 2006; EMAMZADEH
et al., 2006; AMARAL et al., 2012; 2016), as quais emitem luz de diversas cores,
dependendo da luciferase, uma vez que a luciferina é a mesma nas trés familias (VIVIANI &
BECHARA, 1993).

As estruturas tridimensionais das luciferases de Photinus pyralis (CONTI et al., 1996)
e Luciola cruciata (NAKATSU et al., 2006) foram resolvidas por cristalografia de raios X na
auséncia e presenca de analogos de luciferina e produtos, respectivamente, e residuos do sitio-
ativo foram identificados a partir destas estruturas (BRANCHINI et al., 2003).

A cor da bioluminescéncia do vagalume é determinada pelo microambiente do sitio-
ativo da enzima, sendo que os espectros de bioluminescéncia podem ser afetados de duas
maneiras. Uma delas € por interacfes especificas que ocorrem dentro do sitio-ativo com a
oxiluciferina excitada, que podem controlar processos como tautomerizacao ceto-enol ou as
formas hibridas de ressonancia da oxiluciferina (BRANCHINI et al., 2003). Outra maneira €
por alteragcdes de sua conformacéo, as quais também podem afetar a polaridade e interacdes
especificas (VIVIANI et al., 2008b). A conformagdo “fechada” do sitio-ativo resulta em

luminescéncia verde-amarelada, ao contrario da conformagdo ‘“aberta”, que promove a



entrada de &gua no sitio-ativo em baixos pHs, resultando numa luminescéncia vermelha
(NAKATSU et al., 2006; KOKSHAROV & UGAROVA, 2008; VIVIANI et al., 2008b,
2014).

As luciferases de coledpteros sdo classificadas funcionalmente em pH-sensitivas e pH-
insensitivas (VIVIANI & BECHARA, 1995). Nas luciferases pH-sensitivas, que € o caso da
luciferase de lampirideos (ex. Amydetes vivianii, Cratomorphus distinctus, Macrolampis sp2,
P. pyralis), o espectro de emissdo de bioluminescéncia sofre deslocamento para o vermelho
em pH é&cido, temperaturas elevadas e/ou na presenca de cations de metais como zinco,
chumbo, mercurio. J& as luciferases pH-insensitivas, que é o caso das luciferases de
elaterideos e fengodideos (ex. Phrixothrix vivianii, Pyrearinus termitilluminans), o espectro
de bioluminescéncia nao sofre esse deslocamento (VIVIANI & BECHARA, 1995; VIVIANI
etal., 1999a, 1999b).

Foi sugerido que as diferentes cores da bioluminescéncia das luciferases de vagalumes
pH-sensitivas podem ser explicadas pelas mudangas na razdo entre as duas espécies
emissoras, enquanto 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; 2008a). De fato, estudos posteriores mostraram que o rendimento quéntico da
emissdo de luz verde diminui com o pH, enquanto que o rendimento quantico de luz vermelha
permanece constante (ANDO et al., 2008; NIWA et al., 2010). Entretanto, a identidade dos
emissores ainda ndo esta totalmente elucidada. Embora estudos iniciais sugerissem que a
forma “ceto” da oxiluciferina excitada emitiria luz vermelha, e a forma “enol” luz verde
amarela (WHITE et al., 1968; BECHARA & VIVIANI, 2015), dados experimentais e
tedricos sugerem que a forma “ceto” é o Unico emissor plausivel, e que as cores de
bioluminescéncia sdo moduladas a nivel de interacdes do grupo fenolato (HIRANO et al.,
2012, VIVIANI et al., 2013). Portanto, 0 mecanismo bésico para a determinacdo da cor da
bioluminescéncia ndo € idéntico entre as luciferases pH-sensitivas e pH-insensitivas
(VIVIANI et al., 2001).

1.1.2 Determinantes Estruturais da Sensibilidade ao pH em Luciferases de Vagalumes
Sugeriu-se, por meio da comparacdo das sequéncias das luciferases pH-sensitivas e

pH-insensitivas, 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. Isso gera duas espécies emissoras, cada uma dependente de uma conformacédo do



sitio-ativo. J& a insensibilidade ao pH resulta de uma maior rigidez do sitio-ativo, devido a sua
maior estabilizacdo (VIVIANI, 2002; VIVIANI et al., 1999b; 2008b).

Alguns loops entre residuos de aminoacidos na estrutura das luciferases tém papel
determinante nos espectros de bioluminescéncia. O loop entre os residuos 223 e 235 tem um
papel fundamental na estabilizacdo do sitio-ativo e, consequentemente, na determinacao das
cores da bioluminescéncia e da sensibilidade ao pH (VIVIANI et al., 2007; 2008a). E 0 mais
longo nas luciferases de besouros, estando localizado na superficie da estrutura tridimensional
da luciferase, possuindo algumas substituicdes dependendo da luciferase. Apesar dele nédo
estar no sitio-ativo da enzima, conecta os subdominios A e B da luciferase, ajudando a fixar
parte do sitio-ativo da luciferase, sendo estabilizado por interacbes polares e efeito
hidrofébico dos residuos 227(Y/F/V)G(N/T)229 com residuos do sitio de ligacdo da
luciferina, e ajuda a manter uma conformacdo do sitio-ativo “fechada” e hidrofdbica,
favoravel para a emissdo de luz verde (VIVIANI et al., 2008a).

Também foi identificado o loop entre os residuos 352 e 361 como importante para a
modulacdo dos espectros de bioluminescéncia (WOOD, 1995; VIVIANI et al., 2005).
Mutagéneses sitio-dirigidas nesse loop evidenciaram a importancia dos residuos E354 (N354
na luciferase de Macrolampis sp2) (VIVIANI et al., 2005) e R356 (TAFRESHI et al., 2007)
na modulacédo dos espectros de bioluminescéncia de diferentes luciferases.

Esses dois loops descritos interagem com os residuos S284/E311/R337 por meio de
uma rede de ligacdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas. Uma ponte salina entre E311 e
R337 constitui 0 cerne desta rede de interacdes, e sugeriu-se que essa rede de interacGes entre
os dois loops, E311 e R337 constituam o sensor de pH (Fig. 2) (VIVIANI et al., 2008a).
Aparentemente, essas interacdes sdo propensas a serem desestabilizadas ou enfraquecidas por
alteracdes do pH e da temperatura, modulando as cores da bioluminescéncia nas luciferases
pH-sensitivas. Porém, nas luciferases pH-insensitivas, elas sdo mais fortemente estabilizadas
pelas intera¢Oes hidrofobicas com os residuos 227 e 229 citados anteriormente, contribuindo
para essa insensibilidade ao pH (VIVIANI et al., 2007; 2008a).



Figura 2. Modelo da estrutura tridimensional da luciferase de Macrolampis sp2 mostrando o loop entre os
residuos 223-235 e a rede de interacdo com os residuos E311 e R337: (A) luciferase de Macrolampis sp2
mostrando o loop 223-235 (verde) e o loop 352-361 (magenta) e (B) zoom mostrando o loop entre os residuos
223-235, a rede de ligacdes de hidrogénio e oxiluciferina (amarelo); e (C) zoom do modelo tridimensional da
luciferase de C. distinctus mostrando o residuo E354 interagindo com o residuo H310. Adaptado de: VIVIANI et
al., 2005; 2008b.

Mudangas no espectro de emissdo também sdo observadas quando ha mutagdes fora
do sitio-ativo da enzima que podem afetar a polarizabilidade deste. Sendo assim, o
deslocamento do espectro de emissdo na regido do vermelho ocorre quando o sitio-ativo esta
bastante polarizado, o0 que permite uma rapida reorganizacdo das moléculas de solvente em
torno da oxiluciferina excitada, diminuindo a energia do estado excitado (UGAROVA &
BROVKO, 2002). Esse deslocamento também pode ocorrer quando hé a insercao de residuos
béasicos de aminoéacidos com uma cadeia lateral carregada positivamente no loop flexivel da
luciferase (MORADI et al., 2009).

As diferentes cores das luciferases de vagalumes também podem ser explicadas pelas

mudancas na razdo entre as duas espécies emissoras e perturbacdes no ambiente desses dois



emissores. As luciferases pH-sensitivas possuem uma maior quantidade de residuos de
glicina, enquanto que o numero de residuos de histidina € igual tanto nas luciferases pH-
sensitivas e nas luciferases pH-insensitivas. Uma menor quantidade de residuos de glicina e
maior quantidade de residuos hidrofobicos aumentam a rigidez da enzima e,
consequentemente, a insensibilidade ao pH. Esse carater hidrofébico é ligeiramente superior
na regido entre os residuos 220 e 344 nas luciferases pH-insensitivas, ajudando a estabilizar a
proteina, deixando o sitio-ativo mais rigido comparado com as luciferases pH-sensitivas
(VIVIANI et al., 2008b).

1.1.3 Luciferase pH-sensitiva de Macrolampis sp2

O cDNA da luciferase de Macrolampis sp2 foi clonado, possui 1695 pb, sendo sua
fase de leitura aberta de 1650 pb, com 550 residuos de aminoacidos (VIVIANI et al., 2005).
Ela possui 91% de identidade com a luciferase de P. pyralis, 83% com a de C. distinctus
(VIVIANI et al., 2005), 78% com a de A. vivianii (VIVIANI et al., 2011), e uma menor
identidade com a de Luciola sp, sendo seu o pH étimo (pH 8,2) um pouco maior do que o das
outras luciferases.

O residuo 354, que na maioria das luciferases pH-sensitivas é representado por um
glutamato, € substituido por uma asparagina na luciferase de Macrolampis sp2. Foi
demonstrado que esta substituicdo E354N na luciferase de Macrolampis sp2 é diretamente
responsavel pelo ombro na regido do vermelho encontrado naturalmente nessa luciferase.
Esse residuo esta localizado no loop flexivel 352TPEGDDKP358, 0 qual conecta 0 motivo
grampo-B T343-1351, um importante determinante da bioluminescéncia verde-amarelada no
subdominio C. De fato, a mutacdo N354E na luciferase de Macrolampis sp2 foi responsavel
pela remoc¢do do ombro na regido do vermelho, resultando em um espectro mais estreito com
pico de emissdo muito proximo do espectro de P. pyralis. Comparativamente, a mutacédo
E354N resultou num espectro mais largo. Isso indica que esse residuo esta diretamente
envolvido na sensibilidade adicional encontrada no espectro da luciferase de Macrolampis sp2
(VIVIANI et al., 2005).

Em pH acido, o residuo E354 interage com o residuo H310 por meio de uma ponte
salina tanto na luciferase de P. pyralis quanto na de C. distinctus. Ja na luciferase de
Macrolampis sp2, o residuo N354 ndo interage com o residuo H310, pois N354 ndo tem carga
negativa para interagir com a histidina protonada. De acordo com o0s autores, essa falta de
interacdo poderia deslocar o loop flexivel 352TPEGDDKP358, abrindo a cavidade do sitio-

ativo e afastando parte do subdominio B, onde estd localizado o residuo H310. Isso



promoveria a entrada de &gua, favorecendo a emissdo de luz vermelha. Essa abertura do sitio-
ativo também ocorre em pH é&cido, tampéo fosfato e altas temperaturas (VIVIANI et al.,
2005).

Ao contrario da luciferase de Macrolampis sp2, o espectro de bioluminescéncia da
luciferase de C. distintus em pH acido tem um ombro na regido do verde que ndo é observado
nos espectros das luciferases de Macrolampis sp2 e de P. pyralis, indicando que a razdo entre
as emissdes de luz verde e vermelha é diferente nessas trés luciferases pH-sensitivas, sendo
essa razdo entre as emissdes 0 maior determinante dos espectros de bioluminescéncia de
vagalumes. Essa razéo esta em funcdo do pH, temperatura e da presenca de cations de metais
divalentes que afetam o pK, de residuos envolvidos em interacGes do sitio-ativo (VIVIANI et
al., 2005).

1.2 APLICACOES BIOANALITICAS DA BIOLUMINESCENCIA

As luciferases de vagalumes e sua bioluminescéncia sdo utilizadas em diversas
técnicas analiticas, como ensaios com gene repdrter e ensaios rapidos de ATP, e ensaios de
dosagem de é&cidos graxos (NAKAJIMA et al., 2004; 2005; MARQUES et al., 2015;
MORCIANO et al., 2017). Porém, a baixa estabilidade da enzima, intolerancia ao pH, rapida
perda de atividade em temperatura ambiente e a baixa atividade especifica limitam as
aplicacdes (CAMPBELL, 1988; ASAI et al., 2007; MICHELINI et al., 2007; IMANI et al.,
2010 MIRASOLI & MICHELINI, 2014). Alteracbes na estrutura enzimatica como o0 aumento
do empacotamento hidrofébico, introducdo de ligacdes de hidrogénio, pontes salinas e pontes
dissulfeto podem aumentar a estabilidade enzimatica. Além disso, 0 uso de estratégias de
engenharia genética e o desenvolvimento de métodos bioanaliticos ultrassensiveis ajudam a
melhorar o emprego dessas enzimas (IMANI et al., 2010).

Apo6s a clonagem do cDNA de luciferases de vagalumes, surgiram novas aplicacfes
que utilizam o gene da luciferase como um dos mais sensiveis repOrteres para expressao
génica em células vivas e tecidos (NAYLOR, 1999; SALA-NEWBY et al., 1999;
BRANCHINI et al., 2005; NAKAJIMA et al., 2005; 2010; VIVIANI & OHMIYA, 2006).
Dentre elas, o uso das luciferases Rhagophthalmus ohbai e P. termitilluminans como gene
reporter tricolor (emissdo de luz verde, laranja e vermelha) para monitoramento de maultiplas

expressdes génicas com o uso de um Unico substrato, a luciferina (NAKAJIMA et al., 2005).



1.2.1 Luciferases de Interesse Aplicado

O Brasil é o pais com a maior diversidade de espécies luminescentes no mundo, entre
elas 0s vagalumes e as chamadas larvas “trenzinho”, que emitem luz em duas cores. Varias
luciferases novas foram clonadas pelo grupo de pesquisa do Prof. Viviani (VIVIANI et al.,
1999a; 1999b; 2004; 2005; 2011; AMARAL et al., 2012; 2016) e vém sendo investigadas sob
0s aspectos estruturais e funcionais por meio de estudos de mutagénese sitio-dirigida,
identificando residuos e regibes importantes para a determinacdo das cores de
bioluminescéncia (VIVIANI, 2002; VIVIANI et al., 1999a; 2001; 2007; 2008b; 2013). As
luciferases emissoras de luz verde e vermelha de P. termitilluminans e Phrixotrix hirtus,
respectivamente, vém sendo empregadas para imagear células de mamiferos e ja apresentam
aplicacdo efetiva na forma de kits de genes reporter tricolor (NAKAJIMA et al., 2004; 2005;
2010). A luciferase de Macrolampis sp2 e sua sensibilidade espectral sdo objeto de patente
(VIVIANI, 2006), e vem sendo utilizada para o desenvolvimento de biossensores para estudos
de bioprospeccao e toxicidade (GABRIEL et al., 2014).

Apesar da necessidade da adicdo do substrato luciferina, de um ambiente aerébio e da
presenca de ATP, o uso da luciferase do vagalume como gene reporter é bastante sensivel
para uso em células de mamiferos. Ja a luciferase bacteriana (gene lux), que ndo requer a
adicdo de nenhum substrato, e instavel ao calor, tornando seu uso limitado em celulas de
mamiferos (DAUNERT et al., 2000; YAGI, 2007).

1.3 BIOSSENSORES

Biossensores sdo dispositivos analiticos que combinam o reconhecimento biolégico de
uma substdncia de interesse (analito) e a transducdo da resposta da interacdo
biossensor/analito num sinal mensuravel, permitindo uma analise quantitativa pela proporcao
do sinal perante a concentragdo das substancias de interesse. Segundo a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) biossensor é um “dispositivo que usa reacfes
bioquimicas especificas, mediadas por enzimas isoladas, anticorpos, tecidos, organelas ou
células, de forma a detectar compostos quimicos, através de sinais elétricos, térmicos ou
opticos” (IUPAC, 1997). Suas vantagens estdo na facilidade de preparo, quantidade minima
necessaria da amostra a ser analisada, facil armazenamento, boa reprodutibilidade,
seletividade e sensibilidade, custo relativamente baixo, rapido tempo de resposta e longo
tempo de meia-vida (CHIEN-YUAN & KARUBE, 1992; GOMES & REBELO, 2003;
BUONASERA et al., 2011; ARORA, 2013).



Existem dois tipos de biossensores, os quais dependem do modo de geragdo do sinal:
sensor de bioafinidade direta e biossensor enzimatico. O sensor de bioafinidade direta detecta
as substancias a partir da ligacdo com o analito, resultando numa alteracdo conformacional da
biomolécula ou alteracdo fisica do meio de imobilizacdo. J& no biossensor enziméatico, uma
enzima, que geralmente € imobilizada, reconhece o substrato, seguido pela conversdo no
produto que € detectado. Dentro desses dois tipos de biossensores, estdo 0s biossensores

luminescentes, quimicos e cataliticos (PATACAS, 2007).

1.3.1 Biossensores Luminescentes

Os biossensores luminescentes dividem-se em fluorescentes, quimioluminescentes e
bioluminescentes. Dentre eles, grande parte é baseada na fluorescéncia da GFP (proteina
fluorescente verde) e suas variantes, 0os quais sdo bastante sensiveis e seletivos, sendo a
maioria caracterizada pela alteracdo na intensidade da fluorescéncia. Porém, como uma
andlise raciométrica, que se baseia no uso de uma razao de intensidade de emissdo de luz em
dois comprimentos de ondas distintos do espectro, fornece uma resposta mais sensivel e
especifica, o desenvolvimento de biossensores raciomeétricos baseados nas diferentes emissoes
da fluorescéncia esta em expansdo (BIZZARRI et al., 2006; LIAO et al., 2006; MAHON et
al., 2011; MARSULLO et al., 2014; HAN et al., 2014). Além dos biossensores fluorescentes,
luciferases bacterianas oriundas de bactérias do género Vibrio e seu gene lux também sao
utilizadas em biossensores, sendo essas empregando como substrato da enzima o FMNH,. No
caso das bactérias bioluminescentes, o ensaio é realizado pela analise da intensidade da
bioluminescéncia que é proporcional a concentragdo do analito (ANKO et al., 2002;
VALTONEN et al., 2002; UMBUZEIRO & RODRIGUES, 2004; ver revisoes
ALHADRAMI, 2017; BOSCH-OREA et al., 2017).

