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Resumo

Neste trabalho foi feita a expressao e purificagcdo das luciferases
recombinantes do elaterideo Pyrearinus termitilluminans e dos
fengodideos Phrixotrix hirtus e Phrixotrix viviani, e a determinacgéo e
comparacédo de suas propriedades fisico-quimicas. Estimamos os
Kms para luciferina e ATP, as constantes cataliticas, pH 6timo e
outros dados cinéticos nas trés luciferases. Através do uso de
sondas fluorescentes, fizemos uma inspecdo da polaridade dos
sitios de ligacao da luciferina. Além disso, foi feita a modelagem
molecular para complementar os estudos experimentais e identificar
os residuos do sitio-ativo que afetam a polaridade e os espectros de
bioluminescéncia nestas luciferases. Os dados sugerem que a
luciferase de Pyrearinus termitilluminans tem o sitio ativo mais
hidrofébico entre as luciferases estudadas e a luciferase de
Phrixotrix hirtus o mais polar. Estes dados suportam a importancia
da polaridade e polarizabilidade orientada na determinacdo dos
espectros de bioluminescéncia. Além disto, os resultados de
termoestabilidade e cinética de luminescéncia da luciferase de
Pyrearinus termitilluminans sugerem que esta enzima seja

particularmente apropriada para aplicagcdées de bioimageamento.



Abstract

In this work, purification and comparative physical-chemical
characterization of the recombinant luciferases from the elaterid
Pyrearinus termitilluminans and from the phengodids Phrixotrix
hirtus and Phrixotrix viviani was performed. The Kms for luciferin
and ATP, the Kcat, optimum pH and other kinetics data were
estimated in the three luciferases. Through fluorescent probes, we
assessed the active-site polarity. Furthermore, molecular modeling
was performed in order to support the experimental studies and
suggest putative active site residues that could be responsible for
changes of polarity. These data suggest that the luciferin binding
site is more hydrophobic for Pyrearinus luciferase than in the other
luciferases studied and support the polarity hypothesis as a

mechanism for modulation of bioluminescence colors.
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Abreviaturas utilizadas neste trabalho

Reagentes
ANS 8-anilino-1-naftaleno acido sulfénico
ATP Adenosina trifosfato
BSA Albumina de soro bovino
CAPS Acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico
DTT Ditiotreitol
EDTA Isopropil-2-D-tiogalactopiranosideo
LH, D-luciferina
PBS Tampao fosfato salino
SDS Dodecil sulfato de sédio
TNS (2-(p-toluidino)-6-naftaleno sulfonato

Constantes fisico-quimicas

Kwm Constante de Michaelis-Menten

Kb Constante de decaimento

Keat Constante catalitica

Ezimas

HRP Peroxidase de rabano silvestre

Mac Luciferase de Macrolampis sp2

PPy Luciferase de Photinus pyralis

Pte Luciferase de Pyrearinus termitilluminans
PxGR Luciferase de Phrixotrix viviani

PxRE Luciferase de Phrixotrix hirtus



Introducgao

1 Bioluminescéncia

O belo fendbmeno da bioluminescéncia desde sempre atraiu a atencéo e
a curiosidade de leigos e pesquisadores. E caracterizado pela emissao de luz
fria e visivel pelos seres vivos, ocorrendo em bactérias, fungos, celenterados,

anelideos, equinodermas, moluscos, peixes e artropodes (HERRING, 1987).

A bioluminescéncia ocorre através de enzimas conhecidas como
luciferases, que catalisam reacdes altamente exergdnicas onde a energia é
liberada preferencialmente na forma de emissado de luz visivel (WILSON e
HASTINGS, 1998).

Na bioluminescéncia a emissdo de luz possui importantes fungdes
biologicas tais como atragéo sexual, defesa, camuflagem e atragao de presas
(HASTINGS, 1983).

A emisséo de luz ocorre através da oxidagao por oxigénio de compostos
conhecidos genericamente por luciferinas em reacdes catalisadas por
enzimas conhecidas por luciferases. No sitio ativo das luciferases, encontram
um microambiente propicio para a emissao de luz com alto rendimento
quantico (numero de fotons emitidos por molécula de luciferina oxidada)
(VIVIANI, 2006).

2 Bioluminescéncia de besouros

A bioluminescéncia ocorre principalmente em ambientes marinhos. Em
ambientes terrestres a classe dos insetos € a mais rica em espécies
bioluminescentes (VIVIANI, 2002).

Ha cerca de 2000 espécies de besouros luminescentes descritos entre
as familias Lampiridae (vaga-lumes), Elateridae (tec-tec) e Phengodidae
(larvas-trenzinho) (VIVIANI, 2001).

Os lampirideos, popularmente conhecidos por vaga-lumes, na fase

adulta emitem luz verde-amarelada pela regido ventral dos ultimos



segmentos abdominais por meio de lampejos cuja finalidade é a
atrag&o sexual (LLOYD, 1978).

Os elaterideos, na fase adulta, emitem Iluz por duas lanternas
localizadas sobre o protérax e uma lanterna abdominal que é ativada
somente durante o vbéo. As lanternas protoracicas emitem luz continua na
regiao verde do espectro enquanto as lanternas abdominais emitem luz
continua mais deslocada para o vermelho (BECHARA, 1989). Nos
elaterideos a luminescéncia provavelmente tem fungcéo sexual e defensiva
(VIVIANI, 2002).

A larva do besouro elaterideo Pyrearinus termitilluminans é responsavel
pelo fendmeno dos cupinzeiros luminosos na regido central do Brasil
(BECHARA, 1989). Para atrair suas presas, as larvas expdem durante horas

seu protorax luminoso na superficie dos cupinzeiros (BECHARA, 1989).

Os fengodideos sdo conhecidos como larvas-trenzinho, devido ao fato
das fémeas e larvas possuirem lanternas laterais ao longo do corpo que
emitem luz na faixa do verde-laranja do espectro. Espécies sul-americanas
da tribo Mastinocerini possuem lanternas cefalicas que emitem do verde-
amarelo ao vermelho; as larvas de Phrixotrix além das lanternas laterais sdo
as unicas cujas lanternas cefalicas emitem luz vermelha (VIVIANI e
BECHARA, 1993, 1997).

3 O sistema luciferina- luciferase de coledpteros

Apesar da variedade na emissao de cores, 0os besouros utilizam-se do

mesmo sistema luciferina-luciferase para a produgéo de luz.

A primeira luciferase e luciferina purificadas foram as do lampirideo
norte-americano Photinus pyralis (GREEN e McELROY, 1956, BITLER e
MCELROY, 1957).

A luciferina de lampirideos é um composto benzotiazélico com massa
molar de 280 Da, tendo como subprodutos de auto-oxidacdo a
desidroluciferina, um inibidor competitivo da atividade luminescente, e como

produto da reagédo bioluminescente, a oxiluciferina. A oxiluciferina € um



composto muito instavel cuja estrutura foi deduzida a partir da

sintese de andlogos com espectros de fluorescéncia e quimiluminescéncia
semelhantes aos da bioluminescéncia (MORTON, HOPKINS e SELIGER,
1969) (Figura 1).

g -3 COH
LT ST
HOOSA™s 5 1 58

D-Luciferina Desidroluciferina

Oxiluciferina

Figura 1 - Luciferina e produtos de oxidagao

A luciferina e seus produtos de oxidagdo apresentam propriedades
espectroscopicas semelhantes (MORTON, HOPKINS e SELIGER, 1969,
BOWIE et al., 1973).

No estado excitado singlete, em meio aquoso, ocorre a dissociagdo do
préton da hidroxila fendlica do carbono 6’ enquanto em solventes apolares esta
dissociacao ¢é inibida. Dessa forma, em meio aquoso, ha fluorescéncia na faixa
do verde-amarelo (Amax= 530-540 nm) e em solventes apolares ocorre
fluorescéncia no azul (Amax= 430-450 nm) (MORTON, HOPKINS e SELIGER,
1969, 1969). Considerando que os besouros emitem luz somente na faixa do
verde ao vermelho, foi deduzido que a bioluminescéncia ocorre mediante a
dissociacdo deste proton 6° (BOWIE et al.., 1973; FUKUSHIMA, 1991,
GANDELMAN et al., 1993).