1.3.1.1 Biossensores bioluminescentes

Biossensores bioluminescentes usam luciferases e seus genes para a producdo de luz
de forma quantitativa, podendo ser divididos em enzimaticos ou celulares. Nos enzimaticos, a
luciferase é geralmente imobilizada e utilizada direta ou indiretamente para detectar a
presenca de analitos. J& os celulares sdo construidos pela transformacdo de células com
vetores de expressdo que conttm um gene repdrter que codifica uma proteina
bioluminescente. Esse gene reporter pode estar ou ndo sob controle de um promotor induzivel

por sinais especificos ou ser constitutivo, e expressa luciferase ou fotoproteinas, produzindo
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luz de modo quantitativo a partir da oxidacdo da luciferina pelo oxigénio (TAURIAINEN et
al., 1997; 1998; MIRASOLI et al., 2002).

Ja os biossensores celulares bioluminescentes podem ser do tipo light on, no qual a
luciferase esta sob o controle de um promotor induzivel que € expresso apenas na presenca de
uma substancia especifica; ou do tipo light off, no qual a bioluminescéncia é naturalmente
expressa por um gene repérter, e é inibida por agentes especificos que afetam o metabolismo
celular e reduzem o sinal bioluminescente (TAURIAINEN et al., 1997; 1998; ABD-EL-
HALEEM et al., 2002b; 2006; ELTZOV & MARKS, 2011).

Biossensores bioluminescentes estdo sendo utilizados com sucesso para determinar a
qualidade da agua devido a sua capacidade de analisar substancias na escala micromolar
usando técnicas luminométricas, fotodeteccdo com cameras CCD ou por exposicdo
fotografica (KRATASYUK et al., 2004; SMITH et al., 2000). O sistema bioluminescente do
vagalume norte americano P. pyralis, que emite luz verde-amarela (557 nm) era considerado
0 mais eficiente utilizado como biossensor e para bioimagens (BRANCHINI et al., 2005;
2007). Entretanto, estudos mostram que a luciferase do vagalume brasileiro P.
termitilluminans é mais eficiente (NIWA et al., 2010), mostrando-se particularmente util para
bioimagem de celulas devido a sua emissdo relativamente constante (NAKAJIMA et al.,
2010).

1.3.1.1.1 Biossensores bioluminescentes para toxicidade de agua

Biossensores com base em microrganismos bioluminescentes para monitoramento
ambiental de 4gua sdo bastante apropriados devido a agdo toxica do poluente agir diretamente
sobre a fisiologia celular (WOOD & GRUBER, 1996; ROZEN et al., 1996). Bactérias
naturalmente bioluminescentes do género Vibrio foram as primeiras a serem utilizadas como
organismos-teste de toxicidade e indicadores da qualidade ambiental, sendo esse teste feito
pela inibicdo da bioluminescéncia, a qual depende do substrato FMNH, que é produzido na
respiracdo aerdbica (BILLARD & DUBOW, 1998; HARMEL, 2004; UMBUZEIRO &
RODRIGUES, 2004; RUBINGER, 2009; FUTRA et al., 2014).

Foram desenvolvidos biossensores que utilizam a tecnologia do DNA recombinante,
modificando geneticamente as bactérias para responderem melhor ao estresse fisioldgico ou a
presenca de pequenas moléculas de substancias quimicas, por meio da expressdo da
luciferase, o que torna possivel a realizagdo de ensaios em tempos mais curtos (PELLINEN et
al., 2004; YAGI, 2007).
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1.3.2 Biossensores para Metais

Muitos metais sdo essenciais para a vida na Terra, porém, sua presenca em excesso
torna-se toxica e é responsavel por diversos efeitos adversos na saude e no meio ambiente
(TAVARES & CARVALHO, 1992; YABE & OLIVEIRA, 1998; FERREIRA et al., 2010;
MATOKA et al., 2014). As intoxicacbes por metais sdo causadas principalmente pelo
mercdrio, arsénio, bario, berilio, cddmio, chumbo, aluminio e niquel; os quais afetam as
estruturas das proteinas e enzimas (VIRGA et al., 2007). Os metais também reagem com
outras macromoléculas, ligantes difusores e ligantes presentes em membranas, conferindo a
eles a propriedade de bioacumulacdo e biomagnificacdo. Devido ao alto poder de
contaminacdo dos metais, 0 uso de métodos sensiveis e especificos de detecgdo é essencial
para a determinacdo das concentragdes minimas dos metais em pequenas quantidades de
amostra (TAVARES & CARVALHO, 1992). Existem diversas técnicas para deteccao
quantitativa e qualitativa dos metais em amostras ambientais, mas nessas técnicas a amostra
deve ser decomposta para que ocorra a liberacdo dos ions metalicos na solucdo. Além disso,
necessitam de recursos humanos treinados para manusear os equipamentos, tornando esses
processos caros e pouco factiveis em paises menos desenvolvidos (JORDAO et al., 1990;
SCHUSTER & UNTERREITMAIER, 1993; CORBISIER et al., 1999; PIRES et al., 2004;
VERMA & SINGH, 2005; COTTA et al., 2006; VIRGA et al., 2007; FONTENELE et al.,
2009; FERREIRA et al., 2010; REZENDE et al., 2011; LIN & HUANG, 2014).

Para analise da fracdo biodisponivel de metais, bactérias geneticamente modificadas
com plasmideos contendo a GFP sdo muito utilizadas pelo fato de produzirem um sinal
mensuravel quando em contato com esses ions metalicos. A maioria desses biossensores
expressa um gene repdrter controlado por promotor induzivel por metais e que, portanto,
emite um sinal quando em contato com o metal em particular (LIAO et al., 2006).

A maioria dos biossensores luminescentes € baseada na fluorescéncia da GFP, que
também sdo utilizadas como gene repdrter para analisar a fracdo biodisponivel de metais em
amostras ambientais e em células vivas para estudos de toxicidade ou bioatividade (LIAO et
al., 2006; PENG et al., 2007; GIREESH-BADU & CHAUDHARI, 2012; MARSULLO et al.,
2014; AYDIN et al., 2014; HAN et al., 2014; HOSSEINI et al., 2014; LIU et al., 2014;
ZHANG et al., 2014). Além dos biossensores fluorescentes, luciferases bacterianas também
estédo sendo utilizadas em biossensores do tipo light off. Por outro lado, biossensores baseados
em analises raciométricas do espectro da emissdo sd80 menos comuns, porém possuem

vantagens de serem mais especificos e sensiveis.
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Existem diversos biossensores bioluminescentes bacterianos que utilizam a luciferase
do vagalume para a deteccdo especifica de metais em amostras ambientais (TAVARES &
CARVALHO, 1992; TAURIAINEN et al., 1998; YABE & OLIVEIRA, 1998; IVASK et al.,
2002; 2004; COSTA, 2010; FERREIRA et al., 2010), os quais sdo bastante sensiveis e
permitem a detec¢do da fragdo biodisponivel (TAURIAINEN et al., 2000). Estes biossensores
sdo do tipo light on (TAURIAINEN et al., 1998; 2000; RIETHER et al., 2001; IVASK et al.,
2002; 2004; 2009; KURVET et al., 2011; WOUTERSEN et al., 2011).

1.3.3 Biossensores de pH Intracelular

Células vivas sdo crucialmente dependentes da homeostase do pH, pois a maioria das
proteinas tém faixas especificas de pH nos quais elas podem funcionar (KRULWICH et al.,
2011). O pH intracelular é geralmente mantido constante no citoplasma, enquanto que em
algumas organelas como mitocondria, cloroplastos, peroxissomos e lisossomos podem ocorrer
flutuagdes importantes para sua fungdo celular. O pH é um bom indicador do estado
metabdlico e energético da célula, sendo assim, o controle do pH € critico para muitos
processos celulares, como a sintese de proteinas, atividades enzimaticas, transcri¢cdo do DNA,
entre outros. Portanto, métodos para medir o pH intracelular sdo de extrema importancia.
Além disso, o monitoramento do pH intracelular com alta resolucdo pode ajudar no melhor
entendimento de muitos processos fisioldgicos ou patogénicos que ocorram no interior da
célula (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).

Além das mudancas de pH intracelular serem importantes indicadores da fisiologia
celular, valores anormais de pH estdo normalmente associados com disfuncdo celular e com
algumas doengas, como cancer e Alzheimer. A acidificacdo intracelular tem sido relatada
como uma caracteristica inicial de apoptose em células e disfuncdo mitocondrial. J& o
aumento do pH pode ocorrer devido ao crescimento induzido pelo fator de proliferacéo
celular, progressdo do ciclo celular, diferenciacdo e quimiotaxia. Esse aumento também é
comum em casos de cancer. Por isso, 0 monitoramento do pH em células vivas pode ser
utilizado no diagndstico precoce de doengas (SRIVASTAVA et al., 2007; HU et al., 2014).

Com relacdo a apoptose, ela ocorre para que haja continuidade da vida do organismo.
Ela inicia-se pelo aparecimento dos “sinais de estresse” que sdo detectados pelas
mitocdndrias, que nos vertebrados é o centro responsavel por decidir se a célula entrard ou

ndo nesse processo de morte celular. Caso ocorra a morte celular, a mitocéndria sofre um
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desacoplamento da cadeia respiratdria e libera citocromos para o citosol por meio de uma rede
de reacOes, as quais sao responsaveis pela diminuicdo do pH intracelular (AMARANTE-
MENDES, 2003). A doenca isquémica do coracgdo e a hipoxia leva a uma diminuicdo do pH
citoplasmatico das células para cerca de pH 6,0, portanto, esse baixo pH intracelular pode ser
um indicativo significante de isquemia do miocéardio. Por isso medidas do pH intracelular de
células do miocardio podem ajudar no diagndstico e progndstico precoce da doenca
(CURRIN et al., 1991; LEMASTERS et al., 1998; LIU et al., 2014).

Técnicas para analise do pH em células de mamiferos e células bacterianas foram
originalmente feitas por meio do uso de fluoréforos sensiveis ao pH. Essa técnica consiste em
usar moléculas fluorescentes, como derivados da fluoresceina, capazes de se ligar
reversivelmente ao H*, sendo que essa protonacdo afeta a intensidade da fluorescéncia
(BREEUWER et al., 1996; CONCHA, 2009). A mais importante limitagdo do uso desses
compostos é que a medida do pH intracelular é restrita ao citosol e ao nucleo, enquanto que a
alteracdo do pH ocorre em outras organelas intracelulares que ndo podem ser diretamente
determinadas em células intactas (PORCELLI et al., 2001). Além disso, a maioria das sondas
fluorescentes ndo pode ser usada para monitoramento do pH intracelular, especialmente no
nucleo, devido a sua baixa permeabilidade na membrana (HU et al., 2014). Ademais, esses
corantes fluorescentes de baixo peso molecular podem causar efeitos fototoxicos e afetar a
fisiologia da célula. Um sensor fluorescente de pH ideal deve ter alta especificidade e
sensibilidade, boas propriedades Opticas e rapida resposta do sinal quando ha a mudanga do
pH (KNEEN et al., 1998). Porém, sensores fluorescentes de pH baseados na intensidade da
fluorescéncia dependem da concentracéo total do fluoréforo, tornando dificil determinar se as
alteragdes da fluorescéncia séo devido a alteragdes do pH ou a alteracGes da concentragdo do
indicador (BENCINA, 2013).

O pH intracelular também pode ser medido por microespectrofluorimetria a laser com
0 uso de corantes fluorescentes pH-dependentes, porém, seu uso € especifico para o citosol e
nucleo da célula (SEKSEK & BOLARD, 1996). O uso de corantes &cidos fracos ou reporteres
para andlise do pH também tem a desvantagem de poderem alterar o pH intracelular,
tornando-se dificeis de serem usados com precisdo, além de exigirem tratamentos e diversos
passos de incubacéo antes de medir o pH (van BEILEN & BRUL, 2013).

Mais recentemente, sensores de pH intracelulares de bactérias e de células de
mamiferos estdo sendo baseados na fluorescéncia da GFP proveniente da medusa Aequorea
victoria e suas variantes, nos quais sdo analisada a mudanca de intensidade de fluorescéncia

ou a alteracdo espectral por meio da medida raciométrica, conforme ha mudanca no pH
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(BREEUWER et al., 1996; CUI et al., 2004; LLOPIS et al., 1998; KNEEN et al., 1998;
BIZZARRI et al.,, 2006; CONCHA, 2009; AROSIO et al., 2010; MAHON, 2011;
TANTAMA et al., 2011; QUATRESOUS et al., 2012; van BEILEN & BRUL, 2013; POEA-
GUYON et al., 2013; HU et al., 2014).

A vantagem do uso da GFP e suas variantes é sua capacidade de medir o pH
intracelular especifico. Porém, a desvantagem é que esta proteina é estavel e se acumula no
citoplasma e compartimentos celulares, ndo dando informacdo confiavel para analises em
tempo real. Além disso, por ser fluorescente, necessita de irradiacdo por luz azul, que €
fototOxica, por apresentar problemas como a autofluorescéncia enddgena das células e auto-
absorcdo por células e tecidos (BREEUWER et al., 1996; ASAI et al., 2007; NAKAJIMA et
al., 2010; MAHON et al., 2011; BENCINA, 2013).

Uma vez que a analise raciométrica € mais sensivel, o desenvolvimento de
biossensores raciométricos esta em expansdo. Proteinas fluorescentes foram recentemente
modificadas e usadas para estimar o pH intracelular raciometricamente (BIZZARRI et al.,
2006; MAHON et al., 2011).

A aplicacdo de proteinas bioluminescentes (luciferases ou fotoproteinas) para analise
do pH intracelular é recente. Hattori e colaboradores (2013) construiram um indicador
bioluminescente fotoinativavel baseado na combinacdo da complementagdo de um fragmento
de luciferase com a fototropina-1 (LOV2) para medida da acidificacgdo intracelular. Apesar de
a metodologia ser de potencial aplicabilidade, requer a participacdo de duas proteinas distintas
(complementacdo LOV-2 e luciferase) com diferentes condi¢Bes bioquimicas (ATP e
FMNH,) e fotoirradiacdo usando luz azul com efeitos fotoquimicos potenciais, aumentando a
complexidade da amostra (HATTORI et al., 2013).

1.4 BIOIMAGEM POR BIOLUMINESCENCIA

O uso de sondas bioluminescentes que usem luciferases para relatar eventos celulares
ndo invasivos em longo prazo estd emergindo como uma nova abordagem. Eles possuem a
vantagem de produzir sua propria luz, sem a necessidade de irradiacdo e concorréncia com
outras fontes luminescentes enddgenas, sendo bastante sensivel, com uma reagdo quantitativa
e de baixo background, e que permite analises em tempo real. Além disso, a luciferina, que é
usada como o substrato da enzima luciferase de vagalume, penetra facilmente nas células e é
bastante estavel, o que torna o ensaio de bioluminescéncia melhor do que 0s ensaios com
fluorescéncia (NAKAJIMA et al., 2010; OHMIYA, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Existe uma demanda de biossensores intracelulares de pH e metais toxicos e
potencialmente tdéxicos. As luciferases de vagalumes apresentam um espectro de
bioluminescéncia bem sensivel a variacdo de pH na faixa fisioldgica e a presenca de metais
como zinco, chumbo, cadmio e mercurio. Entretanto, esta propriedade nunca foi utilizada para
medidas de pH ou concentracdo de metais. Em 2005 foi clonada a luciferase de Macrolampis
sp2 (VIVIANI et al., 2005), a qual é muito sensivel ao pH, e depositada a primeira patente
que faz uso de apenas um gene reporter de luciferase como gene reporter dual para analises de
expressdo génica e biossensores de pH ou cations (VIVIANI, 2006). Entretanto, ainda ndo
foram desenvolvidos sensores intracelulares especificos de pH ou cations usando estas
luciferases. Além disto, a sensibilidade natural destas luciferases a cations de metais é baixa.
Baseado nos conhecimentos adquiridos pelo grupo do Prof. Dr. Vadim Viviani sobre estrutura
e funcdo destas luciferases pH-sensitivas, planejamos usar a luciferase de Macrolampis sp2 e
outras luciferases pH-sensitivas disponiveis no laboratério (Cratomorphus distinctus e
mutantes) como biossensores intracelulares de pH, e desenvolver por engenharia genética,
sensores raciométricos especificos para metais (zinco, niquel, cadmio, chumbo e mercurio),
baseados nas variacOes espectrais da bioluminescéncia destas luciferases. Também
planejamos avaliar a aplicabilidade da luciferase de Macrolampis sp2 em células de
mamiferos para monitoramento do pH intracelular raciometricamente e por imagem da

bioluminescéncia.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Investigar a viabilidade de uso da luciferase de Macrolampis sp2 e seus mutantes
Mac-H310A, Mac-H310C, Mac-N354C, Mac-N354E, Mac-N354H e Mac-H310C/N354C e
Cratomorphus distinctus e seu mutante Crt-E354N como biossensores intracelulares
raciométricos de pH;

2. Compreender a estrutura e fungéo destas enzimas;

3. Desenvolver, a partir da luciferase de Macrolampis sp2, um biossensor espectral
raciométrico de metais toxicos e potencialmente téxicos, como o Cd**, Hg™, Ni*? Pb*" e
Zn+2;

4. Aplicar a luciferase de Macrolampis sp2 em células de mamiferos como biossensor de

pH intracelular em tempo real.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXPRESSAO, MUTACAO E USO DA LUCIFERASE DE Macrolampis sp2 PARA
ESTIMAR O pH E CONCENTRACAO DE METAIS

Transformacao bacteriana

Mutagénese sitio-dirigida |

luciferases selvagens e mutantes

!

Extragado das luciferases | 4w | Expressdo das luciferases

!

Ensaios:
* Metais (CdSO,, HgCl,, NiSO,, PbCl, e ZnSO,):
I. atividade luciferasica (luminométrico)

II. espectro de bioluminescéncia

1. analise raciométrica (Ryyeq= Lyemeto/Tverde)

IV. estimativa da sensibilidade espectral (S = cm-1 mM-1)
¢ Temperatura e pH:

I. espectro de bioluminescéncia

II. analise raciométrica (Ryy= Lerde/Lvermetno)

4.1.1 Plasmideos

Utilizamos os plasmideos previamente construidos pPro-Mac (pPro, Invitrogen, EUA)
possuindo o cDNA da luciferase de Macrolampis sp2 (VIVIANI et al., 2005) e pBI-Crt
(pBlueScript, Agilent Technologies, EUA) contendo o gene da luciferase de Cratomorphus
distinctus (VIVIANI et al., 2004).

4.1.2 Subclonagem do cDNA da luciferase em vetor pCold" 11

Para expressar a luciferase de Macrolampis sp2 em larga escala, o cDNA desta
luciferase foi inserido no vetor de expressdo pCold™ Il com cauda de histidina N-terminal
(Takara, Japdo). Para isto o gene da luciferase foi amplificado usando os seguintes
oligonucleotideos iniciadores (primers): Mac-NDE (GCC GCA TAT GGA AGA CGA AAA
AAA) e M13-20 (GTA AAA CGA CGG CCA G) e o kit Taq DNA polimerase “PCR Master
mix” (Promega, EUA) para amplificar o DNA em um termociclador pela técnica de PCR
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(reacdo em cadeia da polimerase). Para este fim foram utilizados 50 pulL de “PCR Master
mix”, 2,0 uL do DNA plasmidial (50 ng), 4,0 uL de cada primer (10 mM) e 40 pL de agua
ultrapura autoclavada. Essa reacao foi submetida a um ciclo de 95° C por 5 minutos; 30 ciclos
de 95° C por 30 segundos, 50° C por 1 minuto e 68° C por 2 minutos; e 68° C por 10 minutos
para a extenséo final. O produto amplificado foi purificado usando o kit “Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System” (Promega, EUA) e digerido com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel
por 1 hora a 37° C em banho-maria. O produto da restricdo foi purificado novamente e ligado
no vetor pCold™ 11, previamente digerido com as mesmas enzimas de restricdo, usando o kit
de ligacdo de DNA (Takara, Japan) e finalmente utilizado para transformar células de E. coli
XL1-Blue (Agilent Technologies, EUA).

4.1.3 Transformacéo Bacteriana

Amostras de 50 pL de células competentes de E. coli XL1-Blue — usada para
propagacdo do DNA plasmidial, ou BL21/DE3 (Agilent Technologies, EUA) — usadas para
expressdo da luciferase, foram misturados em 1,0 uL (50-100 ng) do DNA plasmidial que
contém o gene das luciferases num microtubo previamente gelado. Essa mistura foi incubada
por 30 minutos no gelo e submetida a um choque térmico de 45 segundos a 42° C em banho-
maria e 2 minutos no gelo. Apds o choque térmico foram adicionados 200 pulL de meio LB
liquido e esta solugdo foi mantida por 1 hora a 37° C sob agitacdo a 225 rpm, sendo plaqueada

posteriormente em meio LB/ampicilina (100 pg/mL).

4.1.4 Extragdo de DNA Plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial das bactérias transformadas foi realizada com o kit
“Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante. As colonias de bactérias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio
liguido LB/ampicilina (100 pg/mL) e mantidas a 37° C overnight em incubadora
termostatizada sob agitacdo de 225 rpm. Apds esse periodo, o material foi centrifugado e as
células rompidas em condicdes alcalinas extremas por 5 minutos. A solucédo foi neutralizada e
ajustada para condicGes Otimas de adsorcdo do DNA na membrana de purificacdo. O DNA
plasmidial adsorvido foi lavado com solucdo de lavagem para a remocdo de impurezas e
eluido com &gua livre de nucleases, sendo conservado a -20° C até sua utilizagdo nas

transformacdes bacterianas subsequentes.
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4.1.5 Mutagénese Sitio-Dirigida

Foram realizadas a mutacdes nos residuos H310 e N354 da luciferase de Macrolampis
sp2 que, de acordo com estudos de modelagem e mutagénese sitio-dirigida das luciferase pH-
sensitivas, estdo envolvidos com interacdes eletrostaticas que podem ser afetadas pelo pH
(VIVIANI et al., 2005; 2008a). Os mutantes foram produzidos nesse trabalho foram: Mac-
H310C, Mac-N354C, Mac-N354H e Mac-H310C/N354C. Os mutantes Mac-N354E e Crt-
E354N foram previamente preparados (VIVIANI et al., 2005).

Para a realizacdo das mutagéneses sitio-dirigidas simples e duplas no cDNA da
luciferase de Macrolampis sp2 previamente clonado (VIVIANI et al., 1999a), utilizamos o kit
“QuikChange Site-Directed Mutagenesis” (Agilent Technologies, EUA), de acordo com o
protocolo do fabricante. Para esse procedimento foram utilizados dois primers
complementares que apresentavam a mutacdo desejada (Tab. 1). As mutagéneses foram
realizadas por PCR, com o uso da DNA polimerase “Pfu Turbo” (Agilent Technologies,
EUA). Foram utilizados 2,5 pL. de tampao Pfu 10x, 0,5 uLL. do DNA plasmidial (50 ng), 1,25
puL de ANTP (10 mM), 0,5 puL de cada primer (125 ng/uL), 0,5 pL “Pfu Turbo” polimerase e
19,25 uL de agua ultrapura autoclavada. Essa reacéo foi submetida a um ciclo de 95° C por 2
minutos; 25 ciclos de 95° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos e 72° C por 7 minutos e

um periodo de extensdo final a 72° C por 10 minutos.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para mutagénese sitio-dirigida no cDNA da
luciferase de Macrolampis sp2.

Mutacédo Sequéncia
Foward G TCT AAT TTG TGC GAA ATT GCT TC

Mac-H310C
Reverse GA AGC AAT TTC GCA CAAATT AGAC
Foward C ATT ACA CCG CAT GGA GAT GAT AAGC
Mac-N354H
Reverse GCTT ATC ATCTCC ATGCGG TGT AAT G
Foward C ATT ACA CCG TGT GGA GAT GAT AAG C
Mac-N354C

Reverss G CTT ATC ATC TCC ACACGG TGT AAT G

Apobs o término da reacdo de PCR, realizamos uma eletroforese em gel de agarose
(método descrito a seguir) com a amostra e 0 controle na mesma diluicdo para observacao da
amplificacdo. A amostra amplificada foi tratada com 0,5 uL da enzima de restrigdo Dpnl para
digerir o DNA parental ndo-mutado (reconhece sitios do DNA metilado) em banho-maria por
1 hora a 37° C. Em seguida, o DNA mutagenizado foi utilizado para a transformacdo em
células competentes XL1-Blue. A dupla mutagdo Mac-H310C/N354C foi obtida a partir de



20

um primeiro mutante simples confirmado (Mac-N354C), realizando o0 mesmo procedimento

utilizado na simples mutacéo.

4.1.6 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

A andlise de DNA plasmidial mutagenizado foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) em tampéo Tris-acetato-EDTA (TAE) 1x (Tris 40 mM, EDTA 1 mM e
acetato 20 mM), a corrida realizada a 100 volts por 50 minutos e 0 DNA revelado em
transluminador UV (ATTO, Japdo) por fluorescéncia do corante Blue Green (LCG
Biotecnologia, Brasil) que se intercala no DNA. Foram aplicados no gel aliquotas de 5,0 pL
de DNA plasmidial e 1,0 pL do corante fluorescente, sendo utilizado como padréo de peso
molecular 1,0 L do DNA Ladder 1 Kb (Ludwig Biotecnologia, Brasil) e 1,0 uL do corante

fluorescente.

4.1.7 Screening dos Mutantes

Apos a transformacdo do material mutagenizado em células competentes de E. coli
XL1-Blue, foram escolhidas aleatoriamente 4 col6nias de bactérias, as quais foram
transferidas para outra placa contendo meio agar LB/ampicilina (100 pg/mL) para
crescimento isolado destas em estufa a 37° C overnight. Em seguida, essas replicatas isoladas
foram transferidas para outra placa contendo IPTG 1 mM e mantido a temperatura de 18-20°
C por 6 a 8 horas para inducdo. Apos esse periodo, foi adicionado D-luciferina (Promega,
EUA) 1 mM em tampéo citrato de sédio 50 mM pH 5,0, seguida de fotodeteccdo por 5
minutos em camera CCD (ATTO, Japdo). Havendo mudanga de cor ou intensidade da
bioluminescéncia em relacdo a luciferase selvagem, procedemos com o isolamento do clone
positivo. Os mutantes positivos foram cultivados e usados para extracdo de DNA plasmidial,

para posterior confirmacdo por sequenciamento, sendo esse método descrito a seguir.

4.1.8 Sequenciamento de DNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, campus de Jaboticabal (FCAV) — Centro de Recursos Biologicos e Biologia
Gendmica (CREBIO), UNESP, em um sequenciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer
(Hitachi, Japdo), de acordo com o método de reagdes terminadas com dideoxinucleotideos
(método de Sanger), sugerido pelo proprio laboratério. O primer utilizado para
sequenciamento foi Macl (GCA GTA TCG ATT CCA ATT CG) na concentragdo de 10 pM.
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4.1.9 Expressao das Luciferases Recombinantes

Foram transformadas células competentes de E. coli BL21-DE3 com o DNA
plasmidial contendo a luciferase de Macrolampis sp2 (Mac) selvagem e mutantes Mac-
H310C, Mac-N354C, Mac-N354E, Mac-N354H e Mac-H310C/N354C; Cratomorphus
distinctus (Crt) selvagem e o mutante Crt-E354N e Amydetes vivianii (Amy) selvagem. A
partir de uma coldnia isolada, foi feito uma mini cultura com 5 mL de meio liquido
LB/ampicilina (100 pug/mL) a 37° C overnight em incubadora termostatizada sob agitacao de
225 rpm. Essa mini cultura foi transferida para 100 mL de meio liquido LB, permanecendo na
incubadora termostatizada sob agitacdo de 225 rpm a 37° C até atingir a absorbanciagoonm= 0,4

para inducdo a 18° C por 12-18 horas ap06s a adi¢do de IPTG 0,4 mM.

4.1.10 Medidas de Atividade da Luciferase in vivo

Para verificar se houve a expressao efetiva da luciferase nas bactérias em sua forma
ativa, realizamos medidas de bioluminescéncia in vivo no luminémetro AB-2200 (ATTO,
Japdo) através da medida de intensidade de bioluminescéncia em cps (counts por segundo)
apos a mistura de 90 pL da cultura de bactérias, induzidas com IPTG overnight, com 10 uL de
D-luciferina 10 mM pH 5,0.

4.1.11 Extracéo das Luciferases Recombinantes

Volumes de 100 mL de culturas induzidas overnight com IPTG foram transferidos
para tubos de 50 mL e centrifugados a 2.000 rpm por 15 minutos a 4° C para coleta do
precipitado (pellet). As células coletadas foram armazenadas a -80° C até seu uso. O pellet foi
ressuspendido em 3 mL de tampéo de extragdo gelado (Tris-HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 1
mM pH 8,0; glicerol 10% e Triton X-100 1%), 40 uL de coquetel inibidor de protease (Roche,
Suica) e 4 uL de DTT (Amresco, EUA) 1 M. No caso da luciferase purificavel de
Macrolampis sp2 expressa a partir do vetor pCold™ Il (pCold-Mac), a extracdo foi realizada
com tampao de extracdo gelado (fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; NaCl 300 mM e imidazol 10
mM), 100 pL de coquetel inibidor de protease ¢ 10 uL de DTT 1 M. A lise celular foi
realizada por ultrassonicacdo (Misonix, EUA) com 5 repeticdbes e a amostra lisada
centrifugada a 12.000 rpm a 4° C por 15 minutos. O sobrenadante, denominado de extrato
bruto, foi coletado e usado em ensaios de atividade luciferasica ou purificacdo (no caso da
pCold-Mac) e usados nas analises de pH, temperatura e metais.
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4.1.12 Purificacdo da Luciferase por Cromatografia de Afinidade com Matriz de Niquel
O método de purificacdo baseia-se na afinidade da cauda de histidina fusionada ao N-
terminal da enzima recombinante por ions de niquel (Ni-NTA) imobilizados em uma resina de
agarose. A resina de Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Alemanha) foi equilibrada com tampéo de
extracdo (fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; NaCl 300 mM e imidazol 10 mM) e o extrato bruto
ligado a resina por 45 minutos sob agitacdo moderada a 4° C para permitir a ligagdo da cauda
de histidina da proteina recombinante ao niquel da resina. A resina complexada com a
luciferase foi entdo aplicada em uma mini coluna e lavada com 10 mL de tampdo de lavagem
(fosfato de sodio 50 mM pH 7,0; NaCl 300 mM e imidazol 20 mM). A proteina recombinante
foi eluida da resina com tampao de eluigéo (fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; NaCl 300 mM e
imidazol 250 mM) em aliquotas de 1 mL cada. Cada aliquota foi analisada em ensaio in vitro
para a atividade luciferasica (método descrito a seguir no item 4.1.14), e as fracdes com maior
atividade foram dialisadas em tampdo de dialise (Tris-HCI 25 mM pH 8,0; NaCl 10 mM,
EDTA 1 mM, DTT 2 mM e glicerol 10%) por 12-16 horas e estocadas a 4° C para ser

utilizada nos ensaios com metais.

4.1.13 SDS-PAGE da Luciferase Purificada

Para confirmagéo da obtencgéo da luciferase purificada, as amostras de luciferase foram
analisadas em eletroforese em gel de SDS-PAGE (dodecil-sulfato de sodio de poliacrilamida)
7,5% em condigOes desnaturantes, de acordo com o protocolo da Bio-Rad (EUA). As
amostras de proteinas foram diluidas 1:1 em tampdo de amostra (0,8 mL glicerol; 1,6 mL
SDS 10%; 0,4 mL 2-mercaptoetanol; 1,0 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 8,6 e 0,2 mL de azul de
bromofenol 0,1%), desnaturadas a 95° C por 5 minutos e aplicadas no gel, sendo submetidas a
corrida de 100 volts por 1 hora em tampéo de corrida (Tris-glicina 0,125 M pH 8,3 e SDS
0,5%). O gel foi corado com Azul de Coomassie por 30 minutos sob leve agitagdo, sendo

imerso em &gua sob agitagdo para lavagem.

4.1.14 Medidas de Atividade da Luciferase in vitro

A atividade enzimatica da luciferase in vitro foi realizada pela medida da
bioluminescéncia em luminémetro AB-2200, utilizando uma mistura de 80 uL de tampé&o
(Tris-HCI 0,10 M pH 8,0 ou fosfato de sodio 0,10 M pH 6,0 ou pH 8,0, dependendo do
ensaio), 10 uL de luciferase (extrato bruto ou purificada), 5 pL de D-luciferina 10 mM e 5 puL
de solucéo contendo MgSO,4 80 mM e ATP 40 mM. A atividade bioluminescente foi medida

em cps.
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4.1.15 Bioimagem em Camera CCD

A bioimagem da bioluminescéncia de coldnias de bactérias em culturas liquidas ou
meio semi-solido para analise da variacdo de cor em diferentes pHs de tampdo e tempo de
exposi¢do foi obtida apds adigdo de D-luciferina 10 mM pH 5,0 em camara de fotodetecgdo
Light Capture CCD Camera (ATTO, Japdo), com exposi¢cfes em diferentes tempos e

sensibilidades, dependendo da intensidade da bioluminescéncia da amostra.

4.1.16 Espectros de Bioluminescéncia

Os espectros de bioluminescéncia foram obtidos utilizando o espectrolumindmetro de
alta sensibilidade LumiF SpectroCapture AB-1850 com camera CCD resfriada (ATTO,
Japdo) e o espectrofluorimetro F4500 (Hitachi, Japao).

Para os ensaios no espectrolumindmetro, misturamos 80 uL de tampéao 0,10 M, 10 uL
da luciferase (extrato bruto ou purificada), 5 uL de D-luciferina 10 mM e 5 uL de solucdo
contendo MgSQO,4 80 mM e ATP 40 mM. A janela de emissdo foi mantida a 1 mm, sendo o
tempo de integracdo e sensibilidade variando de acordo com a intensidade da luminescéncia
da amostra (variacdo de 10 segundos a 5 minutos).

Para os ensaios no espectrofluorimetro, misturamos 400 pL de tampao Tris-HCI 0,10
M pH 8,0, 50 puL da luciferase (extrato bruto), 25 pL de D-luciferina 10 mM e 25 pL de
solugéo contendo MgSO, 80 mM e ATP 40 mM. A varredura desse espectro foi feita entre

450-700 nm com uma velocidade de 2.400 nm/min com a janela de excitacdo fechada.

4.1.16.1 Efeito da temperatura nos espectros de bioluminescéncia

Foi analisado o efeito de diferentes temperaturas (5° C, 10° C, 15° C, 20° C, 25° C,
30° C e 35° C) no espectro de bioluminescéncia da luciferase se Macrolampis sp2 no
espectrofluorimetro, usando o banho termostatizado TE-184 (Tecnal®, Brasil) acoplado ao
equipamento. Para o ensaio foram misturados 400 uL de tampao Tris-HCI 0,10 M pH 8,0, 50
uL da luciferase (extrato bruto), 25 puL de D-luciferina 10 mM e 25 puL de solucdo contendo
MgSO,4 80 mM e ATP 40 mM.

4.1.16.2 Efeito de metais divalentes nos espectros de bioluminescéncia
O efeito de metais divalentes como Cd?*, Hg™?, Ni*?, Pb®** e Zn*? nas atividades das
luciferases selvagens e mutantes foi medido no lumindmetro e o efeito no espectro de

bioluminescéncia foi medido no espectroluminémetro pela adicdo de 0,5-40 pL dos
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respectivos sais de metais (CdSO4, NiSO4, PbCl; e ZnSO, a 20 MM e HgCl; a 0,1 mM, 1 mM
e 10 mM) na solucdo do ensaio.

Para determinar a dose/efeito dos metais no espectro de bioluminescéncia, 10 pL de
luciferase (extrato bruto ou purificada) foram misturados com 40-80 pL de tampdo Tris-HCI
0,10 M pH 8,0, 5 pL de D-luciferina 10 mM, 5 pL de uma solucdo contendo ATP 40 mM e
MgSO,4 80 mM e 0,540 pL de cada solugdo de metal descrita anteriormente. Os volumes e
concentracOes de cada metal utilizadas estdo descritos na tabela 2.

Foram feitos controles da variagdo dos volumes de tampdo realizando o mesmo
ensaio, com a substituicdo do metal por &gua ultrapura para verificar se essa alteracdo de

volume resultaria numa mudanca de espectro. Os resultados foram negativos.