10

4 As luciferases de besouros

As luciferases de coledpteros sdo mondmeros cataliticamente ativos
com cerca de 60 kDa (DE WET et al, 1985). A primeira luciferase a ter sua
sequéncia primaria deduzida foi a do lampirideo norte-americano Photinus
pyralis (DE WET et al. 1985). O cDNA de Photinus pyralis consiste de um
fragmento de 1.6 Kb que codifica um polipeptidio de 550 residuos de
aminoacidos, possuindo em seu C-terminal o tripeptidio sinalizador SKL que o
dirige para os peroxissomos (GOULD et al, 1967). As luciferases de
lampirideos possuem de 546 a 550 residuos, compartilham ente si 67 a 94% de
identidade em nivel de estrutura primaria (WOOD, 1995). As luciferases de
elaterideos séo polipeptidios de 542 a 543 residuos e preservam entre si 82 a
99% de identidade sequencial (WOOD et al. 1989; VIVIANI et al, 1999a). As
luciferases de fengodideos possuem de 543 a 546 residuos, com 56 a 71% de
identidade sequencial entre si (GRUBER et al., 1996; VIVIANI et al., 1999b ;
OHMYIA et al., 2000) e 46 a 50% de identidade com as demais luciferases de
elaterideos e lampirideos.

As luciferases fazem parte de uma super-familia de proteinas chamadas
AMP-ligases que incluem as acil-CoA ligases e enzimas envolvidas na sintese
de peptideos nédo-ribossomais (NRPS) (GULICK et al. 1993, J. MAY et al..
2002).

A luciferase de vaga-lumes catalisa a oxidagéo da luciferina por oxigénio
molecular na presenga de magnésio e ATP (BOWIE et al., 1973). E uma
enzima bifuncional, catalizando a reagdo bioluminescente em duas etapas
(Figura 2):

(I) Na primeira ocorre a adenilacdo da luciferina a partir de MgATP com
a formagdo de um composto anidro entre o &cido carboxilico e a AMP e a
liberacdo de pirofosfato (VIVIANI, 2002, UGAROVA e BROVKO ,2002). Esta
etapa da catdlise assemelha-se a ativagcdo de aminoacidos pelas tRNAs
sintetases e de acidos graxos pelas acil-CoA ligases (McELROY et al, 1967;
WOOD, 1995).

(I Na segunda etapa ocorre a oxigenagao do adenilato de luciferina

com a formacao de um intermediario peroxidico instavel cuja clivagem libera
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diéxido de carbono e oxiluciferina em estado excitado singleto cujo
decaimento para o estado fundamental ocorre com a emissdo de fétons na
regido verde-vermelha do espectro (McCELROY e DeLUCA, 1978).
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Figura 2 — Reacéo bioluminescente catalisada pelas luciferases de
besouros (UGAROVA e BROVKO, 2002)

As espécies excitadas singlete s&o geradas apés a clivagem do anel
dioxetanbnico, por meio do mecanismo conhecido por Quimiluminescéncia
Induzida Quimicamente por Troca de Elétrons (CIEEL) (SCHULSTER et al ,
1979). Neste mecanismo ocorre a ativagéo por transferéncia intramolecular de
um elétron da parte heterociclica da molécula para o anel dioxietanénico
(WILSON, 1995). Ap6s a quebra da ligacdo C-C, e a liberacdo de dioxido de

carbono, ocorre a formacao de um par idnico em curto intervalo de tempo. As
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cargas dos dois radicais idnicos aniquilam-se em um processo que
envolve a formacdo da oxiluciferina para um estado excitado singlete cujo
decaimento para o estado fundamental resulta em fluorescéncia com alto
rendimento quantico (WILSON, 1995).

A sequéncia primaria de diversas luciferases de besouros é conhecida, o
que possibilitou o estudo da relagdo entre estrutura, fungdo e cores da
bioluminescéncia (ALIPOUR et al 2004; DEVINE et al 1993; De WET et al
1985; LEE, K.S., 2001; LI, YE et al, 1997; OHMIYA et al, 1995; SALA-NEWBY
et al, 1996, TATSUMI et al, 1989; VIVIANI et al, 1999a; VIVIANI et al, 1999b;
WOOD et al, 1989).

5 Mecanismos para a emissao das cores na bioluminescéncia

Um dos aspectos que mais intrigam os pesquisadores e tem sido objeto de
estudos € o mecanismo subjacente a diversidade das cores emitidas por
coledpteros bioluminescentes.

As luciferases de coleodpteros dividem-se em dois grupos funcionais quanto

a sensibilidade de seus espectros de emissao as variagdes do pH:

a) as pH-sensitivas (lampirideos) cujo espectro de emissdo sofre
deslocamento para o vermelho em pH &cidos, na presenca de metais
pesados e aumento de temperatura (VIVIANI, BECHARA, 1995);

b) as pH-insensitivas (fengodideos e elaterideos) ,que ndo sofrem
alteragdo do pH nas condi¢des acima citadas (VIVIANI, BECHARA, 1995).

Originalmente, trés mecanismos foram propostos para explicar a variacao
de cores emitidas por estas enzimas:

(I) Efeitos n&o-especificos do sitio ativo, onde variagdes de polaridade e
o efeito solvente do sitio de ligagdo da oxiluciferina afetariam os espectros de
emissao. Este mecanismo baseia-se em observacbes do espectro de
fluorescéncia da luciferina e analogos que s&o afetados pela natureza do
solvente (DeLUCA, 1969). Em solventes nao polares, o espectro é deslocado
para o azul, enquanto em solventes polares ha um deslocamento para o

vermelho, com uma variagdo no deslocamento de até 40 nm. Porém, este
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mecanismo por si sé nao é suficiente para explicar a variagdo de
cores observadas nas espécies emissoras de luz verde-amarela e vermelha
(WHITE et al., 1971).

(Il) Efeitos especificos de residuos basicos no sitio ativo. O primeiro
mecanismo proposto foi a tautomerizagdo da oxiluciferina na presenca de
residuos basicos assistindo a abstracdo de proton C5 da oxiluciferina
excitada (Fig. 2). Este mecanismo é baseado em dados espectroscépicos
com a oxiluciferina e analogos, que explicaria a alteracdo da cor do verde
para o vermelho em pH acido (WHITE et al.,1971) . Neste caso, a espécie
emissora de luz verde-amarela seria o fenolato na forma endlica, enquanto a
emissora de luz vermelha seria o fenolato na sua forma cetdnica (WHITE et
al., 1971). Um residuo basico localizado no sito ativo da luciferase assistiria a

tautomerizagéo da oxiluciferina.

Entretanto esta hipotese da tautomerizacdo foi recentemente
descreditada em estudos com adenilato de dimetiloxiluciferina. Em reacbes
catalisadas pelas luciferases de Photinus pyralis e Pyrophorus
plagiophthalamus com adenilato de D-dimetiluciferina (D-DiMe-LH2-AMP)
onde tautomerizagéo € impedida pelos dois grupos metila, foi observada a
emisséo de luz na regido verde (Amax ~ 560 nm), o que mostra que a forma
cetbnica pode emitir numa faixa mais ampla do espectro (BRANCHINI et al.,
2004).

(IIT) Outro mecanismo proposto € que a luciferase faz a modulagéo das
cores através da geometria do sitio-ativo, que determina duas conformacgdes
da oxiluciferina no estado excitado. Essas conformacdes resultariam na
rotagcéo da ligagdo C2-C2’ em torno dos anéis tiazélicos. Com angulo diedro
® = 90 ° a oxiluciferina teria menor energia, produzindo desta forma luz
vermelha. Com angulos diedros menores que 90° a energia aumentaria,
produzindo luz deslocada para o azul (McCAPRA et al, 1994). Entretanto
esta hipétese carece de evidéncias experimentais (VIVIANI, 2002). De fato, a
resolugdo estrutural da luciferase do lampirideo japonés Luciola cruciata (tipo
selvagem e o mutante Ser286Asn) complexadas com analogo do adenilato
de luciferina, DLSA (5’-O-[N-(dehidroluciferil)-sulfamoil]), mostra que apesar

do tipo selvagem emitir em Anax=560 nm e o mutante em Ama= 613 nm, os
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anéis tiazélicos em torno da ligagdo C2-C2’ apresentam-se sempre
no mesmo plano (NAKATSU et al., 2006).

Estudos mais recentes sugerem que ambos os efeitos ndo-especificos e
especificos do sitio ativo das luciferases determinem os espectros de
bioluminescéncia (BRANCHINI et al.,, 2004; ORLOVA et al.,, 2003). Um
modelo mais atualizado do efeito ndo-especifico do sitio-ativo consiste na
hipétese da polarizabilidade orientada (UGAROVA, BROVKO, 2004) que trata
0 emissor como um dipolo em um meio de constante dielétrica constante.
Logo ap6s a excitagdo o emissor esta em equilibrio instavel com as
moléculas do solvente. Neste momento, a diferenca de energia entre os
estados fundamental e excitado € maxima e a emissao ocorre em pequenos
comprimentos de onda. Devido ao relaxamento das moléculas do solvente
em torno da espécie emissora, ha dissipagcdo de energia e a emisséo ocorre
em comprimentos de onda maiores, com deslocamento para o vermelho
(Figura 3).