Tabela 2. Volumes e concentracfes dos metais utilizados nos ensaios de bioluminescéncia.

CdSOy, NiSOy, PbCI; e ZnSO, HgCl,
20 mM 0,1mMelmM
Concentragéo Volume Concentragéo Volume
(mM) (ML) (M) (ML)
0,1 0,5 1 1 (0,1 mm)
0,2 1,0 5 5 (0,1 mM)
0,3 1,5 10 1 (1 mm)
0,4 2,0 50 5 (1 mMm)
0,5 2,5
1,0 5 HgCl,
2,0 10 10 mM
3,0 15 Concentrag&o Volume
4,0 20 (mM) (uL)
5,0 25 0,1 1
6,0 30 0,5 5
7,0 35 1,0 10
8,0 40 2,0 20

4.1.16.3 Efeito do pH nos espectros de bioluminescéncia

Analisamos o efeito de diferentes pHs nos espectros de bioluminescéncia das
luciferases selvagens de Macrolampis sp2 e C. distinctus no espectrolumindémetro. Para o
ensaio foram misturados 80 pL de tampé&o, 5 puL de D-luciferina 10 mM, 10 uL da luciferase
(extrato bruto) e 5 pL de uma solucdo contendo ATP 40 mM e MgSO,. Os tampdes e pHs
utilizados foram: tampéao citrato de sédio 0,10 M pH 5,5; tampao fosfato de s6dio 0,10 M pH
6,0; 6,5; 7,0 e 7,5; tampdo Tris-HCI 0,10 M pH 8,0 e 8,5 e tamp&o CHES 0,10 M pH 9,0.
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4.1.17 Analise Raciométrica dos Espectros de Bioluminescéncia

As intensidades de bioluminescéncia no verde (lyerge) € vermelho (lyermeino) foram
usadas para calcular a razdo de intensidade dos espectros de bioluminescéncia (R) como
sendo Rimeq= Ivermeino/lverde Para metais € Rpu=lverge/lvermeino para o pH e diferentes
temperaturas: (Macrolampis sp2) Averde= 563 € Avermelno= 616 € (C. distinctus) Averge= 554 €
Mermetho= 614.

4.1.17.1 Analise raciométrica dos espectros de bioluminescéncia em diferentes
temperaturas

Para a analise raciométrica dos espectros de bioluminescéncia em diferentes
temperaturas, foi construido um grafico da relacdo entre a razdo e as diferentes temperaturas,

Utl|lzand0 a raZéo RpH= Iverdellvermemo.

4.1.17.2 Analise raciométrica dos espectros de bioluminescéncia com metais

Para a analise raciométrica dos espectros de bioluminescéncia com diferentes metais,
foi construido um grafico da relacdo entre a concentragdo de metal e a razdo Rmeq=
lvermetno/ lverde. Para estimar a sensibilidade espectral (S) das luciferases aos metais, foi
calculada a razdo entre a mudanca espectral usando a frequéncia (o reciproco do comprimento

de onda em cm™) sobre a concentracio do metal.

4.1.17.3 Analise raciométrica dos espectros de bioluminescéncia em diferentes pHs

Para relacionarmos a mudanca no espectro de bioluminescéncia das luciferases com o
pH da célula, calculamos a razdo de intensidade de bioluminescéncia Rpn= lverde/lvermelno €M
diferentes pHs (pH 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0). Entdo, o efeito do pH foi plotado

como uma funcdo logaritmica dos valores de R.



26

4.2 EXPRESSAO DA LUCIFERASE de Macrolampis sp2 E ESTIMATIVA DE pH EM
CELULAS DE MAMIFEROS COS-1

Construcao dos Cultura de células
vetores de expressdo COS-1

!

Transfeccdo celular

!

Ensaios:

* Bioluminescéncia:
I. atividade luciferasica (luminométrico)
I1. microscopio de bioluminescéncia

* pH:
I. atividade luciferasica (luminométrico)
I1. microscopio de bioluminescéncia

III. espectro de bioluminescéncia

IV. analise raciométrica (Ryg= Lyere/Ivermetno)

4.2.1 Construcéao dos Plasmideos Contendo o Gene da Luciferase de Macrolampis sp2
Para avaliar a aplicacdo da luciferase de Macrolampis sp2 em células de mamiferos,
construimos vetores de expressdo para enderecar a proteina em diferentes compartimentos
celulares: no peroxissomo (sinal de direcionamento ao peroxissomo — PTS) (com -SKL; Ser-
Lys-Leu — selvagem), direcionamento ao citosol (sem -SKL) e ao ndcleo (sinal de
direcionamento ao nucleo — NLS; Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val). A sequéncia do cDNA foi
modificada com a insercdo do sitio Hindlll proximo ao codon de iniciacdo e um sitio Xhol no
final da sequéncia. NOs utilizamos um primer inicial (CCA AGC TTATGG AAG ACG AAA
AAA ACA TAA T) e trés primers reversos: (CCC TCG AGT TAT AAT TTG GAC TTT
CCG CCT ATC TTG) para o peroxissomo, (CCC TCG AGT TACTTT CCG CCT ATCTTG
GCC TTC AC) para o citosol e (CCC TCG AGT TACACC TTCCGC TTCTTC TTG GGC
TTT CCGCCT ATC TTG GCC TTC A) para o nucleo. A amplificacdo do DNA foi realizada
num termociclador por meio da técnica de PCR usando a DNA polimerase KOD (Toyobo,
Japdo) com a seguinte reagdo: 5,0 uL de tampao KOD 10%, 1,0 uLL do DNA plasmidial (1
ng/uL), 5,0 uL de ANTP 2 mM, 2,0 pL de MgSO4 25 mM, 1,5 uL de cada primer (10
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pmol/uL), 1,0 uL KOD (1 U/uL) e 33 puL de agua ultrapura autoclavada. Essa reagdo foi
submetida a um ciclo de 94° C por 2 minutos e 30 ciclos de 94° C por 15 segundos e 68° C por
2 minutos. Os produtos amplificados, confirmados por eletroforese de DNA em gel de
agarose, foram purificados usando o kit “QIAquick® PCR” (Qiagen, Alemanha) e digeridos
com as enzimas de restricdo Hindlll e Xhol. Esses produtos de restricdo foram novamente
purificados e ligados nos sitios Hindlll e Xhol do pCMV-PTGRm(-SKL)::mImportin-al
(pYM1443-1 de NAKAJIMA et al., 2010) downstream ao promotor CMV (citomegalovirus),
previamente digerido com as mesmas enzimas de restricdo, usando o kit de ligacdo de DNA
(Takara, Jap&o) e finalmente usados para transformacdo em células de E. coli DH50
(ThermoFisher Scientific, EUA) (método descrito a seguir). As ligacbes resultaram nas
construcdes pCMV-Mac (alvo ao peroxissomo), pPCMV-Mac:cito (alvo ao citosol) e pCMV-

Mac:NLS (alvo ao nucleo).

4.2.2 Transformacéao Bacteriana

Amostras de 100 pL de células competentes de E. coli DH5a", foram misturados em
4,0 ul do DNA plasmidial (para cada construcdo foi feita uma transformacdo bacteriana
individual) num microtubo previamente gelado. Essa mistura foi incubada por 30 minutos no
gelo e submetida a um choque térmico de 45 segundos a 42° C em banho-seco e 2 minutos no

gelo. Apds o choque térmico o conteudo foi plaqueado em meio LB/ampicilina (100 pg/mL).

4.2.3 Selecdo dos Clones

Apos a transformacdo das construcdes em células competentes de E. coli DH5a
foram escolhidas aleatoriamente 5 coldnias de bactérias para confirmacdo da ligacdo por
amplificacdo (PCR). A amplificacdo do DNA foi realizada usando a DNA polimerase KOD
com a seguinte reacdo: 5,0 uL de tampdo KOD 10x, 5,0 uL de dNTP 2 mM, 2,0 pL de
MgSO, 25 mM, 1,5 pL de cada primer (10 pmol/uL), 1,0 uL KOD (1 U/uL), 34 uL de agua
ultrapura autoclavada e uma parte da colbnia selecionada. Essa reacdo foi submetida a um
ciclo de 94° C por 2 minutos e 30 ciclos de 94° C por 15 segundos e 68° C por 2 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram confirmados por eletroforese em gel de agarose e os clones
positivos foram cultivados e usados para extragdo de DNA plasmidial (método descrito a

sequir), para posterior uso na transfec¢do de células de mamiferos e posteriores ensaios.
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4.2.4 Extracdo de DNA Plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial das bactérias transformadas para estoque do mesmo foi
realizada com o kit “PureLink ~ HiPure Plasmid Midiprep” (ThermoFisher Scientific, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. O DNA plasmidial foi eluido em tampéao TE (Tris-HCI 10
mM pH 8,0 e EDTA 0,1 mM), sendo conservado a -20° C até sua utilizacdo nas transfeccdes

em células de mamiferos subsequentes.

4.2.5 Cultura de Células de Mamiferos

Células COS-1, linhagem celular de fibroblastos derivadas do tecido de rim de
macaco, foram cultivadas em 10 mL de meio “Dulbecco’s Modified Eagle” alta concentragio
de glicose com L-glutamina e vermelho de fenol (D-MEM) (Wako, Japéo) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Sigma Aldrich®, EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Wako,
Japdo) numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO; a 37° C numa placa de 100 mm até

80% a 100% de células confluentes.

4.2.6 Transfeccéo Celular

Apo0s o crescimento das células, as células confluentes foram lavadas com 10 mL de
tampéo fosfato-salino (PBS) 0,01 M pH 7,4 (Takara, Japdo); dissociadas com 1 mL de
tripsina 0,25% e de EDTA 0,02% numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO, a 37° C
por 1-2 minutos. Em seguida as células foram ressuspendidas com 5 mL de D-MEM com alta
concentracdo de glicose suplementado e centrifugado a 1.500 rpm por 5 minutos a 4° C. O
pellet foi ressuspendido em 4 mL de D-MEM com alta concentragéo de glicose suplementado,
sendo a contagem celular realizada num contador automatico TC20" (Bio-Rad, EUA) e
checado por microscopia para determinar as diluices de 0,1x10° células/mL. Ap6s
crescimento overnight das celulas numa placa de 100 mm ou 35 mm (dependendo do
experimento a ser realizado) numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO, a 37° C,
procedemos com a transfeccdo. A transfeccdo foi realizada usando o reagente Lipofectamine®
3000 (Invitrogen, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Cada construcdo foi
transfectada em culturas celulares 70 a 90% confluentes, e as células transfectadas foram
usadas em cada experimento ap0s incubacdo overnight numa atmosfera umidificada contendo
5% de CO, a 37° C.
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4.2.7 Medida em Tempo Real da Bioluminescéncia em Luminémetro

Numa placa de 96 pogos com células COS-1 transfectadas com pCMV-Mac:cito,
pCMV-Mac e pCMV-Mac:NLS, medimos a bioluminescéncia de cada construcdo usando 10
pL de D-luciferina (Wako, Japdo) 10 mM diluida em D-MEM alta concentracdo de glicose. A
atividade da bioluminescéncia foi medida no luminémetro Phelios AB-2350 (ATTO, Japéo)
por 10-20 segundos na auséncia (FO) ou presenca de filtros de corte de 560 nm (F1) e 600 nm
(F2) a 37° C. A medida das atividades bioluminescentes raciométricas com a luciferase pH-
sensitiva foi realizada usando os filtros de corte >560 nm e >600 nm (O56 e R60). Primeiro, 0
total das unidades relativas de luz (RLU) foi medida na auséncia dos filtros (F0). Ent&o, o
valor F1 que passou através do filtro O56 foi medido e, finalmente, o valor F2 que passou
através do filtro R60 foi medido. Cada atividade luciferasica foi calculada usando a equacéo
simultanea pela substituicdo dos valores de FO, F1 e F2:

FO 1 1 1 \G

F1 |=| kGoss xQoss KkRoss | O
F2 xGreo xOrs0 KkRreo | R

onde G, O e R sdo as atividades da emissdo de luz —verde, —laranja e —vermelha,
respectivamente; xGoss, kOos6 € kRos6 SA0 05 coeficientes de transmissdo —verde, —laranja e —
vermelha da emisséo das luciferases do filtro O56, respectivamente; e xGrgo, kOre0, € ARRrs0
sdo os coeficientes de transmissdo —verde, —laranja e —vermelha da emisséo das luciferases do
filtro R60, respectivamente (NAKAJIMA & OHMIYA, 2010).

4.2.8 Efeito do pH na Cor da Bioluminescéncia das Células

Numa placa de 35 mm com células COS-1 cultivadas e transfectadas com pCMV-
Mac:cito, medimos a cor da bioluminescéncia em tampao de calibracdo (BOND & VARLEY,
2005) em diferentes pHs (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) na presenca do ion6foro nigericina® a 2
Hg/mL (Wako, Japdo). O tampdo de calibracdo é um tampéo fosfato de potéssio 135 mM
contendo MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, glucose 10 mM e NaCl 20 mM. Para o ensaio, 0 meio
no qual as células estavam sendo cultivadas foi removido e foram acrescentados 2 mL de cada
tampao de calibracdo em diferentes pHs, individualmente, e apds 5 minutos de incubacdo das
células nos tampdes (tempo necessario para que a nigericina mantenha o equilibrio do pH
externo e interno da célula (THOMAS et al., 1979)) e adicdo de 2 pL de D-luciferina 0,10 M,

a atividade da bioluminescéncia foi medida no luminémetro Kronos AB-2500 (ATTO, Japéo)

! Nigericina é um ionéforo K*/H* que permite o equilibrio dos valores do pH interno e externo das células
(THOMAS et al., 1979; NACIRI & AL-RUBEIAI, 2006; TANTAMA et al., 2011).
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por 10 segundos em intervalos de 4 minutos por 1 hora na auséncia (FO) e presenca dos filtros
de corte a 560 nm (F1) e 620 nm (F2) a 37° C. Calculamos entdo a média da razdo das

intensidades F1/F0 e F2/F0 para estimar o pH intracelular por meio da curva padréo.

4.2.9 Medida da Bioluminescéncia de uma Unica Célula

Com o fim de analisar a aplicabilidade do uso da luciferase de Macrolampis sp2 na
analise celular em tempo real, analisamos a bioluminescéncia de uma unica célula (células
COS-1 transfectadas com pCMV-Mac:cito, pCMV-Mac e pCMV-Mac:NLS numa placa de
35 mm com base de vidro) e durante os processos de divisdo celular e apoptose por um
sistema de imageamento da luminescéncia de caminho 6ptico duplo para detecgcdo de baixos
niveis de emissdo com o uso da EM-CCD camera ultra sensivel — Cellgraph AB-3000B
(ATTO, Japéo) a 37° C. A analise foi realizada pelo espectro de transmissdo de F4 e F5, um
espelho dicroico que detecta a intensidade da bioluminescéncia nos comprimentos de onda
antes (F5) e depois (F4) de 590 nm. As intensidades de luminescéncia verde e vermelha (G e
R) de diferentes emissbes de luz nas células vivas foram calculadas por meio da seguinte

equacao:

F4 kRr kGr|| R

F5|  |kRt kGt || G

onde F4 e F5 sdo as unidades relativas de luz (RLU) dos componentes de luz refletidos pelo
espelho dicroico ou que passam atraves dele, respectivamente; similarmente, xRr e xRt sdo as
razGes de RLU da luminescéncia vermelha que séo refletidas ou passam através do espelho e
xkGr and xGt sdo as razfes de RLU da luminescéncia verde refletidas ou passam através do
espelho. Baseado no calculo acima, os componentes verde e vermelho podem ser
reconstituidos e visualizados como uma imagem bicolor (KWON et al., 2010).

Para isso, 0 meio no qual as células estavam sendo cultivadas foi removido e foram
acrescentados 2 mL D-MEM alta concentracdo de glicose suplementado, 50 puL de HEPES-
KOH 1 M pH 7,5 (ThermoFisher Scientific, EUA) e 2 uL de D-luciferina 0,10 M. O tampéo
HEPES-KOH foi utilizado para manter o pH fisioldgico da cultura, uma vez que esta ficou
num ambiente sem controle dos niveis de CO,.

Para os ensaios de analise de bioluminescéncia de uma Unica célula, foram usados de
3-5 minutos de exposicao e captura instantanea da imagem; e para andlise da divisdo celular e
apoptose, foram usados 3 minutos de exposicdo com captura de imagens durante 3 dias,

ambos a 37° C.
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4.2.10 Medidas da Cor da Bioluminescéncia Usando Cellgraph

Numa placa de 35 mm com base de vidro com células COS-1 transfectadas com
pCMV-Mac:cito e pPCMV-Mac:NLS, medimos a cor da bioluminescéncia em diferentes pHs
do tampdo de calibragcdo contendo nigericina (pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0). Para isso, 0 meio no
qual as células estavam sendo cultivadas foi removido e foram acrescentados 2 mL de cada
tampao, individualmente, e apds 5 minutos e adi¢cdo de 2 pL de D-luciferina 0,10 M, foram

obtidas as imagens no Cellgraph com 2 minutos de exposi¢ao.

4.2.11 Espectros de Bioluminescéncia das Células in vivo

Os espectros de bioluminescéncia foram obtidos usando o espectrolumindémetro de alta
sensibilidade LumiF SpectroCapture AB-1850 com CCD camera resfriada (ATTO, Japdo) em
nosso laboratdrio. Para esses ensaios, células COS-1 transfectadas com pCMV-Mac:cito,
pCMV-Mac e pCMV-Mac:NLS cultivadas em placas de 100 mm foram lavadas com 10 mL
PBS 0,01 M pH 7,4, dissociadas com 1 mL de tripsina 0,25% e de EDTA 0,02% numa
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, a 37° C por 1-2 minutos e ressuspendidas com 5
mL de D-MEM alta concentracdo de glicose suplementado. Aliquotas de 1 mL foram
coletadas em microtubos por centrifugagdo a 1.500 rpm por 5 minutos a 22° C. O pellet foi
ressuspendido com 500 pL de tampéo de calibragdo em diferentes pHs contendo nigericina
(pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0), individualmente. Ap6s 5 minutos de incubagdo do tampédo com as
células, as medidas dos espectros de bioluminescéncia foram realizadas com a mistura de 90
pL dessa solucdo com 10 pL de D-luciferina 10 mM num microtubo transparente. A janela de
emissdo foi mantida a 1 mm, mas o tempo de integracédo e a sensibilidade variaram de acordo
com a intensidade da luminescéncia da amostra, de 30 segundos a 1 minuto.

Foram medidos também os espectros de bioluminescéncia de cada construcdo (pCMV-
Mac:cito, pCMV-Mac e pCMV-Mac:NLS), ressuspendendo o pellet em tampé&o fosfato de
sodio 0,01 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M, sendo os espectros obtidos apds a mistura de 90
pL dessa solugdo com 10 pL de D-luciferina 10 mM num microtubo transparente.

4.2.12 Analise Raciométrica dos Espectros de Bioluminescéncia

A razdo (R) das intensidades da bioluminescéncia a Averge= 563 NM € Ayvermeino= 616 M
(R=" lyerge/lvermeno) da luciferase de Macrolampis sp2 foi usada nos espectros de
bioluminescéncia obtidos em diferentes pHs do tampao de calibragdo contendo nigericina em
células COS-1 transfectadas com pCMV-Mac:cito. Entdo, o efeito do pH foi plotado como

uma funcdo dos valores de R em diferentes pHs (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0). Em seguida
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estimamos o pH dos diferentes compartimentos celulares (citosol, peroxissomo e nucleo) pela
medida do espectro de bioluminescéncia e obtencdo da razdo das intensidades na regido do
verde e vermelho de células COS-1 transfectadas com pCMV-Mac:cito, pCMV-Mac e
pCMV-Mac:NLS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 USO DE LUCIFERASES pH-SENSITIVAS COMO INDICADORES DE pH EM
Escherichia coli

As luciferases de vagalumes sdo pH-sensitivas, apresentando espectro na regido do
verde-amarelo em pH alcalino e vermelho em pH &cido (SELIGER & McELROQOY, 1964). De
acordo com medidas de rendimento quéantico, esta mudanca é devido a um aumento da
propor¢do de luz verde em pH alcalino, e ao seu decréscimo em pH &cido (ANDO et al.,
2008). Assim, em principio é possivel utilizar a sensibilidade ao pH para estimar o pH
intracelular, conforme sugerido por Viviani e colaboradores (2008b). Desta forma,
comparamos a sensibilidade ao pH de diferentes luciferases pH-sensitivas de nosso
laboratério, e entdo investigamos se havia uma relagdo raciométrica entre mudanca de pH e
razéo de intensidade de luz verde e vermelha para estas luciferases, para entdo inferir o pH

intracelular em bactérias e células de mamiferos.

5.1.1 Efeito do pH nas Luciferases pH-Sensitivas

5.1.1.1 Efeito do pH nos espectros de bioluminescéncia in vitro

Foi analisado o efeito de diferentes pHs (pH 6,0; 7,0 e 8,0) do tampéo fosfato de sodio
0,10 M no espectro de bioluminescéncia das luciferases de Macrolampis sp2, Cratomorphus
distinctus, Amydetes vivianii e Photinus pyralis. Como esperado, a reacdo da luciferase in
vitro em tampao fosfato de sodio sofre um deslocamento para a regido do vermelho em pH
acido (pH 6,0) (Fig. 3). Essas luciferases diferem no grau de sensibilidade ao pH e na
quantidade de emissdo de luz vermelha em pH 8,0. Assim, a sensibilidade ao pH e a
proporgdo de luz vermelha no espectro aumentam nas luciferases com espectro mais
deslocado para o vermelho, na seguinte ordem: A. vivianii < C. distinctus < P. pyralis <
Macrolampis sp2 (Fig. 3B, D, C e A, respectivamente).
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Figura 3. Efeito do pH no espectro de bioluminescéncia das luciferases em tampao fosfato de sodio 0,10 M pH
6,0 (preto), pH 7,0 (cinza escuro) e pH 8,0 (cinza claro): (A) Macrolampis sp2, (B) Amydetes vivianii, (C)
Photinus pyralis e (D) Cratomorphus distinctus. No painel superior em (A) sdo apresentadas as diferentes cores
da bioluminescéncia in vitro em diferentes pHs na luciferase de Macrolampis sp2.

5.1.1.2 Analise raciométrica do pH

Analisamos entdo a razdo de intensidade da bioluminescéncia nas regies do verde e
do vermelho (R= lyerge/lvermeino) Nas luciferases de Macrolampis sp2 (Averge= 563 € Avermelho=
616) e C. distinctus (Aerde= 554 € Advermeino= 614) usando diferentes tampdes (citrato de sddio
pH 5,5; fosfato de sodio pH 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5; Tris-HCI pH 8,0 e 8,5 e CHES pH 9,0). Como
esperado, foi observado um claro aumento dessa razdo em pH acido (Fig. 4), sendo

encontrada uma relacéo linear no intervalo entre pH 6,0 e 7,5.
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Figura 4. Relagdo raciomeétrica entre Rpy (lverde/ lvermeino) € 0 pH nas luciferases: (A) Macrolampis sp2 e (B)
Cratomorphus distinctus.

5.1.1.3 Espectros da bioluminescéncia in vivo de bactérias expressando luciferases pH-
sensitivas

Foram analisados a cor e o0s espectros de bioluminescéncia in vivo de E. coli
expressando as luciferases de Macrolampis sp2, C. distinctus e A. vivianii em diversos tempos
(0, 30, 60, 90 e 120 segundos) para observar se ha mudanca de cor e deslocamento do
espectro para a regido do vermelho. Observou-se que a cor dos espectros in vivo das
luciferases de Macrolampis sp2 e C. distinctus € inicialmente vermelho, deslocando-se para a
regido do amarelo com o tempo (Fig. 5D). Essa é uma propriedade geral das luciferases pH-
sensitivas e pode ser causado pela mudanga do pH intracelular causado pela entrada de
luciferina em pH acido que funciona como um importador de prétons.

No caso da luciferase de Macrolampis sp2, o espectro de bioluminescéncia in vivo é
predominantemente vermelho com um ombro na regido do verde-amarelo (Fig. 5A). Isso
pode estar relacionado com o fato dessa luciferase naturalmente apresentar um espectro mais
largo e deslocado para o vermelho, por isso predomina a emissao na regido do vermelho

dentro do ambiente celular inicialmente mais acido (Fig. 5D,1-4). Por outro lado, a luciferase
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de C. distinctus apresenta o espectro mais deslocado para o azul (Fig. 5C), emitindo
inicialmente luz na regido do laranja, gradualmente mudando para a regido do amarelo-
esverdeado (Fig. 5D,5-8). Uma tendéncia similar é observada na luciferase mutante de
Macrolampis sp2, Mac-N354E (resultados ndo mostrados), cujas propriedades espectrais se
assemelham as da luciferase de Photinus pyralis (VIVIANI et al., 2005).
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Figura 5. Espectro de bioluminescéncia in vivo de diferentes luciferases de vagalume em E. coli: (A)
Macrolampis sp2, (B) Amydetes vivianii e (C) Cratomorphus distinctus a 0 segundos (=), 30 segundos
( ), 60 segundos ( ), 90 segundos (===) e 120 segundos ( ), € (D) cor da bioluminescéncia de
colbnias de E. coli expressando as luciferases de vagalume apés a adicdo de D-luciferina: (1-4) Macrolampis
sp2: (1) imediatamente ap6s adicdo de D-luciferina 1 mM, e ap6s (2) 30 segundos, (3) 60 segundos e (4) 90
segundos; e (5-8) C. distinctus: (5) imediatamente ap6s adi¢do de D-luciferina 1 mM , e apés (6) 30 segundos,
(7) 60 segundos e (8) 90 segundos.

5.1.1.4 Estimativa raciométrica de pH intracelular nas bactérias expressando luciferases

Considerando a mudanca de cor da bioluminescéncia das bactérias (Fig. 5), decidimos
investigar se a curva raciométrica (Fig. 4) poderia ser usada para estimar o pH intracelular de
E. coli, cujo pH relatado na literatura é em torno de 7,1. Para isto, usamos o espectro de
bioluminescéncia de E. coli expressando a luciferase de Macrolampis sp2 (Fig. 3A),
obtivemos o valor correspondente de R e enté&o estimamos o pH intracelular usando relagéo de

logR e o pH obtido pelo tampéo fosfato de sodio, como mostrado na figura 4A.



37

Estimamos o pH intracelular da E. coli no inicio da emisséo de luz ap6s a adi¢ao de D-
luciferina (em tampdo citrato de sédio 50 mM pH 5,0), quando uma rapida acidificacdo
intracelular é esperada devido a importacdo de proton mediada por luciferina; e apos 120
segundos, quando a emissdo de luz é mais amarelo-esverdeada, refletindo a recuperacdo do
pH fisioldgico (pH~ 7,0). O valor do pH estimado para a E. coli expressando a luciferase de
Macrolampis sp2 foi pH~ 6,8 no inicio da emissdo de luz e pH~ 7,1 apd6s 120 segundos, 0
altimo valor concordando razoavelmente bem com o valor reportado por Lam e colaboradores
(1979) para o pH intracelular da E. coli (pH 7,0). Quando analisamos os valores com a
luciferase de C. distinctus, os valores estimados do pH foram pH~ 6,7 no inicio e pH~ 7,1
apos 120 segundos. Desse modo, a estimativa do pH intracelular usando a curva raciométrica
para essas luciferases esta em concordancia com os valores relatados na literatura usando
outras metodologias. Por outro lado, a luciferase emissora de luz verde A. vivianii é muito
resistente a mudancas do pH e, portanto, ndo adequada para estimar o pH intracelular
raciometricamente.

Embora o célculo utilizado seja simplificado, uma vez que outros fatores como a
concentracdo de fosfato, a presenca de metais e a temperatura podem interferir no espectro de
bioluminescéncia in vivo, os resultados apresentados aqui claramente mostraram a viabilidade
do uso da luciferase de Macrolampis sp2 e outras luciferases pH-sensitivas para a estimativa
raciométrica do pH intracelular. Para analisar a contribuicdo dessas outras varidveis no
espectro de bioluminescéncia in vivo, também analisamos o efeito da concentracao de fosfato,

da concentracdo de metais e da temperatura na emissao de luz.

5.1.2 Efeito do Fosfato nos Espectros de Bioluminescéncia das Luciferases pH-Sensitivas

Para avaliar se ha contribui¢do do efeito da concentracdo de fosfato no espectro de
bioluminescéncia in vivo das luciferases, uma vez que se sabe que o tampé&o fosfato desloca o
espectro de bioluminescéncia in vitro para o vermelho (SELIGER & MCcELROY, 1964),
analisamos seu efeito no espectro de bioluminescéncia in vitro comparando com o tampé&o
Tris-HCI. No caso da luciferase de Macrolampis sp2, o espectro em tampdo Tris-HCI 0,10 M
pH 8,0 apresenta um pico estreito em 564 nm, enquanto que em tampéao fosfato de sodio 0,10
M pH 8,0 o espectro € muito mais amplo e deslocado para o vermelho (Fig. 6). Uma vez que
um dos principais tampfes dentro das células vivas é o fosfato, o espectro de
bioluminescéncia in vivo é naturalmente esperado que seja mais amplo e deslocado para o
vermelho. A concentracdo intracelular estimada de fosfato em células vivas normais de E. coli

é em torno de 5 mM (NELSON & COX, 2006), portanto nesta concentracdo pouco efeito é
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esperado. Apds a morte celular, porém, a concentragdo de fosfato poderia aumentar
consideravelmente devido a hidrélise de nucleotideos fosfato e outros polifosfatos, os quais
podem diminuir o pH, consequentemente contribuindo para o deslocamento para o vermelho

do espectro de bioluminescéncia, 0 que é observado quando os vagalumes estdo morrendo.
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Figura 6. Efeito dos tampdes fosfato de sodio (cinza claro) e Tris-HCI (cinza escuro), ambos na concentracgao de
0,10 M em pH 8,0, no espectro de bioluminescéncia das luciferases: (A) Macrolampis sp2, (B) Amydetes
vivianii, (C) Photinus pyralis e (D) Cratomorphus distinctus.

5.1.3 Efeito da Temperatura nos Espectros de Bioluminescéncia da Luciferase de
Macrolampis sp2

Para avaliar o efeito da temperatura na razao de intensidades (Rpn=lverde/lvermelno),
analisamos os espectros de bioluminescéncia em diferentes temperaturas, de 5° C a 35° C.
Como esperado, observamos que altas temperaturas deslocam o espectro para o vermelho,
diminuindo consequentemente o valor de R (Fig. 7). Uma relacdo linear entre R e a
temperatura foi obtida (Fig. 7B).
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Figura 7. Efeito da temperatura no espectro de bioluminescéncia de E. coli expressando a luciferase de
Macrolampis sp2: (A) efeito da temperatura no espectro de bioluminescéncia em 5° C (=), 10° C ( ),
25°C (===)e 35°C( ), e (B) efeito da temperatura na razdo (R) de intensidade da bioluminescéncia a 563
nm e 616 nm (coeficiente de correlagdo p=—0,992).

Esses resultados abrem também a possibilidade para o uso da luciferase de
Macrolampis sp2 e outras luciferases de vagalumes como sensor de temperatura na escala de
5-35° C. Podem também alertar para a necessidade de se controlar a temperatura quando se

estima o pH intracelular, fornecendo um fator para compensacéo pela temperatura.

5.1.4 Sensibilidade de Detec¢do do Ensaio Raciométrico das Luciferases pH-Sensitivas

A sensibilidade do ensaio bacteriano in vivo usando esse sistema E. coli/pPro-Mac foi
previamente analisado por imageamento em camera CCD e luminometria, pela contagem do
numero de unidades formadoras de colénias por mL (UFC/mL) capaz de produzir um sinal
bioluminescente detectavel (GABRIEL et al., 2014). Por luminometria, usando nosso
equipamento, podem ser detectadas >10 UFC/mL com um sinal acima de 500, uma vez que a
linha de base do equipamento é em torno de 100 cps. Usando um espectrdmetro sensivel, a
quantidade minima de células bacterianas estimada para produzir um espectro detectavel foi

de 5x10* UFC, correspondendo ao sinal de 1x10° cps. O aproveitamento da sensibilidade
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desse método usando a E. coli expressando as luciferases para anélise intracelular em células
eucaridticas, especialmente células de mamiferos, é portanto promissor. Considerando que (I)
células eucaritticas podem ter mais de 1.000 vezes o volume de células bacterianas, (I1)
mitocondrias tém aproximadamente o volume de uma bactéria, e (I11) uma tipica célula de
mamifero, como os hepatdcitos, pode ter 1.000-2.000 mitocdndrias, o direcionamento celular
da luciferase para a mitocdndria, poderia, em principio, permitir avaliar as alteracGes
espectrais que ocorrem em no minimo 10 hepatécitos. Pelo aumento do tempo e da
sensibilidade do sistema de deteccdo e da atividade da luciferase, esse limite poderia ser
facilmente estendido para uma Unica célula de mamifero, proporcionando assim uma
tecnologia de inovacao para o imageamento em tempo real de uma Unica célula.

Assim, neste trabalho demonstramos pela primeira vez a viabilidade do uso de
luciferases de vagalumes e sua sensibilidade espectral ao pH para anélise raciométrica do pH
intracelular na escala entre os pHs 6,0 e 9,0 em células de E. coli. Essa metodologia fornece
uma abordagem simples e direta usando um dnico gene de luciferase pH-sensitiva para
estimar o pH intracelular na escala fisioldgica. As luciferases dos vagalumes brasileiros
Macrolampis sp2 e C. distinctus mostraram-se especialmente adequadas para esse proposito.

Essa nova metodologia baseada num Unico gene reporter de luciferase tem grande
potencial de ser utilizada em ensaios celulares e imagem in vivo em tempo real, fornecendo
uma importante informagédo adicional sobre a fisiologia celular em células vivas e morte
celular ou de tecidos, e em processos patologicos. Entretanto, a implementacdo dessa
tecnologia requer o uso de equipamentos relativamente caros como luminémetros com filtros,
cameras CCD sensiveis, microscopios de bioluminescéncia ou novos sistemas de imagem

com espectrometros acoplados.

5.2 EXPRESSAO DA LUCIFERASE DE Macrolampis sp2 PARA A DETERMINACAO DE
pH EM CELULAS DE MAMIFEROS

Considerando a cooperacao oficial existente entre o Laboratorio do Prof. Dr. Viviani e
o AIST (National Institute of Advanced Industrial Science and Technology de Tsukuba no
Japdo), especializado em tecnologias biofotonicas e expressdo de luciferases em células de
mamiferos, decidimos analisar a viabilidade de uso da luciferase de Macrolampis sp2 para

avaliar o pH intracelular em células de mamiferos.
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5.2.1 Atividade da Bioluminescéncia da Luciferase de Macrolampis sp2 em Células de
Mamiferos

Primeiramente analisamos a atividade in vivo da bioluminescéncia de células COS-1
transfectadas com as construcdes de Macrolampis sp2 pCMV-Mac:cito, pPCMV-Mac:NLS e
pCMV-Mac usando D-luciferina 10 mM (Fig. 8) na auséncia (FO) e presenca de filtros de
corte a 560 nm (F1) e 600 nm (F2) no lumindmetro Phelios AB-2350. Entre as construcdes,
pCMV-Mac:cito apresentou a maior atividade bioluminescente, seguido de pCMV-Mac:NLS
e pCMV-Mac.
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Figura 8. Atividade da bioluminescéncia na auséncia (FO0) e presenca de filtros de corte a 560 nm (F1) e 600 nm
(F2) de células COS-1 carregando as construcdes de Macrolampis sp2 usando D-luciferina 10 mM.

5.2.2 Andlise Luminomeétrica do Efeito do pH na Cor da Bioluminescéncia in vivo

Analisamos o efeito do pH na bioluminescéncia in vivo de células COS-1 transfectadas
com a construgido pCMV-Mac:cito na presenca de nigericina, um iondforo K'/H", no tamp&o
de calibracdo em diferentes pHs (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) a fim de obter uma curva de
calibracéo para estimar o pH intracelular da célula. O iondforo nigericina permite o equilibrio
do pH intracelular e extracelular através da troca do K interno com o H' externo (THOMAS
et al., 1979), sendo usado no tampé&o de calibragdo na concentragéo de 2 pg/mL.