A —— I e Relaxamento do solvante

Excitacao = —

Fluarescéncia

s T
o= —=D

Coordenada da reagao T jusd

Figura 3 — Hipdtese da polarizabilidade orientada mostrando o diagrama
dos niveis de energia (E) de excitacdo e emissdo da molécula e sua interacao

com as moléculas do solvente

Os deslocamentos nos espectros de emissdo sdo resultantes da
capacidade de reorientagdo das moléculas de solvente em torno da molécula
excitada, (UGAROVA, BROVKO, 2002). A propriedade que responde por
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esta reorientagdo chama-se orientacdo de polarizabilidade, Af, que é
dada pela equagao 1 (UGAROVA, BROVKO, 2002).

A = (8—1) B (nz—l)

2e+1) (2n*+1) (1)

Onde ¢ é a constante dielétrica e 1 é o indice de refracao

Em um ambiente apolar ndo ha interagédo entre os residuos do sitio ativo
e a oxiluciferina excitada, a energia entre os estados fundamental e excitado é
maxima e a emissdo ocorre em comprimentos de onda curtos. O mesmo
resultado é verificado em ambiente de baixa orientagdo de polarizabilidade e
rigidez do sitio ativo, a despeito de interagcbes entre emissor e residuos
vizinhos (UGAROVA, BROVKO, 2002). Por outro lado, se a orientagdo de
polarizabilidade for alta, ha uma rapida interacao entre o emissor e o0 ambiente,
resultando em dissipacdo de energia e no deslocamento do espectro para
comprimentos de onda maiores (UGAROVA, BROVKO, 2002).

De acordo com Ugarova e Brovko, esta teoria explicaria o deslocamento
espectral em virtude de mutacdes em residuos situados longe do sitio ativo,
porém de alguma forma em contato com residuos diretamente envolvidos em
interacées com o substrato (UGAROVA, BROVKO, 2002).

Outro modelo recente propde que a modulacdo das cores pode ser
causada pelo deslocamento de carga entre os anéis tiazinicos devido a
polarizagdo entre o grupo fenol (fenolato) do carbono C-6’ e o grupo cetdnico
(enol) do carbono C-4 da oxiluciferina excitada (BRANCHINI et al., 2004)..

Estudos tedricos sugerem que a determinacdo das cores da
bioluminescéncia deve-se a polarizagdo dos grupos fenolato e ceto-enol, que

seriam controlados pelo microambiente da luciferase (ORLOVA et al., 2004).

Outros estudos propdem que o espectro de bioluminescéncia das
luciferases de vaga-lumes € uma superposicao de trés espécies emissoras: a
forma ceténica (Amax = 618 nm) , a forma endlica (Amax = 618 nm) e o ion

enolato (Amax = 556 nm) (UGAROVA et al., 2005).
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Mais recentemente, foi publicado um ftrabalho no qual sédo
apresentadas fortes evidéncias experimentais que sugerem um compromisso
entre a basicidade de residuos préximos do grupo fenolato e a polaridade do
microambiente como fatores que podem explicar a ampla gama de cores da

bioluminescéncia desde o verde até o vermelho (HIRANO et al. 2009).
6 Rendimento Quéntico das Luciferases

O rendimento quantico das reagdes bioluminescentes (®g.), que
corresponde ao numero de fétons emitidos por molécula de luciferina oxidada,
€ muito elevado. Ele é determinado pela fragdo de moléculas que reagem (®q),
a fracdo de moléculas produto geradas no estado eletronicamente excitado
(Pex) , e a fragdo de moléculas produto eletronicamente excitadas que se

desativam por fluorescéncia(®r.) (equagéo 2) .

D = Oq.Dex. PrL (2)

No caso da luciferase de Photinus pyralis, Seliger e McElroy (1964)
verificaram ha dois possiveis espectros de emissao in vitro da bioluminescéncia
de vaga-lumes: uma banda verde-amarela em pH neutro e alcalino e uma
banda de emissdo vermelha em pH &acido. De acordo com estes autores, a
banda de emissao verde-amarela é idéntica ao espectro de emissao in vivo e
ocorre com rendimento quantico de 0,88, enquanto a banda de emissdo no
vermelho possui rendimento quantico em torno de 0,4. Entretanto,
recentemente Ando et al. (2008) mediram novamente o rendimento quantico
para a bioluminescéncia da luciferase de vaga-lumes e chegaram um valor de
0,4. De acordo com estes estudos, o espectro de bioluminescéncia apresenta 3
bandas, uma na regido do verde-amarelo que muda com o pH, e duas na

regiao do vermelho que n&o mudam com o pH.
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7 Luciferases: Estrutura e Fungéo

A estrutura tridimensional da luciferase do lampirideo norte-americano
Photinus pyralis foi resolvida a 2 A por difragdo de raios-X na auséncia de
substrato, apresentando um grande dominio N-terminal (residuos 1 a 436)

conectado ao dominio C-terminal por um /oop flexivel (436-440).

O dominio N-terminal consiste de trés subdominios: um barril
antiparalelo (subdominio C) e duas folhas [ flanqueadas por hélices a
formando uma estrutura afofa (subdominios A e B). O dominio C-terminal &
composto de uma estrutura o+ (Figura 4). As superficies do N-terminal e C-
terminal formam um sulco onde varios residuos conservados s&o
encontrados (CONTI et al, 1996) (Figura 5).

Figura 4 — Diagrama Topoldgico da
Luciferase de Photinus pyralis
(CONTI et al., 1996)
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Figura 5 — Estrutura tridimensional da luciferase de Photinus pyralis resolvida na
auséncia de substratos, mostrando os trés subdominios do N-terminal (subdominio
A em azul, subdominio B em magenta e subdominio C em vede) e o subdominio C

(em amarelo).

O sitio ativo é localizado na interface entre os dois grandes dominios,
com o dominio C-terminal alterando sua posicdao em relagdo ao resto da
molécula em fungcdo da presenca ou ndo de substratos ligados no sitio de
ligacdo (CONTI et al., 1996).

Durante a catalise ha uma mudanga conformacional e os dominios N e
C-terminal aproximam-se protegendo o sitio ativo do solvente, propiciando

um ambiente para a reagao bioluminescente (CONTI et al., 1996).
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A estrutura resolvida do dominio de adenilagao da fenilalanina
da gramicidina sintetase de Bacillus brevis na presenga de fenilalanina e
AMP (PheA) apresenta uma rotagdo do dominio C-terminal em 90° em
relacao ao da estrutura da luciferase de P.pyralis sem o substrato (CONTI et
al, 1996).

A estrutura resolvida da enzima 2,3-Dihidroxibenzoato-AMP ligase
(DhBE) na presencga e na auséncia do substrato 2,3-dihidrobenzoato (DHB)
apresenta a mesma conformagcdo do C-terminal verificada na PheA
(JUERGEN J. MAY et al, 2002).

A estrutura da acetil-CoA sintetase complexada com Coenzima A e
ATPmostra a rotacdo do dominio C-teminal em cerca de 140° em relacéo a
PheA e DhbE , sugerindo que estas enzimas adotem diferentes

conformacgdes durante as etapas da catalise (GULICK et al..2003).

Mais recentemente, a estrutura tridimensional da luciferase do
lampirideo japonés Luciola cruciata foi resolvida na presenca de Mg-ATP ,
oxiluciferina e AMP e do analogo do intermediario adenilato de luciferina,
DLSA (NAKATSU et al , 2006).

A estrutura da luciferase da Luciola cruciata complexada com DLSA
mostra um sitio hidrofébico, consistindo da hélice a.8 (residuos 248-260), fitas
B12 (286-289), B13 (313-316), p14 (339-342), B15 (351-353) e o loop
compreendendo os residuos 343-350. A entrada do bolsdo é bloqueada pela
adenosina (NAKATSU et al, 2006) (Figura 5).
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Figura 5 — Bolsao hidrofobico da luciferase de Luciola cruciata

As estruturas resolvidas na presenca de Mg-ATP, DLSA e oxluciferina-
AMP mimetizam as trés etapas do processo catalitico, chamando atencao
para alteracdes conformacionais das cadeias laterais de residuos
importantes na regido do sitio ativo (NAKATSU et al., 2006).