A intensidade a diferentes comprimentos de onda foi medida usando o luminémetro
Kronos AB-2500 na auséncia (FO) ou presenca de filtros de corte a 560 nm (F1) e 620 nm
(F2) a 37° C durante 1 hora. O pH foi estimado usando a curva padrdo na qual calculamos a

média da razdo das intensidades F1/F0 e F2/F0 para estimar o pH intracelular (Fig. 9).
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Figura 9. Curva padrao (F1/F0 e F2/F0) de células COS-1 transfectadas com pCMV-Mac:cito em pH 6,0; 6,5;
7,0; 7,5 e 8,0. A nigericina foi usada no tampdo de calibracdo e a medida foi realizada durante 10 segundos
usando o lumindmetro Kronos na auséncia (F0) e presenca de filtros de corte (F1 a 560 nm e F2 a 620 nm) ap6s
adicdo de D-luciferin 0,10 M durante 1 hora.

Com essa curva padrdao pudemos estimar o pH de cada compartimento celular (citosol,
peroxissomo e nucleo) pela medida da intensidade da bioluminescéncia em diferentes
comprimentos de onda e obtendo a razdo de células COS-1 transfectadas com as construgdes
pCMV-Mac:cito, pCMV-Mac:NLS e pCMV-Mac. Os resultados indicam que o pH do citosol
é em torno de pH 7,4-7,5, enquanto que o pH do nucleo e do peroxissomo € em torno de pH
7,5-7,6.

5.2.3 Espectro de Bioluminescéncia in vivo da Luciferase de Macrolampis sp2 em Células
de Mamiferos

Analisamos também o efeito de diferentes pHs no espectro de bioluminescéncia de
células COS-1 transfectadas com as construcdes pCMV-Mac:cito, pCMV-Mac:NLS e
pCMV-Mac (Fig. 10A, B e C, respectivamente) com tampdo de calibragdo contendo
nigericina em diferentes pHs (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) para observar o deslocamento para o

vermelho esperado em pH acido.
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Figura 10. Efeito do pH no espectro de bioluminescéncia de células COS-1 transfectadas com as construcgdes de
Macrolampis sp2: (A) pCMV-Mac:cito, (B) pPCMV-Mac:NLS e (C) pPCMV-Mac usando tampdo de calibracdo
contendo nigericina em diferentes pHs (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0), e (D) espectro de biocluminescéncia das
construcdes de Macrolampis sp2 (alvos ao citosol, nicleo e peroxissomo) usando tampéo fosfato de sédio 0,01
M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M.

Similarmente a bactérias expressando a luciferase de Macrolampis sp2, um
deslocamento para o vermelho p6de ser observado no espectro de bioluminescéncia de células
COSs-1 Dentre as células expressando a
compartimentos (pCMV-Mac:cito, pCMV-Mac:NLS e pCMV-Mac) em tampdo fosfato de

transfectadas. luciferase em diferentes
sodio 0,01 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M, as que expressavam a luciferase no citosol
(pCMV-Mac:cito) apresentaram um maior deslocamento do espectro para o vermelho,
indicando que o pH do citosol é mais acido do que das outras organelas (peroxissomo e
nucleo) (Fig. 10D). O pH 7,4 do tampdo utilizado é o mesmo no qual a célula é cultivada,
sendo usado com o objetivo de verificar o espectro de bioluminescéncia de cada

compartimento celular, sem controle do pH interno da célula.

5.2.4 Medida Raciométrica do pH

Analisamos a relacdo entre o pH e a razdo de intensidades do espectro de
bioluminescéncia na regido do verde e do vermelho (Aerge= 563 NM € Avermeino= 616 nm (R=
Iverde/ lvermelno)) €M células COS-1 transfectadas com a construcdo de Macrolampis sp2 pPCMV-
Mac:cito a fim de saber se essa relagdo poderia ser usada para estimar o pH em células de

mamiferos vivas, como foi previamente feito em células de E. coli. A razdo das intensidades
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da bioluminescéncia nas regides do verde e do vermelho claramente aumentou em pH &acido
(Fig. 112).
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Figura 11. Relacdo raciométrica de R= (lyerge/lvermeino) € 0 PH em células COS-1 transfectadas com pCMV-
Mac:cito.

Entdo estimamos o valor do pH intracelular de cada compartimento celular (citosol,
nacleo e peroxissomo) por meio da razao (R= lyerde/ lvermeino) de células COS-1 transfectadas
com as construgdes pCMV-Mac:cito, pPCMV-Mac:NLS e pCMV-Mac; novamente indicando
que o pH do citosol é mais &cido do que do nucleo e peroxissomo (pH~ 7,6 para o citosol e
pH~ 8,0 para o ndcleo e peroxissomo). Esses resultados concordam com os encontrados na
literatura, nos quais o citosol apresenta um pH em torno de pH 7,0-7,5 (CODY et al., 1993;
SEKSEK & BOLARD, 1996; DANSEN et al., 2000; BALUT et al., 2008; ZHOU et al.,
2012), aquele do nacleo em torno de pH 7,6-7,8 (CODY et al., 1993; SEKSEK & BOLARD,
1996) e do peroxissomo entre pH 6,9-8,2 (DANSEN et al., 2000; JANKOWSKI et al., 2001).
Essa variacdo no pH do peroxissomo poderia ser explicada pela alta permeabilidade da
membrana peroxissomal a equivalentes acidos, e também por diferencas nas concentragdes de
K" no peroxissomo e no citosol (JANKOWSKI et al., 2001).

Considerando que o pH fisioldgico é em torno de pH 6,5 a 8,5 (BIZZARRI et al.,
2006), a luciferase de Macrolampis sp2 e sua curva raciometrica pode ser seguramente usada

para estimar variacdes do pH intracelular em células de mamiferos.

5.2.5 Imagem da Mudanca de pH pela Cor da Bioluminescéncia em uma Unica Célula

A fim de observar a oscilacdo de pH a nivel de uma Unica célula, analisamos também
a bioluminescéncia in vivo de uma unica célula usando o microscopio de bioluminescéncia
Cellgraph, o qual possui uma camera EM-CCD ultrassensivel. As imagens foram obtidas
usando um espelho dicroico que detecta a intensidade da bioluminescéncia nos comprimentos

de onda antes (F5) e apds (F4) 590 nm, respectivamente, permitindo distinguir entre as
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emissdes verde e vermelha. Baseado nas imagens pudemos observar diferentes intensidades
de emissdo da luz verde no centro das células COS-1 transfectadas com as construcdes da
luciferase de Macrolampis sp2: pCMV-Mac (Fig. 12A), pCMV-Mac:cito (Fig. 12B) e
pCMV-Mac:NLS (Fig. 12C).

Figura 12. Imagem da bioluminescéncia de uma Unica célula COS-1 transfectada com as construcdes da
luciferase de Macrolampis sp2 usando Cellgraph com espelho dicroico: (A) pCMV-Mac, (B) pCMV-Mac:cito e
(C) pCMV-Mac:NLS. Imagens foram obtidas usando: (A) 3 minutos do tempo de exposicéo e (B e C) 5 minutos
do tempo de exposi¢do com lentes objetivas de 40x.

Também analisamos o efeito do pH na cor da bioluminescéncia in vivo usando células
COS-1 transfectadas com as construcdes de Macrolampis sp2 pCMV-Mac:cito e pCMV-
Mac:NLS na presenca de nigericina, um iondforo K'/H*, no tampdo de calibracio em
diferentes pHs (pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) a fim de determinar a variacdo de cor em diferentes
pHSs e estimar o pH intracelular.

A cor da bioluminescéncia in vivo em diferentes pHs foi determinada usando o
Cellgraph, onde podemos claramente observar a diferenca das emissdes verde e vermelha:
emissdo verde tornando-se mais intensa em pH 8,0 e a emissdo vermelha predomina em pH
6,5 (Fig. 13). Esses resultados sdo bastante similares aos previamente encontrados para E. coli
expressando a luciferase de Macrolampis sp2 e confirma que a variagdo da cor da
bioluminescéncia em diferentes pHs é baseado na mudanca da quantidade da emissdo verde

conforme ocorre variacdo do pH.
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Figura 13. Variacdo da cor da bioluminescéncia in vivo de células COS-1 expressando as construgdes de
Macrolampis sp2 pCMV-Mac:cito (painéis da esquerda de A a D) e pCMV-Mac:NLS (painéis da direita de E a
H) em diferentes pHs usando o tampé&o de calibracdo contendo nigericina: (A e E) pH 6,5; (Be F) pH 7,0; (C e
G) pH 7,5 ¢ (D e H) pH 8,0. Imagens obtidas apds 2 minutos do tempo de exposi¢do com lentes objetivas 40x.

5.2.6 Imagem por Bioluminescéncia de Variacdes de pH Intracelular Durante a Diviséo
Celular e Apoptose

A determinacdo do pH intracelular em células vivas é muito importante para o estudo
de algumas condic¢es metabdlicas celulares e conhecimento de alguns processos fisioldgicos
e patoldgicos. Apoptose, proliferacdo celular, atividade enzimatica, entre outros, sao
processos que requerem um pH intracelular regulado, uma vez que um pH anormal pode
causar disfuncdo de algumas organelas e esta associado com véarias doengas como cancer,
Alzheimer e inflamagdo (YANG et al., 2014).

Assim, investigamos se ocorrem varia¢6es do pH intracelular durante a diviséo celular
e/ou morte celular, de acordo com a variagdo da cor da bioluminescéncia. Para esse propdsito,
analisamos a bioluminescéncia de células COS-1 expressando pCMV-Mac:cito e pCMV-

Mac:NLS durante 3 dias no Cellgraph usando o espelho dicroico. Durante a divisdao celular
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(Fig. 14, 15 e 16) e apoptose (Fig. 17 e 18), a cor da bioluminescéncia citoplasmatica e
nuclear ficou mais amarelada, indicando que o pH da célula nesta condi¢do se torna mais

alcalino.

Bioluminescéncia

Imagem Clara

Figura 14. Imagem temporal da variacdo da cor da bioluminescéncia durante a divisdo celular de células COS-1
transfectadas com a constru¢cdo pCMV-Mac:cito no Cellgraph com o espelho dicroico. Imagens foram obtidas
usando o tempo de exposicdo de 3 minutos em intervalos de 4 minutos com lente objetiva 20x. Na parte superior
podemos ver a imagem da bioluminescéncia das células, seguido da combinagdo da luminescéncia com a
imagem clara (merge das imagens das emissfes verde e vermelha) e a imagem clara. Nimeros indicam horas.
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Figural. magem teoral da aria(;é da cor da bioluminescéncia durante a divisdo celular de células COS-1
transfectadas com a construcdo pCMV-Mac:NLS no Cellgraph com o espelho dicroico. Imagens foram obtidas
usando o tempo de exposicdo de 3 minutos em intervalos de 4 minutos com lente objetiva 20x. Na parte superior
podemos ver a imagem da bioluminescéncia das células, seguido da combinagdo da luminescéncia com a

imagem clara (merge das imagens das emissfes verde e vermelha) e a imagem clara. Nimeros indicam horas.

Time =0’

Figura 16. Imagem temporal da variagdo da cor da bioluminescéncia durante a divisdo celular de células COS-1
transfectadas com as construcbes: (A) pCMV-Mac:cito e (B) pCMV-Mac:NLS no Cellgraph com o espelho
dicroico. Imagens claras nas colunas a esquerda e bioluminescéncia nas colunas a direita. Imagens foram obtidas
usando o tempo de exposicdo de 3 minutos em intervalos de 4 minutos com lente objetiva 20x.
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De acordo com estudos anteriores, o pH intracelular varia durante o ciclo celular:
sendo mais alcalino durante a proliferacdo celular (McQUEEN & BAILEY, 1991;
GOTTLIEB, 1996; ISHAQUE & AL-RUBEAI, 1998; BIZZARRI et al., 2006) nas fases S,
G2 e M (MUSGROVE et al., 1987; ISHAQUE & AL-RUBEAI, 1998), enquanto que ocorre
uma acidificagdo do pH intracelular durante a fase G1/GO0, aproximadamente 0,2 unidades de
pH comparado com a fase S que estd associada com a inibicdo do crescimento celular e
apoptose (MUSGROVE et al., 1987; McQUEEN & BAILEY, 1991; ISHAQUE & AL-
RUBEAI, 1998; AMIRAND et al., 2000; BIZZARRI et al., 2006).

Amirand e colaboradores (2000) observaram um aumento do pH intracelular do
citoplasma no final de um ciclo celular, uma caracteristica especificamente relacionada com a
mitose, sendo 0,24 unidades de pH mais alcalino durante a mitose quando comparado com a
interfase. Uma alcalinizacdo na fase mitética foi também detectada quando comparado com o
nacleo em interfase (de pH 7,31 para pH 7,37) (AMIRAND et al., 2000). Usando o indicador
fluorescente raciométrico de pH baseado na GFP (E°GFP), Bizzarri e colaboradores (2006)
mostraram, pela primeira vez, uma alcalinizacdo durante o processo de diviséo celular usando
células CHO (BIZZARRI et al., 2006). Outro estudo observou a proliferacao celular induzida
por uma alcalinizacdo do pH celular em células tumorais (CARDONE et al., 2005). Esses
resultados estdo de acordo com nossos resultados, usando pela primeira vez um sensor
raciométrico bioluminescente baseado em uma luciferase de vagalume, o qual mostrou uma

alcalinizacdo do pH da célula durante a divisdo celular (Fig. 14, 15 e 16).
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Figura 17. Imagem temporal da variagdo da cor da bioluminescéncia durante a apoptose de células COS-1
transfectadas com a constru¢cdo pCMV-Mac:cito no Cellgraph com o espelho dicroico. Imagens foram obtidas
usando o tempo de exposi¢do de 3 minutos em intervalos de 4 minutos com lente objetiva 20x. Na parte superior
podemos ver a imagem da bioluminescéncia das células, seguido da combinagdo da luminescéncia com a
imagem clara (merge das imagens das emissfes verde e vermelha) e a imagem clara. Nimeros indicam horas.
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Figura 18. Imagem temporal da variagdo da cor da bioluminescéncia durante a apoptose de células COS-1
transfectadas com a construgdo pCMV-Mac:NLS no Cellgraph com o espelho dicroico. Imagens foram obtidas
usando o tempo de exposicdo de 3 minutos em intervalos de 4 minutos com lente objetiva 20x. Na parte superior
podemos ver a imagem da bioluminescéncia das células, seguido da combinagdo da luminescéncia com a
imagem clara (merge das imagens das emiss@es verde e vermelha) e a imagem clara. NUmeros indicam horas.

As figuras 17 e 18 mostram uma fragmentacdo nuclear, caracteristica da apoptose
(LAGADIC-GOSSMANN et al., 2004). Nesse trabalho observamos que durante ambos os
eventos de divisdo celular e apoptose, o pH intracelular se torna mais alcalino. Essa
alcalinizacdo pode ser um evento que ocorre mais especificamente antes da fragmentacéo do
DNA e ativagédo da caspase (ver revisio LAGADIC-GOSSMANN et al., 2004) e pode ocorrer
em resposta a diferentes estimulos, como quando as células sdo privadas dos fatores de
crescimento (GRENIER et al., 2008). A maioria dos estudos concluiu que existe uma
acidificacdo intracelular durante a apoptose (BARRY et al., 1993; LI & EASTMAN, 1995;
GOTTLIEB et al., 1995; ISHAQUE & AL-RUBEAI, 1998; NILSSON et al., 2006), mas
existem alguns poucos estudos que reportaram uma alcalinizagdo (ZHU & LOH, 1995; DAI
etal., 1998; KHALED et al., 1999; KIM et al., 2003).
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A andlise do pH intracelular de células de mamiferos normalmente usa agentes que
induzem a apoptose, levando a uma acidificacdo intracelular (pH< 6,8), porém, taxas de
acidificacdo podem variar dependendo do agente usado (GOTTLIEB, 1996). Considerando
gque em NOssSOsS experimentos a apoptose ocorreu espontaneamente, sendo que ndo utilizamos
nenhum indutor de apoptose que possa causar acidificacdo intracelular, a alcalinizacdo pode

ter sido um processo natural.

5.3 IDENTIFICACAO DO SITIO DE LIGACAO DE METAIS E EMPREGO DAS
LUCIFERASES DE VAGALUMES COMO BIOSSENORES RACIOMETRICOS DE
METAIS

Para entendermos melhor o efeito de metais na sensibilidade espectral das luciferases,
identificarmos o respectivo sitio de ligagdo e avaliarmos a viabilidade de uso destas
luciferases como biossensores raciométricos, comparamos o efeito de sais de metais nos
espectros de diferentes luciferases, realizamos mutagénese sitio-dirigida e investigamos o
efeito da concentracdo de cadmio, chumbo, mercurio, niquel e zinco nas razdes de intensidade

de luz verde e vermelha.

5.3.1 Efeito de Metais Divalentes nos Espectros de Bioluminescéncia das Luciferases pH-
Sensitivas

Avaliamos o efeito da concentracdo de metais toxicos e potencialmente tdxicos nos
espectros de bioluminescéncia in vivo da luciferase de Macrolampis sp2 (Fig. 19), uma vez
que foi descrito que cétions de metais divalentes como Zn*?, Cu*? e Hg*? deslocam o espectro
de bioluminescéncia da luciferases de vagalumes para o vermelho (SELIGER & McELROQY,
1964; VIVIANI & BECHARA, 1995). Como esperado, observou-se que os fons Zn*? e Ni?*

na concentracdo de 2 mM resultaram num deslocamento apreciavel para o vermelho.



53

100
80 /
60 -

40 A

Intensidade Relativa (%)

Ow.b-b,

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

Figura 19. Efeito de metais divalentes na concentragdo de 2 mM no espectro de bioluminescéncia da luciferase
de Macrolampis sp2: sem adicdo de metal (preto) e com adi¢do de NiSO, (cinza escuro) e ZnSO, (cinza claro).

5.3.2 Identificacdo do Sitio de Ligacéo de Metais nas Luciferases de Vagalumes

As mais importante substituicdo para o espectro de bioluminescéncia e a sensibilidade
ao pH que distingue a luciferase de Macrolampis sp2 das outras luciferases pH sensitivas é a
substituicdo do residuo conservado E354 por asparagina (E354N) (VIVIANI et al., 2005).
Considerando que E354 pode fazer uma ponte salina com H310 em luciferases como P.
pyralis e C. distinctus, investigamos se os residuos H310 e E354 podem também estar

envolvidos na sensibilidade espectral a metais através de mutagénese sitio-dirigida.