Na estrutura resolvida com DLSA, o sitio-ativo da luciferase apresenta-
se numa conformagdo mais fechada. Nesta conformacgao a fita $12 aproxima-
se do sitio de ligagdo da oxiluciferina, com o Ca e a cadeia lateral da 11288

mais proxima do anel benzotiazélico (NAKATSU et al., 2006).
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Figura 6 - Superposicdo das estruturas da luciferase de Luciola cruciata:
(verde), conformacdo fechada na presengca de DLSA e (branco)

conformacédo aberta na presenca de oxiluciferina e AMP.

Este movimento parece ser facilitado por uma rede de ligagcdes de
hidrogénio envolvendo as cadeias laterais dos residuos S286, E313, Y257 e
N231 (NAKATSU et al..,2006) que estabilizam a conformacao.

Estas mudancgas conformacionais s&o acompanhadas de uma rotacao da
cadeia lateral da F249 em dire¢do ao anel benzotiazélico da DLSA, resultando
na forma fechada do sitio ativo com o intermediario empacotado entre as
cadeias laterais da 1288, F249, A350 e G341.

Comparando as estruturas resolvidas do tipo selvagem, na presenca de
AMP e oxiluciferina, e do mutante S286N (na presenca de DLSA), que

apresenta espectro de emissdo deslocado para o vermelho (Amax = 613 nm),
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verifica-se que em ambas o sitio ativo é mais aberto e, portanto,
menos hidrofébico (NAKATSU et al, 2006).

Dois modelos para o sitio de ligacdo da luciferina na luciferase de
Photinus pyralis foram propostos (BRANCHINI et al., 1998 e SANDALOVA,
UGAROVA, 1999). Segundo estes modelos fazem parte do sitio ativo os
residuos R220, 246HHGF249, 317GGA319, 342YGLTE346, A350 e 1353

(numeracéo sequencial da luciferase de Luciola cruciata).

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado como modelos para estudo da
relacdo entre estrutura-fungdo as luciferases pH-sensitivas Macrolampis spp
(Amax= 569 nm) e Cratomorphus distinctus (Amax = 548 nm) e as pH-insensitivas
Pyrearinus termitilluminans (Amax = 534 nm), Phrixotrix viviani (Amax = 546 nm ) e
Phrixotrix hirtus (Amax = 623 nm) que foram clonadas, expressas e purificadas
ou parcialmente purificadas em nossos laboratérios (VIVIANI et al., 19993,
1999b, 2004,2005).

Através de mutagénese sitio dirigida e estudos de modelagem molecular,
nosso grupo mostrou que algumas substituicbes importantes que afetam as
cores da bioluminescéncia estéo localizadas em um Joop localizado entre os
residuos 225-237 (numeragao sequencial da luciferase de Luciola cruciata)
(VIVIANI et al., 2007).

Este loop conecta a hélice-a. do subdominio A que contém o residuo
R218, considerado um dos residuos componentes do sitio ativo, e o
subdominio B que é composto de residuos importantes do sitio ativo que
afetam a atividade bioluminescente (VIVIANI et al, 2008).

As substituicdes nas posicbes 229, 230 e 231 (seqiiéncia da Luciola
cruciata) foram responsaveis por deslocamentos para o vermelho em ambos os
grupos de luciferases, sugerindo sua participacdo em interagcdes instaveis
(VIVIANI et al., 2008).

Na luciferase de Macrolampis a substituicdo Y229F resultou em um
mutante cujo espectro apresentou deslocamento temporal do vermelho para o
verde. Durante este intervalo de tempo a intensidade da banda no vermelho
diminuiu enquanto a banda verde-amarela permaneceu praticamente inalterada
(VIVIANI et al, 2008).
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Um deslocamento temporal similar ocorreu com a substituicao
Y229A na luciferase de Phrixotrix viviani, porém esta mutacdo n&do afetou a
luciferase vermelha de Phrixotrix hirtus (VIVIANI et al., 2008).

Na luciferase de Pyrearinus termitilluminans a substituicdo V229F resultou
no maior deslocamento para o vermelho ja verificado em uma luciferase pH-
sensitiva (de Amax = 590 para Amax = 534 nm) (VIVIANI et al., 2008).

Entre as luciferases pH-sensitivas e pH-insensitivas verifica-se que as
primeiras possuem a regido do sitio de ligacdo da oxiluciferina mais flexivel
devido a uma rede de ligagcbes de hidrogénio e pontes salinas nas quais
destacam-se os residuos N231 e G248. Nas luciferases pH-insensitivas o
residuo N231 é substituido por T231 e o residuo G248 é substituido pelo
residuo A248.

A luciferase recombinante de Pyrearinus termitilluminans é a que
apresenta espectro mais deslocado para o azul entre as luciferases de
coledpteros (VIVIANI et al., 1999), e portanto constitui um modelo importante

para o estudo da relagao entre estrutura e espectros de emisséo.

8 Origem da bioluminescéncia e evolugdo molecular

Uma questdo que sempre intrigou os pesquisadores foi a origem evolutiva
da bioluminescéncia. Embora o mecanismo basico envolva a oxigenacédo de
compostos genericamente conhecidos por luciferina e sua oxigenacdo, a
natureza quimica destas moléculas varia entre os organismos vivos, indicando
que a bioluminescéncia teve varias origens independentes durante a evolugao
(HASTINGS, 1995).

Apesar de serem classificadas funcionalmente como oxigenases, as
luciferases ndo apresentam homologia com as oxigenases classicas, sugerindo
que a funcdo de oxigenase das luciferases tenha sido aperfeicoada apds o
aparecimento do fen6tipo bioluminescente (REES et al, 1998).

Nos coledpteros as luciferases provavelmente originaram-se a partir de
AMP-ligases (SCHROEDER, 1989; SUZUKI et al, 1990; TOH, 1990;
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SCHOELTEN et al, 1991; VIVIANI, 2002) com alguma funcéo
metabdlica por duplicagdo génica.

Enzimas tipo-luciferases com capacidade de emitir quimiluminescéncia
fraca na presenca de luciferina e ATP foram encontradas em larvas de
besouros nao-luminescentes de Tenebrio molitor e em larvas de colebdpteros
(VIVIANI, BECHARA, 1996). Recentemente uma destas enzimas tipo-luciferase
foi clonada pelo nosso grupo, mostrando ser de fato uma AMP-ligase, de
funcdo ainda desconhecida, que divergiu muito cedo das luciferases de
besouros (Viviani et al., 2009).

Tém-se sugerido que a luciferase primitiva deveria apresentar um
rendimento luminoso maior do que o encontrado em enzimas tipo-luciferases
encontradas em outros besouros (VIVIANI, 2008).

Experimentos recentes com a albumina de soro bovina (BSA), que
possui sitios hidrofébicos para compostos aromaticos, aumentaram o
rendimento de quimiluminescéncia vermelha na presenca do adenilato de
luciferina em meio aquoso (VIVIANI, OHMIYA, 2006).

A estrutura das luciferases, apos selecao com base na luminescéncia,
evoluiu para otimizagdo da emissado de luz de diferentes cores, para diversas
finalidades (VIVIANI, 2008).

9 Aplicagoes biotecnolégicas das luciferases

O sistema luciferina-luciferase tem sido utilizado como reagente
bioanalitico. Ap6s a purificagdo da primeira luciferina e luciferase de vaga-
lumes na década de 50, a quantificacdo de ATP tem sido utilizada para
monitoramento de biomassa (SCHRAM, Witzenburg, 1989), avaliacdo de
contaminacdo microbiolégica de alimentos, bebidas, aguas e fluidos
biologicos (STANLEY, 1989; LUNDIN et al., 1989), avaliacdo da viabilidade
celular (COMHAIRE et al., 1989), ensaios enzimaticos envolvendo formagé&o

e consumo de ATP, entre outros.
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A clonagem do gene da luciferase de vaga-lumes tornou
possivel o seu uso como marcador altamente sensivel da expressao génica
em células e tecidos (GOULD, SUBRAMANI, 1988; NAYLOR, 2000).

Com o desenvolvimento de equipamentos de fotodeteccdo e
imageamento mais sensiveis, 0s genes das luciferases tém sido empregados
para marcar e visualizar in vivo em tempo real de células e tecidos (VIVIANI ,
OHMIYA, 2006). Tém sido utilizados como marcadores sensiveis de células
cancerigenas, auxiliando no estudo dos processos de metastases e no

desenvolvimento de novas terapias.

Os genes de luciferases que estavam sendo utilizados codificavam
enzimas que emitiam apenas na regido verde-amarelo do espectro o que
limitava suas aplicagdes, uma vez que muitos tecidos bioldgicos sao opacos
nesta regido (VIVIANI, 2008).

Com a clonagem da luciferase emissora de luz vermelha e de
luciferases modificadas geneticamente a partir da espécie brasileira, a gama
de aplicagbes foi ampliada com o uso destas enzimas para monitorar uma
série de eventos em células de mamiferos (NAKAJIMA et al., 2004; VIVIANI,
OHMIYA, 2006).

A luciferase de Pyrearinus termitilluminans devido a sua estabilidade e
cinética comecou a ser utilizada como importante marcador bioluminescente

para imageamento de células e tecidos (Akiyoshi et al., 2009).

A luciferase de Macrolampis, em virtude de seu espectro bimodal e sua
sensibilidade as variagbes de pH, possui alto potencial como biosensor

intracelular sensivel ao pH.

Nosso laboratério esta desenvolvendo biosensores bioluminescentes
para bioprospeccgéo e analise de contaminagdo ambiental, fazendo uso das

luciferases clonadas e desenvolvidas por nosso grupo (VIVIANI, 2008).
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Il Justificativa

Até recentemente, apenas as luciferases de lampirideos norte-
americanos e europeus eram alvo de estudo em pesquisa basica e para fins
analiticos.

As luciferases do elaterideo Pyrearinus termitilluminans, e dos
fengodideos Phrixotrix hirtus e P. viviani por emitirem cores que variam do
verde-azulado ao vermelho, e por serem pH-insensitivas constituem modelos
Unicos para o estudo da relagdo entre estrutura e fungdo (espectros de
bioluminescéncia e sensibilidade ao pH). Assim sendo, a purificacdo e
caracterizacdo fisico-quimica destas constituem um passo importante para

melhor compreender a relagéo entre estrutura e fungéo.

lll Objetivos

O obijetivo principal deste projeto foi expressar e purificar as luciferases
recombinantes de Pyrearinus termitilluminans, Phrixotrix hirtus e Phrixotrix
viviani e fazer um estudo comparativo das propriedades de seus sitios ativos,
através de medidas cinéticas de Ky para os substratos, constantes de
decaimento, constantes cataliticas, medidas de polaridade do sitio ativo com
sondas fluorescentes. Por meio da comparacdo destas propriedades e da
modelagem molecular destas luciferases pretende-se melhor entender a

relacdo entre estrutura destas luciferases, e espectros de bioluminescéncia.
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IV MATERIAIS

1 cDNAs das luciferases de Pyrearinus termitilluminans , Phrixotrix

hirtus e Phrixotrix viviani

O cDNA da luciferase de Pyrearinus termitilluminans foi subclonado a
partir do plasmideo pBluescript, previamente clonado (Viviani et al., 1999), em
sitio Pstl do vetor de expressao pProHtA (Invitrogen)

Os cDNAs das luciferases de Phrixotrix hirtus e Phrixotrix viviani foram
subclonados a partir dos plasmideo pBluescript nos vetores de expressao
pCa24N (VIVIANI et al, 1999, VIVIANI et al, 2006).

2 Equipamentos: Sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Biorad);
Luminédmetro TD3000IlIl com fotomultiplicadora 1P28 (Japao); Camara de
fotodeteccdo CCD Light Capture | (ATTO, Tokyo); Espectrofluorimetro Hitachi
F4500, Espectrofotbmetro (Analitica), Centrifuga (Eppendorf 5417R).

3 Reagentes e tampées

Dosagem de proteina total por Bradford: Foi utilizado o kit Reagente

corante concentrado da BioAgency.

Expressdao heteréloga de proteina: Luria Broth (10g/L Triptona, 5g/L
Extrato de levedura, 10g/L NaCl) (USB - EUA); LB-agar (20 g/L Agar
bacteriolégico, 20 g/L Luria Broth) (USB - EUA); Ampicilina (Fisher - EUA);
Tetraciclina (Amresco — EUA); IPTG (Fermentas - EUA);

Purificagdo: Fosfato Monobasico de Sédio (Synth - Brasil); Fosfato
Bibasico de Sdédio (Synth - Brasil); TRIS (hidroximetil aminometano) (Promega -
EUA); Cloreto de Sodio (Synth - Brasil); 2-p-mercaptoetanol (Biorad - EUA);
DTT — ditiotreitol (Amresco - EUA); EDTA - Acido etilenodiamino tetracético
(Ambresco - EUA).;Resina de niquel-agarose (Qiagen); Triton X-100 (USB -
EUA); Complete - Coquetel anti-protease EDTA-Free (Roche - Alemanha);
Cloreto de Magnésio (Synth — Brasil); Glicerol (Promega - EUA); Cloreto de
Potassio (Synth - Brasil); Imidazol (Vetec — Brasil) ; Membrana para dialise (20
um) (Sigma-Aldrich - EUA);
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Eletroforese de Proteinas: Padrdo de Massa Molecular (pré-
corado com banda destacada em 68.8 kDa) (Invitrogen); dodecil sulfato de
sodio SDS (Amresco - EUA); Glicina (Promega - EUA); Acrilamida Bis-
Acrilamida (Promega - EUA); Temed (N, N, N', N'-tetrametiletiienodiamina)
(Biorad- EUA); Persulfato de Aménio (Biorad — EUA); Comassie Brillant Blue
(Biorad -EUA); Ensaio de Proteina Bradford (BioAgency); Metanol (Synth -
Brasil); Etanol (Synth - Brasil); Acido Acético Glacial (Synth - Brasil); Azul de
Bromofenol (Biorad — EUA); Kit de detecgdo para Western-blotting (ECL-
Amersham-GE Healthcare); Anticorpo primario Anti-Histag ; Anticorpo primario
Anti-Pyrearinus termitilluminans; Membrana de nitrocelulose Hybond™ ECL

(Amersham-GE Healthcare);

Ensaios de Bioluminescéncia e Caracterizagao: Luciferase comercial
de Photinus Pyralis (14.9 mg/ml — Promega - EUA); Sal de sodio de D-
Luciferina (Promega- EUA); Sulfato de Magnésio (Synth - Brasil);Adenosina
Trifosfato (ATP) (Sigma-Aldrich- EUA) ;Tween 20 (USB - EUA); 1,8 -ANS
(Acido sulfénico  8-anilino-1-naftaleno)  (Sigma-Aldrich); 2,6-TNS  (Acido
sulfénico 6-p-toluidino-2-naftaleno) (Sigma-Aldrich — EUA); Tampéao Citrato;
Tampé&o CAPS (acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico — USB — EUA.
V METODOLOGIA

Tampoées utilizados para purificagdo por cromatografia de afinidade

Solugdo Estoque anti-protease: 1 tablete de Complete EDTA-Free para

1,5 ml de agua mili-Q;

Tampéo de Extragdo (A): 50 mM fosfato (pH 7.5); 300 mM NaCl ; 500 uL
de solucdo estoque do coquetel anti-protease (Volume final: 20 ml); Tampao B:
50 mM tampéo fosfato (pH 7.5); 300 mM NaCl; 5 mM ATP; 10 mM KCI; 20 mM
MgCl,; 100 uL da solucao estoque do coquetel | anti-protease; (Volume final: 20
ml); Tampao C: 50 mM tampéao fosfato (pH 7.5); 300 mM NaCl; 100 uL da

solucao estoque do coquetel anti-protease (Volume final: 20 ml);

Tampées de Eluigido (E): 50 mM tampao fosfato (pH 7.5); 300 mM NacCl,

100 uL coquetel anti-protease; E1: tampdo E mais 50mM imidazol (Volume
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final: 20 ml); E2: tampao E mais 100 mM imidazol (Volume final: 20
ml); E3: tampao E mais 150 mM imidazol (Volume final: 20 ml); E4 : tamp&o E
mais 250 mM imidazol (Volume final. 20 ml) ; E5 : tamp&o E mais 500 mM

imidazol (Volume final: 20 ml);

Protocolo modificado para purificagcdo da luciferase de Pyrearinus

termitilluminans

Em virtude da menor pureza da luciferase de Pyrearinus termitilluminans
utilizando-se o protocolo original de purificagdo para as luciferases do Phrixotrix
(VIVIANI et al., 2006), foi feita uma modificagdo deste, conforme descrito

abaixo.