5.3.2.1 Efeito das mutactes N354E e E354N na sensibilidade aos metais

Primeiro comparamos o efeito de Zn**, Ni®* e Hg®* nos espectros de bioluminescéncia
das luciferases de Macrolampis sp2 e C. distinctus selvagens e dos mutantes Mac-N354E e
Crt-E354N (Fig. 20, 21 e 22).

Na presenca de Zn** e Ni**, a luciferase de C. distinctus apresentou um maior
deslocamento para o vermelho (Fig. 20D e 21D, respectivamente) do que a luciferase de
Macrolampis sp2 que apresenta a substituicdo E354N, sendo que o Zn®* causou um
deslocamento semelhante no mutante Mac-N354E (Fig. 20B), resultado que indica que esse

residuo é critico para a sensibilidade aos metais em luciferases de vagalumes.
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Figura 20. Efeito do ZnSO, 2 mM (linhas cinzas) nos espectros de bioluminescéncia das luciferases: (A)
Macrolampis sp2 selvagem, (B) Cratomorphus distinctus selvagem, (C) Crt-E354N e (D) Mac-N354E. Linhas
pretas representam o controle negativo.
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Figura 21. Efeito do NiSO, 2 mM (linhas cinzas) nos espectros de bioluminescéncia das luciferases: (A)
Macrolampis sp2 selvagem, (B) Cratomorphus distinctus selvagem, (C) Crt-E354N e (D) Mac-N354E. Linhas
pretas representam o controle negativo.
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No caso do Hg?*, todas as luciferases selvagens e mutantes apresentaram um grande
deslocamento do espectro para o vermelho (Fig. 22), com um deslocamento um pouco maior

da luciferase de C. distinctus selvagem (Fig. 22B).
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Figura 22. Efeito do HgCl, 2 mM (1 mM em D) (linhas cinzas) nos espectros de bioluminescéncia das
luciferases: (A) Macrolampis sp2 selvagem, (B) Cratomorphus distinctus selvagem, (C) Crt-E354N e (D) Mac-
N354E. Linhas pretas representam o controle negativo.

5.3.3 Desenho de Novos Sitios Sensiveis a Metais na Luciferase de Macrolampis sp2
Considerando que o residuo E354 em luciferases de vagalumes esta aparentemente
envolvido na sensibilidade espectral aos metais, decidimos entdo investigar se este residuo e
H310 podem ser substituidos por outros residuos com cadeias laterais com propriedades
guelantes, para ver se a sensibilidade espectral aos metais pode ser modificada. Analisamos o
efeito de Cd**, Hg*?, Ni*?, Pb** e Zn*? nos espectros de bioluminescéncia da luciferase pH-
sensitiva de Macrolampis sp2 e dos mutantes Mac-H310C, Mac-N354C, Mac-N354E, Mac-
N354H e Mac-H310C/N354C. Essas mutacOes causaram apenas um minimo efeito no

espectro de bioluminescéncia em pH 8,0, como mostrado a seguir.
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5.3.3.1 Efeito das mutacdes nos espectros de bioluminescéncia e sensibilidade ao pH

N354H. A substituicdo Mac-N354H ndo alterou os espectros de bioluminescéncia in vitro em
pH 8,0, porém ocasionou um deslocamento um pouco maior para o vermelho em tampéao
fosfato de s6dio pH 6,0 (de 602 nm para 611 nm comparado com a enzima selvagem), com
uma pequena diminuicdo da largura de meia banda (de 89 nm para 80 nm na enzima mutante)
(Fig. 23). Como asparagina e histidina sdo dois aminoacidos hidrofilicos com polaridades
préximas (NELSON & COX, 2006), isso pode explicar a auséncia de efeito nas propriedades

dessa enzima mutante.
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Figura 23. Espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Macrolampis sp2 (cinza claro) e do mutante
Mac-N354H (cinza escuro) em tampéo fosfato de sédio 0,10 M pH 6,0.

H310C e N354C. Com relacdo ao mutante Mac-H310C, essa substituicdo resultou num
deslocamento para o laranja em tampéao fosfato de sodio pH 8,0 (de 578 nm para 591 nm
comparado com a enzima selvagem) (Fig. 24A) e um pequeno deslocamento para o vermelho
em tampéo fosfato de sédio pH 6,0 (de 602 nm para 605 nm), acompanhado de ligeira

diminuicdo da largura de meia banda (de 89 nm para 83 nm) (Fig. 24B).
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Figura 24. Espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Macrolampis sp2 (cinza claro) e do mutante
Mac-H310C (cinza escuro) em tampao fosfato de sddio 0,20 M pH 8,0 (A) e pH 6,0 (B).

J& no mutante Mac-N354C, a substituicdo de asparagina por cisteina (ambos polares
ndo carregados) resultou em maior deslocamento para o vermelho no espectro de
bioluminescéncia em tampéo fosfato de sédio pH 6,0 (de 602 nm para 614 nm comparado

com a enzima selvagem) (Fig. 25). Em pH 8,0 ndo houve alteragcdo do espectro.
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Figura 25. Espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Macrolampis sp2 (cinza claro) e do mutante
Mac-N354C (cinza escuro) em tampao fosfato de sédio 0,10 M pH 6,0.

A dupla mutacdo Mac-H310C/N354C, também resultou num deslocamento do
espectro para o laranja em tampéo fosfato de sédio pH 8,0 (de 578 nm para 590 nm

comparado com a enzima selvagem) e aumento da largura de meia banda de 93 nm para 111
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nm (Fig. 26A), e em pH 6,0 um maior deslocamento para o vermelho (de 602 nm para 613
nm) (Fig. 26B).
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Figura 26. Espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Macrolampis sp2 (cinza claro) e do mutante
Mac-H310C/N354C (cinza escuro) em tampéo fosfato de sodio 0,10 M pH 8,0 (A) e pH 6,0 (B).

Com relacdo aos mutantes obtidos neste trabalho, 0 mutante que apresentou uma
maior sensibilidade ao pH foi 0 Mac-N354C, com um deslocamento para o vermelho de 12

nm em pH 6,0 comparado com a enzima selvagem.

5.3.3.2 Efeito das mutacdes na atividade das luciferases mutantes

As luciferases mutantes apresentam atividade bioluminescente compativel, parecidas
com a luciferase selvagem. As luciferases tiveram atividade decrescente na seguinte ordem:
Macrolampis sp2 selvagem > Mac-H310C > Mac-N354C > Mac-H310C/N354C > Mac-
H354E > Mac-N354H. Assim, as luciferase mutantes com maior atividade foram H310C e

N354C, as outras apresentando cerca de 5 da atividade da luciferase selvagem.
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5.3.3.3 Efeito das mutacdes na sensibilidade espectral aos metais

Os mutantes investigados apresentaram deslocamento espectral que variou na seguinte
ordem: (Macrolampis sp2) Hg?>Zn*>Ni?**>Cd*, (Mac-H310C) Hg*>Zn*>Ni*>Pb*,
(Mac-N354C)  Cd**>Zn**>Hg?*>Ni**>Pb®*, (Mac-N354E) Zn**>Ni**, (Mac-N354H)
Hg* >Ni?*>Zn**>Pb*>Cd?* e (Mac-H310C/N354C) Pb**>Hg**>Zn*" (Fig. 27, 28, 29, 30 e
31).
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Figura 27. Espectros de bioluminescéncia na presenca de diferentes concentracdes de ZnSO, na luciferase de
Macrolampis sp2 e seus mutantes: (A) selvagem, (B) Mac-N354H, (C) Mac-H310C, (D) Mac-N354C, (E) Mac-
H310C/N354C e (F) Mac-N354E.

Os resultados da figura 27 claramente mostram que a mutacdo de asparagina por
histidina ou cisteina na posicdo 354 (Mac-N354H e Mac-N354C) aumenta consideravelmente

o deslocamento para o vermelho na presenca de Zn*? (Fig. 27B e D, respectivamente).
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Figura 28. Espectros de bioluminescéncia na presencga de diferentes concentracdes de NiSO, na luciferase de
Macrolampis sp2 e seus mutantes: (A) selvagem, (B) Mac-N354H, (C) Mac-H310C, (D) Mac-N354C e (E)
Mac-N354E.

No caso do Ni*% a figura 28 mostra que a mutacio N354H apresentou 0 maior
deslocamento para o vermelho (Fig. 28B), enquanto a substitui¢do de histidina por cisteina na
posicdo 310 (Mac-H310C) (Fig. 28C) apresentou o menor efeito. Esses resultados séo
totalmente consistentes com a alta afinidade de histidinas ao Ni** e confirma a importancia

das posicBes 310 e 354 para a ligacdo de niquel em luciferases de vagalumes.
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Figura 29. Espectros de bioluminescéncia na presenca de diferentes concentragdes de HgCl, na luciferase de
Macrolampis sp2 e seus mutantes: (A) selvagem, (B) Mac-N354H, (C) Mac-H310C, (D) Mac-N354C, (E) Mac-
H310C/N354C e (F) Mac-N354E.

A respeito do Hg?* (Fig. 29), os mutantes Mac-N354C e Mac-N354H apresentaram
maior deslocamento para o vermelho com menor concentracdo do metal (Fig. 29D e B,

respectivamente).
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Figura 30. Espectros de bioluminescéncia na presenca de diferentes concentraces de CdSO,4 na luciferase de
Macrolampis sp2 e seus mutantes: (A) selvagem, (B) Mac-N354H, (C) Mac-H310C, (D) Mac-N354C, (E) Mac-
H310C/N354C e (F) Mac-N354E.

Com relacdo ao Cd** (Fig. 30), o mutante Mac-N354C foi 0 mais sensivel, com um
deslocamento espectral de 34 nm na concentragdo de 0,1 mM (de 564 nm para 598 nm) (Fig.
30D), seguido de Mac-H310C/N354C, com um deslocamento de 42 nm na presenca de
CdSO,4 0,5 mM (de 571 nm para 612 nm) (Fig. 30E).
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Figura 31. Espectros de bioluminescéncia na presenca de diferentes concentragdes de PbCl, na luciferase de
Macrolampis sp2 e seus mutantes: (A) selvagem, (B) Mac-N354H, (C) Mac-H310C, (D) Mac-N354C, (E) Mac-
H310C/N354C e (F) Mac-N354E.

O Pb?* foi um dos metais com os menores efeitos no deslocamento do espectro (Fig.
31), sendo o mutante Mac-H310C/N354C o mais sensivel (Fig. 31E).

Em geral, a substituicdo H310C diminui a sensibilidade a cations de metais quando
comparado com as substituicdes no residuo N354 por cisteina ou histidina. Os resultados
confirmam a importancia do glutamato carregado negativamente na posicdo 354, e outros
residuos quelantes como cisteinas (sulfidrila) e histidinas (imidazol) nas posicdes 310 e 354
para a sensibilidade a metais divalentes, especialmente histidinas. Dentre todos os mutantes,
0s mais sensiveis a esses metais s&0 0s na posicéo 354, os quais incluem a cisteina (para Cd**,
Hg*" e Zn*"), a histidina (para Ni** e Zn?*) ou o glutamato (para Zn**); sendo o mutante Mac-
N354C o mais sensivel para Cd*" e Hg?*, causando o maior deslocamento para o vermelho em

menores concentracdes desses metais. Dentre esses dois metais, esse mutante apresentou
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maior sensibilidade ao Cd**, com o maior deslocamento para o vermelho dentre todas as
luciferases e todos os metais (deslocamento de 54 nm na presenca de CdSO4 4 mM, de 564
nm para 618 nm).

Em seguida, para compararmos o efeito de metais nos espectros de bioluminescéncia
de luciferases purificadas e ndo purificadas, analisamos o efeito da concentracdo do cétion de
metal no espectro de bioluminescéncia da luciferase de Macrolampis sp2 usando extrato bruto
e amostras purificadas. O espectro com Ni** ndo apresentou nenhuma diferenca entre o
extrato bruto e a enzima purificada. Porém, Hg** e Zn*" apresentaram um maior deslocamento
no espectro da enzima purificada com relacéo ao extrato bruto nas concentragdes de 0,5 mM e
4,0 mM, respectivamente (de 585 nm para 602 nm para Hg®* e de 580 nm para 584 nm para
Zn**, Fig. 32C e A, respectivamente). Este resultado pode ser explicado em principio pela

competicdo de outras proteinas presentes nos extratos brutos na ligacao desses metais.
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Figura 32. Comparagdo do efeito dos metais no espectro de bioluminescéncia da luciferase de Macrolampis sp2
em extrato bruto (pPro-Mac) (cinza claro) e purificada (pCold-Mac) (cinza escuro): (A) ZnSO, 4 mM, (B)
NiSO4 4 mM e (C) HgCl, 0,5 mM.

Também verificamos uma possivel interferéncia da cauda de histidina no espectro de
bioluminescéncia da luciferase recombinante na presenca de niquel, comparando o efeito

desse metal no espectro de bioluminescéncia das diferentes constru¢des da luciferase de
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Macrolampis sp2 com vetores que conferem caudas de histidina (pCold-Mac, pPro-Mac) e
sem cauda de histidina (pBl-Mac) (Fig. 33C, A e B, respectivamente). Entretanto, nenhuma
diferenca pOde ser detectada no pico ou na largura do espectro de bioluminescéncia das

luciferases expressas com ou sem cauda de histidina.
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Figura 33. Comparagdo do efeito de NiSO, 2 mM (cinza escuro) e 4 mM (cinza claro) nos espectros de
bioluminescéncia da luciferase de Macrolampis sp2 com e sem cauda de histidina: (A) pPro (6 His no N-
terminal), (B) pBI (sem cauda de histidina) e (C) pCold (6 His no N-terminal). Linhas pretas representam o
controle negativo.

5.3.3.3.1 Sensibilidade espectral aos metais

A sensibilidade espectral da bioluminescéncia a metais esta relacionada a magnitude
do deslocamento em relagdo a concentracdo do metal: quanto o maior deslocamento para o
vermelho e a menor concentragcdo do metal, maior € a sensibilidade espectral ao metal. Assim
sendo, usamos como um parametro de sensibilidade (S) a razdo do deslocamento espectral em
frequéncia ou reciproco de comprimento de onda (cm™) e a concentracdo do metal (mM). A
figura 34 e as tabelas 3 e 4 sumarizam a sensibilidade das luciferases mutantes aos diferentes
metais. Dentre todos os mutantes, Mac-N354C apresentou uma maior sensibilidade tanto ao
Zn*? quanto ao Cd** e Hg*? (Fig. 27D, 30D e 29D, respectivamente), com o menor limite de

deteccdo (<100 uM), enquanto que Mac-N354H foi o mais sensivel ao Ni?* (Fig. 28B).
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Além disso, é desejavel que a atividade luminescente da luciferase ndo seja
severamente afetada pela concentracio de metal. Entre os cations testados, Cd**, Hg®* e Zn**
causaram maior deslocamento para o vermelho (34 nm) para Mac-N354C, Mac-N354C e
Mac-H310C/N354C, respectivamente, com 0 menor impacto na atividade da
bioluminescéncia na concentracdo de 0,10 mM (reducdo de aproximadamente 20%, 30% e
50% da atividade, respectivamente); além do Zn®* apresentar o menor impacto na atividade da
bioluminescéncia (aproximadamente 25% e 45% para Mac-N354E) em altas concentracdes (2
e 4 mM). O Hg”" foi o metal que mais causou impacto na atividade (aproximadamente 65%
Mac-H310C/N354C), mesmo em baixa concentracdo (0,1 mM) (Tab. 4).

0 2 4 6 8
[Zn* T mM
B 1600 4
v
1400 4
1200 4
10004 w
fE 8004
S
% 600+
4004 >
2004
Y
0 T T T T
0 1 2
[Hg™] mM

Figura 34. Efeito da concentracdo do metal (mM) no deslocamento espectral medido em reciproco da variagdo
do comprimento de onda AF (cm %): Macrolampis sp2 (azul), Mac-N354H (verde), Mac-H310C/N354C
(vermelho) e Mac-N354C (preto).



67

Tabela 3. Sensibilidade espectral e efeito da concentracdo de sais de metais na atividade luminescente da
luciferase de Macrolampis sp2 e seus mutantes. Tabela completa disponivel na tabela 4.

ZnS0O, Hg(Cl, NiSO; (CdSO; Pb(Cl:
Amix Atividade Sensibilidade Atividade Sensibilidade Atividade Atividade Atividade

Luciferase : ot * s 5 + 5
(um)  Relativa’ Espectral Relativa  Espectral Relativa  Relativa  Relativa
(%) (cm™/mM™) (%) (cm™/mM™) (%) (%) (%)
Selvagem 570 77 454 18 830 90 36 -
Mac-H310C 573 20 1080 11 - 85 - -
Mac-N354C 564 8 10750 6 7780 72 13 45
Mac-H310C/N354C 571 15 1820 4 - - 11 32
Mac-N354H 568 20 1080 7 1740 23 21 70

"Atividade relativa foi medida na presenca do metal a 1 mM

Sensibilidade espectral foi medida como a inclinacdo do efeito da concentracdo de metal no deslocamento espectral da
figura 34

Tabela 4. Efeito da concentragdo de metal na atividade luminescente da luciferase de Macrolampis sp2 e seus
mutantes.