Tampao de Extragao (A): 50 mM tampéo fosfato (pH 7.5); 300 mM
NaCl;10 mM Imidazol; 20 mM B-mercaptoetanol; 10% glicerol; 1% Triton X-100;
500 ul coquetel anti-protease (Volume final: 20 ml); Tampao B: 50 mM tampao
fosfato (pH 7.5); 300 mM NaCl; 5 mM ATP; 20 mM MgCly; 10 mM KCI; 1%
Triton X-100; 100 uL coquetel anti-protease (Volume final: 20 ml); Tampéao de
lavagem (W) : 50 mM tampéo fosfato (pH 7.5) ; 20 mM Imidazol; 100 pl
coquetel anti-protease (Volume final: 20 ml) ; Tampao de Eluig¢ao (E) : 50 mM
tampao fosfato pH 7.5; 250 mM Imidazol; 100 ul coquetel anti-protease

(Volume final: 20 ml);

Tampao de Dialise: 50 mM tampéao fosfato (pH 7.5); 1 mM EDTA; 2 mM
DTT; 10 % glicerol.
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Tampoées e Reagentes para SDS-PAGE

Tampao de Amostra: 15 g Tris-base; 2 ml SDS a 20%; 1 ml B-

mercaptoetanol; 2 ml glicerol; 10 mg azul de bromofenol; 5 ml agua deionizada;

Tampao de Corrida (10X): 250 mM Tris; 2,5 M Glicina pH 8.5; 1% SDS;
Corante Coomassie Blue (100 mL): 250 mg Comassie Blue R-250 (J.T.Baker-

Canada); 45 ml Metanol; 10 ml Acido acético glacial;

Descorante de Gel (1L): 450 mL metanol; 100 ml de &acido acético

glacial; 450 mL agua mili-Q;
Gel de SDS-PAGE

Gel de Resolugao (10%): 30% Acrilamida; 1.5 M Tris pH 8.8; 10% SDS
(Dodecil Sulfato de Sodio); 10% Persulfato de amoénio; 3 ul Temed; Gel de
Empacotamento: Agua mili-Q; 30% acrilamida; 1.0 M Tris (pH 6.8); 10% SDS;

10% Persulfato de Aménio; 2 ul Temed,;
Tampodes para Western Blotting

Tampao de transferéncia: 25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% Metanol;
Tampao PBS (Phosphate Buffer Saline): 50 mM NayHPO,4; 50 mM NaHyPOy;
100 mM NaCl; (pH 7.5);_Solucado Bloqueadora: 5% de leite em pd desnatado;
0.1% (v/v) de Tween 20;PBS diluido 10 vezes; Tampao de Lavagem: Tampao
PBS diluido 10 vezes; 0.1 % Tween 20;

Solugoes para Detecgao (Western Blotting)

Solugdo Reveladora: Dektol (Kodak) 1:5, agua destilada; Solugao
Interruptora: 28% acido acético (950 ml de agua destilada mais 50 ml acido
acético a 28%); Solugéao Fixadora: F5 (Kodak) 1:1
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1 Expressao das luciferases em bactérias

O cDNA da luciferase de Pyrearinus termitilluminans (Pte) foi subclonado
no vetor pPRoHtA no sitio de restricdo Pst | e transformado em células
competentes de E.coli BL21-DE3.

Os cDNAs das luciferases de Phrixotrix (PXRE e PxGR) foram
subclonados nos vetores pCA24N (Viviani et al.,, 2006)e transformados em

células competentes de E.coli BL21-DE3.

Para transformacéo foram utilizados 50 ul de células competentes que
foram depositadas em um tubo previamente resfriado. Em seguida foram
adicionados 50 ng do vetor, deixando por 30 minutos no gelo. Apbs esse
periodo, o tubo foi submetido a choque térmico a temperatura de 42°C por um
periodo de 45 segundos e posteriormente resfriado no gelo por 2 minutos.
Foram adicionados 200 ul de meio LB no tubo contendo o plasmideo e as
células competentes e submetido a agitacdo de 225 rpm a temperatura de
37°C por 1 hora. Apés este periodo a mistura foi depositada em placas de Petri
contendo meio LB sélido contendo o antibiético adequado (ampicilina para a

luciferase de Pyrearinus e tetraciclina para as luciferases de Phroxtrixi).

Colonias foram selecionadas e crescidas a 37 ° C em 1L de meio LB
suplementado com 100 pg/ml de ampicilina até ODgyo = 0.5, sendo induzidas

com 0.5 mM de IPTG durante a noite a temperatura de 20 °C.

As células foram coletadas a 2500g por 15 minutos e o precipitado
dissolvido suavemente em 10 ml de tampao A previamente resfriado. O volume
para dissolver o precipitado bacteriano foi escolhido tomando como fator de
concentragdo um valor 100 vezes menor do que o volume de cultura,
considerando que sob condigbes nativas obtemos menos de 1 mg/L de
proteina (recomendagbes “The QlAexpressionist” — Qiagen). A lise celular foi
feita com choque térmico, alternando 3 vezes o congelamento em gelo seco

com descongelamento a temperatura ambiente.
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1.1 Medidas de luminescéncia in vivo das bactérias.

Para acompanhar a expressao da luciferase nas bactérias foram feitas,
medidas in vivo . A atividade luminescente in vivo foi determinada misturando-
se 90 ul da suspensdo de bactéria e 10 pl de luciferina a 10 mM pH 5.0 no

luminémetro.

1.2 Medidas de atividade bioluminescente in vitro.

A atividade bioluminescente da luciferase foi medida considerando o pico
inicial expresso em milivolts. Para isto, foram utilizados 75 uL de tampao Tris
0.1 M pH 8.0, 4 ug de extrato, 10 uL de luciferina a 10 mM e 5 uL de MgATP (
ATP:40mM, MgSQO4: 80mM ). As medidas foram feitas em triplicata.

1.3 Quantificagao de proteina pelo método Bradford

A quantificagdo da concentracdo da luciferase de Pyrearinus
termitilluminans e das luciferases de Phrixotrix spp, foi feita utilizando o método
Bradford.

O reagente foi preparado diluindo 1 parte do corante concentrado em 4

partes de agua destilada e deionizada e filtrado para remover particulas.

Foram preparadas 5 diluicbes de albumina de soro bovino (BSA),
variando de 0,2 a 1,0 mg/ml e feita a leitura da absorbancia a 595 nm em um
espectrofotbmetro. Uma curva padréo foi construida e a quantificagdo de

luciferase foi fita por interpolagdo com a curva padréo.

1.4 Purificagao das luciferases por cromatografia de afinidade

A resina de niquel foi previamente equilibrada com tampdo A e
posteriormente misturada com o extrato bacteriano contendo luciferase e

submetida a agitacdo moderada a 4 ° C durante 45 minutos.
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A mistura foi entdo aplicada em uma mini-coluna e lavada
primeiramente com 10 mL de tamp&o B e posteriormente com 10 ml de tampao
C. A luciferase recombinante foi eluida da resina com 1 ml dos tampdes E1 a
E5,contendo diferentes concentragcdes de imidazol. Aliquotas foram separadas
para medi¢do da atividade bioluminescente e para realizacdo de eletroforese
de SDS-PAGE e western-blotting.

A amostra com maior atividade (E4) foi pipetada no saco de dialise (poro
de 20um; 15 kDa) previamente fervido em agua MilliQ e pequena quantidade
de EDTA e posteriormente lavada com agua destilada e deionizada. O saco de
dialise com a preparagéo da luciferase foi imerso em um litro de tampé&o de

dialise previamente gelado e mantido durante a noite em agitagéo leve a 4°C.

Estas amostras foram mantidas no gelo para os ensaios de
caracterizacdo: proteina total, estimativa dos Kys para ATP e LH2, atividade

especifica e constante catalitica.

O protocolo para purificagdo da luciferase de Pyrearinus termitilluminans
foi modificado visando a obtenc&o de uma fragdo mais pura, uma vez que as
purificacdes feitas utilizando o protocolo original ndo foram eficientes para

obtenc&o de uma banda mais pura.

Neste protocolo modificado, a resina foi previamente equilibrada no
tampé&o A.(50 mM tampéo fosfato (pH 7.5); 300 mM NaCl;10 mM Imidazol; 20
mM B-mercaptoetanol; 10% glicerol; 1% Triton X-100; 500 ul coquetel anti-
protease) O lisado foi misturado com a resina e mantido em agitagdo por 45
minutos a 4°C. A mistura foi aplicada na mini-coluna e lavada uma vez com 10
ml de tamp&o B (50 mM tampéo fosfato (pH 7.5); 300 mM NaCl; 5 mM ATP; 20
mM MgClz; 10 mM KCI; 1% Triton X-100; 100 uL coquetel anti-protease) A
resina foi lavada duas vezes com 10 ml de tampao W (50 mM tampao fosfato
(pH 7.5) ; 20 mM Imidazol; 100 ul coquetel anti-protease) A extragdo da
luciferase foi feita com quatro lavagens com tampé&o de eluigdo E (50 mM

tampao fosfato pH 7.5; 250 mM Imidazol; 100 ul coquetel anti-protease).
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2 SDS-PAGE

Aliquotas das fracbes extraidas da coluna de afinidade (50 pl) foram
misturadas em 50 pul de tampdo de amostra e fervidas a 95°C durante 4

minutos.