Macrolampis sp2
Selvagem Mac-N354E Mac-N354C/H310C Mac-H310C Mac-N354C Mac-N354H
atividade deslocamento atividade deslocamento atividade deslocamento atividade deslocamento atividade deslocamento advidade deslocamento
Metal [mM] relativa relativa relativa relativa relativa relativa
) (mma} e (mm} @) {nm) @) {no) ) {mo) %) {moa}
L] 100 5702 100 564.0 100 5708 100 5733 100 564.0 100 5683
0.1 90.09 5739 (3.7 96.41 564.0 (0) 4928 594.9 (34.1) 4430 3790 (3.7 21.74 389.6 (25.6) 60.61 3727 (44
ZnS0, 0.3 3288 377.0 (6.8) 91.78 3731 (111) 2158 5978 27.0) 2991 3884 (150) 297 609.0 (45.0) 3570 3825 (143)
1 76.74 3738 (3.6) §9.33 5872 (23.2) 1461 606.0 (35.2) 2024 386.6 (13.3) 7.57 613.1 (49.1) 2021 3902 (21.9)
2 3000 ST7T(1S) 7677 3866 (22.6) 817 605.4 (34.6) 956 5884 (15.1) 438 6107 (46.7) 7335 5984(30.1)
4 211 579.6 (9.4) 53.38 398.4 (34.4) 448 609.0 (38.2) 481 601.9 (28.6) 22 614.2 (50.2) 3.83 604.8 (36.5)
0 100 5702 100 564.0 - - 100 5733 100 564.0 100 568.3
0.1 91.36 570.8 (0.6) 6441 564.0 (0) - - 98.16 579.0 (3.7) 85.64 366.5 (2.5) 46.38 3731 (6.8)
NiSO4 0.5 89.36 573937 38.67 5714 (74 - - 96.98 5813 (3.0) 78.37 5702 (62) 3521 589.6 (21.3)
- 1 9045  5758(56) 072 5739 (99) . - 8517 5783 (3.0) 7237 ST27(87) 1264 603.1(348)
2 8229 573937 nn 577 (13.0) - - 7784 5802 (6.9) 57.90 5739 (99) 19.95 600.1 (31.8)
4 80.35 583.1(10.9) 23.95 5872 (232) - - 65.89 386.6 (13.3) 45.15 5764 (12.4) 16.28 604.8 (36.5)
0 100 5702 100 564.0 100 570.8 100 3733 100 564.0 100 568.3
0.1 86.78 3720 (1.8) 73.03 364.0 (0) 3477 586.6 (15.8) 70.02 3790 (3.1 67.49 397.8 (33.8) 33.87 569.6 (1.3)
HeCh 0.5 58.90 384.9 (147 30.04 5833 (20.3) 2841 583.5 (14.M) 2698 385.5(12.2) 8.64 616.0 (32.0) 14.27 3943 (16.0)
1 17.54 393.1(22.9) 6.68 384.9 (20.9) 396 5984 (27.4) 11.04 386.6 (13.3) 621 609.0 (43.0) 729 606.0 (37.7)
2 434 603.1 (32.9) - - 049 6072 (33.4) 031 607.2 (33.9) 120 601.3 (37.3) 0.64 6054 (37.1)
4 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
L] 100 5702 100 564.0 100 5708 100 5733 100 564.0 100 5683
0.1 - - - - 105.89 572.7(1.9) - - 78.19 5984 (344) - -
05 - - - - 1549 6125 (41.7) - - 16.01 610.7 (46.7) - -
CdS0y N - 2 < 7
1 3622 5738 (3.6) 13.32 564.0 (0) 10.72 - - - 12.56 616.0 (32.0) 21.10 5708 2.5)
2 13.75 377.0 (6.8) 9.58 364.0 (0) 6.00 - 19.69 3733 (0) 6.81 614.2 (30.2) 10.35 3733060
4 6.31 383.7 (13.5) 290 567.7 (3.7 27 - 11.56 3790 (3.7 2.88 617.8 (33.8) 5.20 3843 (16.0)
0 100 5702 100 564.0 100 570.8 100 5733 100 564.0 100 568.3
0.1 - - - - 85.37 3708 (0) - - 91.73 368.3 (4.3) - -
PbCh 0.5 - - - - 44.00 580.8 (10.0 - - 7482 569.6 (3.6) - -
1 130 5802 (10.0) 1374 5640 (0) D01 6037 (329) . . 14498 5745(105) 690 5708 (23)
2 - - 36.14 564.0 (0) 1543 607.8 (37.0 19.69 3751(18) 2051 381979 33.83 5739 (3.6)
1 33 5849 (14.7) 946 564.0 (0) 562 600.5 (38.7) 1156 575.1(L%) 829 6043 (10.3) - .

5.3.4 Medida Raciométrica da Concentragdo de Metais

Para saber se é possivel usar a mudanca espectral para quantificar os metais,
analisamos se existe uma relacdo entre a concentracao do cation e a razdo das intensidades do
espectro de bioluminescéncia (R= lyermeino/lverde) Na regido do vermelho e do verde na

luciferase de Macrolampis sp2 e seus mutantes (Avermeiho= 616 NM; Ayerge= 563 NM).
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Como esperado, uma relacédo linear entre a razdo de intensidades (R) e a concentracdo
de Cd*, Hg*? Ni*?, Pb?* e Zn*? foi encontrada usando as diferentes luciferases (Fig. 35, 36,

37, 38 e 39).
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Figura 35. Efeito da concentracdo de ZnSO, na razdo das intensidades da bioluminescéncia no Ayerge € Avermelho
(R= lyermeino/ lverde) Usando a luciferase de Macrolampis sp2 modificada: (A) selvagem, (B) Mac-N354E, (C) Mac-
N354H, (D) Mac-H310C, (E) Mac-N354C e (F) Mac-H310C/N354C. Inserto: intervalo linear da curva.
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Figura 36. Efeito da concentragdo de NiSO,4 na razdo das intensidades da bioluminescéncia no Ayerge € Avermelho
(R= lyermemo/ lverde) Usando a luciferase de Macrolampis sp2 modificada: (A) Mac-N354C, (B) Mac-N354E, (C)
Mac-N354H, (D) Mac-H310C e (E) selvagem. Inserto em C, D e E: intervalo linear da curva.
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Figura 37. Efeito da concentracdo de HgCl, na razdo das intensidades da bioluminescéncia no Ayerge € Avermelno
(R= lyermeino/ lverde) Usando a luciferase de Macrolampis sp2 modificada: (A) selvagem, (B) Mac-N354E, (C) Mac-
N354H, (D) Mac-H310C, (E) Mac-N354C e (F) Mac H310C/N354C. Inserto em A, B, D, E e F: intervalo linear
da curva.
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Figura 38. Efeito da concentracdo de CdSO, na razdo das intensidades da bioluminescéncia no Averde € Avermelno
(R= lyermeino/ lverde) Usando a luciferase de Macrolampis sp2 modificada: (A) selvagem, (B) Mac-N354E, (C) Mac-
N354H, (D) Mac-H310C, (E) Mac-N354C e (F) Mac-H310C/N354C. Inserto em A, B, C, D e F: intervalo linear

da curva.
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Figura 39. Efeito da concentracdo de PbCl, na razdo das intensidades da bioluminescéncia no Ayerde € Avermelno
(R=lyermeino/lverge) Usando a luciferase de Macrolampis sp2 modificada: (A) selvagem, (B) Mac- H310C, (C)
Mac-N354H, (D) Mac-H310C/N354C e (E) Mac-N354C. Inserto em A, C e D: intervalo linear da curva.

Nos mutantes mais sensiveis, a curva da concentracao de metal x R € mais inclinada e
estendida para concentracGes mais baixas, dando o limite de deteccdo da analise raciométrica
(minima concentragdo que resulta num deslocamento espectral mensuravel). Entre as
luciferases mutantes, Mac-N354C apresenta 0 menor limite de deteccdo para Cd**, zZn** e
Hg** (< 0,1 mM), enquanto que o mutante Mac-N354H apresenta menor limite de deteccdo
para Ni** (< 0,1 mM).

Uma vez que a concentragdo intracelular estimada para zinco em células humanas é
em torno de 200-300 uM (HOWARD et al., 1991), é possivel em principio, usar os mutantes
Mac-N354C ou Mac-H310C/N354C, os quais possuem um limite de deteccdo abaixo de 100
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MM, para detectar flutuagcbes de concentragdo de zinco de maior magnitude dentro dessas

células.

5.3.4.1 Comparagcao das luciferases pH- e metal-sensitivas com outros biossensores
luminescentes de pH e metais

Biossensores luminescentes para metais podem ser divididos em fluorescentes e
quimio- ou bioluminescentes. A maioria dos biossensores luminescentes usados atualmente é
fluorescente. Os biossensores fluorescentes podem ainda ser divididos naqueles que sédo
baseados na intensidade, nos quais a intensidade num Gnico comprimento de onda aumenta ou
diminui em resposta a concentragdo de metal; e 0s raciométricos, nos quais ocorrem
mudancas espectrais que podem ser quantificadas pela razéo das intensidades em diferentes
comprimentos de onda, possuindo vantagens de especificidade e seletividade.

Similarmente aos sensores fluorescentes, biossensores bioluminescentes séo
normalmente baseados em medidas da intensidade da luminescéncia. Biossensores n&o
especificos light off baseados em bactérias bioluminescentes sdo hd muito utilizados para
detectar metais, enquanto que biossensores bioluminescentes light on baseados no lux-
CDABE e em luciferases de vagalumes ja foram desenvolvidos para detectar mercurio e
arsénio disponivel baseado no aumento da intensidade da bioluminescéncia (SELIFONOVA
etal., 1993; HATTORI et al., 2013).

Com excecdo de sistemas BRET usados para avaliar interacdes de proteinas, o uso de
biossensores bioluminescentes raciométricos € incomum, ndo existindo ainda para deteccédo
de mudancas de pH ou concentracdo de metais. Aqui apresentamos 0 primeiro biossensor
raciométrico para o pH e metais usando uma Unica luciferase de vagalume. Em geral, nosso
biossensor raciométrico tem a vantagem de ser mais especifico do que biossensores baseados
em intensidade, sendo insensiveis a variaces de concentracao de luciferase e dos substratos
ATP e luciferina, e ndo sofrendo os efeitos colaterais de biossensores fluorescentes, como
fototoxicidade, auto-absorcdo e autofluorescéncia.

Comparacdo com outros biossensores luminescentes de pH. No caso de biossensores de
pH, o uso de biossensores fluorescentes tem sido mais comum. Técnicas para analise do pH
com o uso de fluor6foro sensiveis ao pH foram as primeiras a serem utilizadas para analise do
pH em células de mamiferos e bacterianas, porém seu uso € limitado uma vez que esse
composto mede o pH intracelular somente do citosol ou do ndcleo (BREEUWER et al., 1996;
PORCELLI et al., 2001; CONCHA, 2009). Ja o uso da GFP permite uma medida mais
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especifica do pH; porém, o uso da fluorescéncia pode causar danos celulares como
fototoxicidade devido a necessidade da irradiacdo por luz azul (BREEUWER et al., 1996;
ASAl et al., 2007; NAKAJIMA et al., 2010; MAHON et al., 2011; BENCINA, 2013).

A aplicacdo de proteinas bioluminescentes (luciferases ou fotoproteinas) para analise
do pH intracelular é recente. Hattori e colaboradores (2013) construiram um indicador
fotoinativavel bioluminescente baseado na combinacdo de um fragmento de luciferase em
complementacdo com a fotoproteina 1 (LOV-2) para a medida da acidificacdo intracelular. A
irradiacdo de luz diminui a atividade da bioluminescéncia e é recuperada gradualmente. Os
autores mostraram que o tempo de recuperacdo estava correlacionado com o pH,
independentemente das concentracgdes de luciferina ou ATP, fornecendo uma metodologia em
tempo real in vivo para estimar a acidificacdo em células apoptdticas e autofagicas. Apesar da
potencial aplicabilidade dessa tecnologia, isso requer duas proteinas distintas (LOV-2 e a
complementacdo com a luciferase) com diferentes requerimentos bioquimicos (ATP e
FMNH,), a fotoirradiacdo usando luz azul com seu potencial de efeito fototdxico, aumentando
a complexidade da analise (HATTORI et al, 2013). Por outro lado, sensores
bioluminescentes raciométricos para estas finalidades ainda ndo séo conhecidos.

O uso de luciferase de vagalume como biossensor raciométrico de pH pode ser usado
para estimar pH no intervalo fisiolégico de pH 6,0-8,5. Além disto, o gene da luciferase pode
ser enderecado para diferentes compartimentos celulares e tipos de células, para averiguar

variacdes fisioldgicas e patoldgicas de pH em tempo real.

Comparagdo com sensores luminescentes de metais. Sensores de mercurio estdo entre 0s
mais importantes devido a sua toxicidade (ver revisbes KIM et al., 2012; HESSELS &
MERKX, 2015), uma vez que concentracdes de 100 uM de HgCl, em células de mamiferos
sdo toxicas e afetam a divisdo celular, enquanto que concentragdes em torno de 10 UM sdo
responsaveis por causar trés vezes mais aberragcdes/anormalidades (HOWARD et al., 1991).
Foram desenvolvidos sensores baseados no gene lux-CDABE com um baixo limite de
deteccdo (concentracBes menores que 0,01 mM) (XU et al., 2015), porém, para estimar a
biodisponibilidade desse metal em células nédo é facil.

Sensores de zinco que usam proteinas fluorescentes para estimar concentragdes
intracelulares sdo importantes para investigar a homeostase celular (ver revisdao LIU et al.,
2014). Esses tipos de sensores estdo sendo usados para detectar o zinco em amostras de agua e
células vivas num alcance de 0,5-10 uM (AYDIN et al., 2014; HOSSEINI et al., 2014;
TANG et al., 2014; SONG et al., 2015; TIAN et al., 2015).
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Nossa abordagem raciométrica usando uma Unica luciferase de vagalume se mostra
especialmente interessante para estimar concentragdes de zinco que tem interesse fisiologico,
e biodisponibilidade de mercurio e cAddmio dada suas toxicidades.

Com relagéo ao zinco, as luciferases Mac-N354C e H310C/N354C, sdo interessantes
por possuirem um limite de deteccdo abaixo de 100 uM desde que a concentragdo intracelular
estimada de zinco em células humanas estd em torno de 200-300 uM (MARET, 2015),
Entretanto, devido a concentragdo de Zn®* livre no citosol de muitas outras células ser
estimado entre 0,1-1 nM (LIU et al., 2014), nossa abordagem raciométrica ainda precisa de
melhoramento para chegar a tal limite de deteccdo.

Com relacdo ao Hg®, a luciferase mutante Mac-N354C foi a mais sensivel,
apresentando um limite de deteccdo abaixo de 0,1 mM. Entretanto esta sensibilidade ainda é
menor do que a requerida para detectar concentracGes de mercurio que séo toxicas (menores
que 0,01 mM), portanto é necessario investigar e melhorar a sensibilidade dessa luciferase a
esse metal.

Entre todas as combinac@es testadas, o maior efeito foi observado para o Cd** com a
luciferase mutante Mac-N354C que causou o maior deslocamento para o vermelho entre
todos 0s mutantes e metais, com um limite de detec¢do proximo de 50 uM. Uma vez que o
cadmio causa diversos problemas no organismo mesmo em baixas concentracGes
(HORIGUCHI et al., 2011), incluindo potencial carcinogénico e doencas cardiovasculares
(ver revisdo KIM et al., 2012), a luciferase Mac-N354C se mostrou potencialmente Util para

estimar concentracgdes intracelulares deste metal.

Vantagens adicionais da analise raciométrica. Estes tipos de biossensores raciométricos e
metodologia associada oferecem a vantagem potencial de reportar dois eventos simultaneos
em tempo real usando dois parametros: (I) a intensidade, que pode ser usada para reportar
localizacdo, expressdo génica ou concentracdo de ATP e (I) o espectro (analise raciométrica),
reportando flutuacdes de metais ou pH dentro da célula. Uma vez que as concentragdes de
ATP e D-luciferina ndo afetam o espectro de bioluminescéncia, a analise raciométrica do pH
ou metais € insensivel a oscilacBes desses substratos dentro da célula. Assim, considerando
que o rendimento quéntico para algumas luciferases de besouros € conhecido, os valores da
concentracdo da luciferase intracelular ou ATP podem ser a principio estimados com precisao.
Desta forma, este biossensor pode ser usado para reportar simultaneamente variacdes de pH,
associadas ou ndo, com variagOes de ATP resultantes de alteracGes metabolicas em processos

celulares normais e patoldgicos, incluindo fermentacdo do musculo latico, apoptose e
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inflamac&o, fornecendo entdo o primeiro sistema reporter dual que emprega um Unico gene de
luciferase. Finalmente, este tipo de biossensor e metodologia associada podem substituir o uso
de alguns sistemas de genes repdrteres duplos ou triplos que consomem tempo e sdo mais
caros, para a andlise simultanea de eventos celulares distintos em células eucarioticas,
especialmente em células de mamiferos em tempo real. Apesar dessas vantagens,
investigacdes futuras sdo necessarias para melhorar a sensibilidade, especificidade e, portanto,
a viabilidade da aplicacdo da luciferase de vagalume como biossensor raciométrico para

metais ou pH dentro de células.
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6 CONCLUSOES

Mostramos aqui que a luciferase pH-sensitiva de Macrolampis sp2 € viavel para a
indicacdo raciométrica do pH intracelular em bactérias e células de mamiferos. Imagens da
bioluminescéncia de celulas de mamiferos transfectadas com a luciferase de Macrolampis sp2
exibiram uma alcalinizacdo do pH durante a divisdo celular e apoptose, sendo o primeiro
relato desse evento usando imagem da bioluminescéncia, mostrando que essa abordagem
pode ser usada para avaliar variacBes do pH intracelular em células patogénicas ou células
durante a apoptose.

Mostramos também que os residuos H310 e N354 constituem dois sitios criticos para
ligacdo de metais responsaveis pela sensibilidade espectral das luciferases de vagalumes. Por
meio da engenharia desses sitios, usando mutagénese sitio-dirigida, aumentamos a
sensibilidade espectral de bioluminescéncia a metais fisiologicamente importantes como Zn*,
e metais toxicos, especialmente Cd®* e Hg?*. A resposta linear dessas luciferases modificadas
a concentracdo de metais em dois comprimentos de onda diferentes (verde e vermelho)
permitiu determinar a concentracdo de metais, demonstrando o potencial de aplicabilidade das
luciferases e seus genes como biossensores bioluminescentes intracelulares de
biodisponibilidade e intoxicacdo por metais.

Essas abordagens raciométricas para estimar pH e concentracdo de metais intracelular
usando uma unica luciferase podem ser associadas com a intensidade da bioluminescéncia
para analisar eventos de expressdo génica e/ou concentracdo intracelular de ATP, fornecendo
0 primeiro sistema reporter dual que emprega um anico gene de luciferase de vagalume para
anélise simultanea de pH ou concentracdo de metais intracelular, e concentragdo de ATP ou
nivel de expressdo génica. O uso de um dnico gene repdrter bioluminescente exibindo dois
parametros (a razéo da intensidade da bioluminescéncia em diferentes comprimentos de onda
e a intensidade da bioluminescéncia) pode reduzir o tempo consumido, a complexidade e 0
preco de ensaios celulares que empregam diferentes genes reporteres para avaliar
citotoxicidade e andlise de distintos eventos celulares em células eucarioticas, especialmente

em células de mamiferos por imagem em tempo real.
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