Os géis 10% foram montados no aparato e imersos no tampéo de corrida.
As amostras foram aplicadas e submetidas a eletroforese (120 V) por um
periodo de 1 hora. Os géis foram retirados e imersos em corante Comassie
Blue por um periodo de 1 hora e posteriormente colocados em solugéo
descorante num agitador horizontal até visualizacdo das bandas. Foram entao
imersos em glicerol 5% por um periodo de 15 minutos e posteriormente
empacotados entre duas folhas de papel celofane umedecidas com tampéo

descorante.

3 Western Blotting

Apods submeter as amostras a eletroforese, conforme método citado no
item anterior, as proteinas do gel foram eletro-transferidas (120 mV) para a

membrana de nitrocelulose em tamp&o de transferéncia gelado.

Apés a transferéncia, a membrana foi imersa na solugéo bloqueadora (5%
de leite em p6 desnatado; 0.1% (v/v) de Tween 20; PBS diluido 10 vezes) por
uma hora em agitacdo leve a temperatura ambiente. O anticorpo primario
policlonal (anti-His-Tag, anti-Pte ou anti-PXRE) com uma titulacdo de 1: 3000
(v/v) diluido na solugéo bloqueadora (5% de leite em pé desnatado; 0.1% (v/v)
de Tween 20;PBS diluido 10 vezes) foi adicionado a membrana que foi
incubada em agitacdo leve durante uma hora, a temperatura ambiente. O
anticorpo primario foi removido lavando brevemente a membrana por duas
vezes com tampao de lavagem (Tampao PBS diluido 10 vezes; 0.1 % Tween

20) que ficou imersa neste tampao por 15 minutos a temperatura ambiente.

O anticorpo secundario de coelho conjugado com HRP com uma titulagao
de 1: 5000 (v/v) diluido na solug&o bloqueadora foi adicionado & membrana que

foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente e sob agitacao leve.
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O anticorpo secundario foi removido e a membrana foi tratada
com tampao de lavagem seguindo o mesmo procedimento descrito para o

anticorpo primario.

Para deteccdo das bandas de proteinas, foram misturados volumes iguais
dos reagentes de detecgcéo 1 e 2 que acompanham o kit de Western Blotting. A
membrana foi retirada do tampéao de lavagem e, com auxilio de uma pinga, foi
levantada e o excesso de liquido drenado e logo em seguida colocada sobre
um papel absorvente. Foi entdo transferida para uma superficie limpa onde o
reagente de deteccdo foi pipetado sobre a membrana e incubado por um
minuto. A membrana foi cuidadosamente drenada do excesso de reagente de
deteccdo, embrulhada em um plastico transparente e colocada num cassete
com filme de Raio-X. Apds um periodo de tempo que variou de 10 a 20
minutos, o filme foi retirado do cassete e submerso na solugéo reveladora até o
aparecimento das bandas, sendo imediatamente transferido para solugéo
interruptora onde permaneceu por cinco minutos e finalmente para solugao
fixadora. Os filmes revelados foram deixados para secar a temperatura
ambiente. Alternativamente, as membranas foram imageadas em camara de
fotodeteccao CCD.

4 Ensaios de K,, para LH; e ATP

Para o ensaio do Ky para luciferina foi utilizada luciferina com
concentragdes finais variando de 0.01 a 1 mM, 5 uL de 40 mM ATP/80 mM
MgSOs, 4 ng de luciferase (Atividade especifica de 53,5 x 10° mV/mg) e 75
uL de 0.1 M Tris-HCI pH 8.0.

Para o ensaio do K, para ATP foram utilizados 5 uL de ATP com
concentragdes finais entre 0.03 a4 mM , 50 mM de MgSO, (concentragao final)
, 1 mM de luciferina, 4 ug de extrato e 75 uL de 0.1M Tris-HCI pH 8.0.

Para cada concentracao de substrato foram feitas medidas em ftriplicata e

calculada a média das intensidades obtidas em mV.



36

Os valores de Ky foram calculados utilizando o grafico de
Lineweaver-Burk, tomando a intensidade inicial (lp) como medida de V
(velocidade inicial). O programa Origin Versdo 6 foi utilizado para a construgéo

do gréfico.

5 Calculo do Kp e da K¢ at

O calculo da constante de decaimento (Kp) foi feito utilizando a equacéo

Ky=—— 2

I
ln( % ) @)
At

Onde (lo/l), é a raz&o entre a intensidade maxima (mV) e a intensidade
medida ap6s um periodo de tempo At segundos (300s). Este tempo foi
considerado suficiente para medicdo do decaimento para a luciferase de
Pyrearinus, que possui um decaimento lento. Para a luciferase de Phrixotrix
hirtus que apresenta um decaimento rapido, o periodo de tempo escolhido foi

menor (em torno de 120 s)

O calculo da constante catalitica foi feito utilizando a equagéo 4:

Vmax
K cat - —[ﬂ_ (4)

A constante catalitica é definida como o nuimero de moléculas de
substrato convertidas por uma molécula de enzima por unidade de tempo. Na
equacgdo acima Vnyax € expresso em fétons por segundo e [E] a concentracao

de moléculas de luciferase em moles Como padrdo de comparacgéo utilizamos
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a luciferase comercial pura de Photinus pyralis. Para expressar Vmax

em fétons/segundos.mL, consideramos a amostra com maior atividade
especifica (mV/mg). Para transformar mV em fétons/segundo utilizamos o
padrdo luminoso radioativo cedido pelo laboratério de J.W. HASTINGS
conforme (HASTINGS, WEBER, 1965). A quantificacdo de proteina para
calculo da Kcat foi feito por densitometria utilizando o gel de SDS-PAGE e o
programa CS Analyzer V.3 (Atto,Jap&o). A concentragdo de enzima foi
estimada em gel de SDS-PAGE, com base na concentracdo de padrdes de
massa da luciferase comercial (1,6. 10® moles/mg), considerando 90% de
pureza para as luciferases de Pyrearinus e de Phrixotrix. Para transformar a
atividade em mV para fétons/segundo, medimos a intensidade luminosa do
padréo radioativo (HASTINGS e WEBER, 1965) onde 1 mV correspondem a
2,3.107 fétons/s, uma estimativa do decaimento radioativo da amostra ao longo
dos anos, e multiplicamos pela atividade especifica da amostra. Por fim,
dividimos o resultado por 0,15 que €& a sensibilidade espectral da

fotomultiplicadora para o comprimento de onda de 534 nm, para o caso da Pte.

A eficiéncia catalitica das enzimas purificadas é definida como a razao

entre a constante catalitica e a constante de afinidade pelo substrato (Km/Kcat).

6 Determinagao do pH 6timo

O pH otimo para a luciferase de Pyrearinus termitilluminans foi
determinado a partir da atividade luminescente (75 pL de tampéao 0.1 M Tris pH
8.0, 10 ul (0,4 mg/ml) de extrato, 10 pL de luciferina a 10 mM e 5 pL de MgATP
- ATP:40mM, MgSOQO4: 80mM ) numa faixa de pH variando de 5 até 10.

Para isto, foram utilizados tampdes para cada faixa de pH: do pH 5 ao pH
6, 0,1 M tampao citrato; do pH 6 ao pH 8, 0,1 M tampao fosfato; do pH 7.5 ao
pH 8.5, tampao 0,1 M Tris e do pH 8.5 ao pH 10, 0,1 M tampdo CAPS. Os

valores de atividade foram normalizados nos pH de intersecc¢édo dos tampdes.

7 Ensaios de termoestabilidade

Aliquotas de 100 ul da amostra purificada p6s-dialise foram incubadas a

4°C e a 37°C. As atividades luminescentes (75 uL de tampao 0,1 M Tris pH
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8.0, 10 yL de extrato, 10 pL de luciferinaa 10 mM e 5 yL de MgATP (
ATP:40mM, MgSO,: 80mM ).foram medidas em intervalos de 3, 5, 12, 24 e 48

horas, conforme método descrito no item 6.

8 Espectros de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram  medidos  utilizando
espectrofluorimetro Hitachi F4500. Para obtenc¢éo do espectro de fluorescéncia
do triptofano das luciferases de Phrixotrix, 50 ul das amostras purificadas (50
ng/ul) foram misturadas a 990 pl de tampéo fosfato a 01 M (pH 7.5). A

excitagido foi em 280 nm com emissédo na faixa de 300-450 nm.

8.1 Espectros de fluorescéncia com 2,6-TNS e 1,5-ANS

As luciferases de Phrixotrix foram tituladas com 1,5-ANS e 2,6-TNS
misturando 1 uM da sonda fluorescente com 5 a 10 uM de enzima purificada
em 999 ul de tampéo fosfato a 50 mM, previamente filtrado (VIVIANI et al.,
2006). A luciferase de Pyrearinus foi titulada com 2,6-TNS. Os espectros de
fluorescéncia para o0 2,6-TNS e 1,5-ANS foram obtidos com excitacdo a 320 nm
e 0 espectro de emissdo variando de 400 a 600 nm. Os espectros de
fluorescéncia dos tampdes e solventes foram utilizados como branco e

corrigido para a sensibilidade espectral do equipamento.

Uma curva padrdao do maximo de energia em funcdo do indice de
polaridade (em parénteses) foi construida utilizando os seguintes solventes:
formamida (7,3), metanol (6,6), DMSO (6,5), dimetilformamida (6,4), etanol
(5,2), isopropanol (4,3), acetato de etila (4,3) e éter etilico (2,9) (VIVIANI et al,
2006).

9 Espectros de Bioluminescéncia

Os espectros de bioluminescéncia também foram medidos em
espectrofluorimetro Hitachi F4500, com a janela de excitagédo fechada, abertura

da janela de emissdo0=20 nm e velocidade de varredura de 2400nm/min.
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10 Modelagem Molecular

Foram construidos quatro modelos de nossas luciferases, as trés pH-
insensitivas (Pyrearinus termitilluminans, Phrixotrix hirtus e Phrixotrix hirtus) e a
pH sensitiva Macrolampis sp2 que foi incluida por ser uma luciferase de
lampirideo que foi expressa e parcialmente purificada em nossos laboratérios e
servir como modelo para o estudo entre estrutura, fungédo e espectros de

bioluminescéncia.

O programa Modeller versdo 9.4, que utiliza o método das restricbes
espaciais (SALI e BLUNDEL, 1993) foi empregado para a construgdo dos
modelos (SALI, 2006)

O primeiro modelo construido foi o da luciferase de Macrolampis nas
estagbes graficas do Laboratério Nacional de Luz Sincrontron com orientagao

do Dr. Jodo Barbosa.

A construgdo dos modelos tridimensionais das luciferases de Pyrearinus
termitilluminans, Phrixotrix hirtus, Phrixotrix viviani foram feitas em nossos

laboratérios, utilizando plataformas Linux e Windows.

Como molde foi utilizado estrutura da luciferase Luciola cruciata (Lcr)
complexada com oxiluciferina e AMP, resolvida a 1.6 A por difragéo de raios X
(cédigo PDB- 2d1R) (NAKATSU, 2006).

As luciferases estudadas compartiiham 42% de homologia com a
luciferase de Luciola cruciata, até o momento a Unica luciferase de lampirideo
resolvida com substrato e com densidades eletrbnicas nas regides importantes
da molécula, como os loops do sitio de ligagdo de ATP e o loop que faz

conexao entre os dois grandes subdominios da molécula

O programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993, MORRIS et al, 1992) foi
utilizado para avaliar a qualidade dos modelos. Este programa extrai
parametros estereoquimicos de estruturas com alto grau de refinamento e alta

resolucéo que sdo comparados com a geometria dos residuos do modelo.
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Para visualizacdo e elaboragdo das figuras dos modelos foi
utilizado o programa Pymol v. 0.99 (DELANO, 2006).

O alinhamento das luciferases foi feito empregando o programa CLC Main
Workbench V 4.1.2.

Os indices de hidrofobicidade (KYTE J. & DOOLITTLE R.F, 1982) foram
calculados para as luciferases de Macrolampis, Pyrearinus termitilluminans,
Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus utilizando o programa CLC Main Workbench

versao 4.1.2.

VI Resultados

1 Expresséo e Purificagdo das luciferases de Phrixotrix spp e Pyrearinus
termitilluminans

As luciferases de Phrixotrix e Pyrearinus termitilluminans foram
eficientemente expressas e purificadas por cromatografia de afinidade em
niquel. A Tabela 1 resume as atividades especificas do extrato bruto e das
fragdes com maior atividade especifica das luciferases de Pyrearinus

termitilluminans, Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus

As figuras 7 8 e 9 apresentam os géis de SDS-PAGE das etapas de
purificacdo das luciferases de Pyrearinus termitillluminans, Phrixotrix viviani e

Phrixotrix hirtus por cromatografia de afinidade,

Tabela 1 — Atividades Especificas das luciferases purificadas.

Luciferase Atividade Especifica (x 10 ) (mV/mg)
Extrato Bruto Cromatografia de afinidade

Pyrearinus termitilluminans 3,4 10,7 53,3 + 6,2 (fragdo E3)

Phrixotrix viviani 5,7+1,3 51,8 £ 4,0 (fragdo E4)

Phrixotrix hirtus 33+12 37,8 + 7,4(fragdo E4)




68,8

52,5

21,7

Figura 7 — Gel de SDS-PAGE 10% das etapas de purificagdo da
luciferase de Pyrearinus termitilluminans: (1): Padrdo de Massa
Molecular; (2): BSA: 10 ug/ul; (3): Fluxo nao-retido; (4): Pyrearinus

termitillluminans eluida com 250 mM Imidazol.

68,8

52,5

21,7

16,8

9,1

Figura 8 — Gel de SDS-PAGE 10% das etapas de Purificacdo da
Phrixotrix viviani (1): Padrdo de Massa Molecular. (2): Photinus
Pyralis (62 kDa - 50 ng/ul ); (3): Extrato pés-lise; (4) a 7: fracbes
eluidas com concentragdes crescentes 150 a 250 mM Imidazol.

41



42

68,8
52,5
21,7
16,8

9,1

Figura 9 — Gel de SDS-PAGE das Etapas de Purificagdo da Phrixotrix
hirtus - (1): Padrao de Massa Molecular. (2): Photinus Pyralis (62 kDa);

(3): Extrato Pos-Lise; (4) a 7: fragbes eluidas com concentragdes
crescentes 150 a 250 mM Imidazol.

A figura 10 apresenta o Western-blotting testado com anticorpo anti-
Pirearinus termitilluminans.

1 2

Figura 10 — Western-blotting sondado com anticorpo anti-.
Pirearinus termitilluminans
Pogo 1: Photinus pyralis; Pogo 2: Pyrearinus

termitilluminans (fragao coletada com 250 mM imidazol).
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A figura 11 apresenta o western-blotting da Phrixotrix viviani e

Phrixotrix hirtus testado com anticorpo policlonal anti-Histag.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 11 — Western blotting testado com anticorpo policlonal
anti-histag. Pocos 1 — 4 (Phrixotrix hirtus): Concentragdes
Imidazol (200 — 500 mM); Pogos 5 a 7 (Phrixotrix viviani):
Concentragdes Imidazol (200 — 400 mM)

A luciferase de Pirearinus termitilluminans apresentou maior atividade
especifica que as luciferases de Phrixotrix. Entretanto, de acordo com a
eletroforese em SDS-PAGE, a quantidade de proteina purificada foi maior para
as luciferases de Phrixotrix do que Pyrearinus termitilluminans, em decorréncia
da maior expressao das primeiras duas no sistema pCAN (cerca de 200 ug/mi
da Phrixotrix viviani contra 600 ug/ml da Phrixotrix hirtus). Estes resultados
indicam que a luciferase de Pyrearinus termitilluminans provavelmente tem

uma maior constante catalitica e um rendimento quéntico maior.

2 Determinagao das propriedades fisico-quimicas

A Tabela 2 sumariza as propriedades fisico-quimicas das luciferases
recombinantes de Pyrearinus termitilluminans, Phrixotrix viviani e Phrixotrix

hirtus, e da luciferase de Photinus pyralis que foi utilizada como padréo.



Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas das luciferases purificadas.
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pH Keat LH2 ATP Kp
Luciferase 6timo x 110%™ Ku (M) KeaKm  Ku Keat /Kn 10 (s™)
(uM) "M (M) (s".M7)
Photinus pyralis 7.9 74 10 4000 250 120 240
Pyrearinus 8.2 7.0 80+7 87 370 19 63
termitilluminans
P. viviani 8.0 7,0 64 +10 31 330 6 3
P. hirtus 8.2 43 7+0.7 286 130 15 200
As figuras 12-A e 12-B apresentam os graficos de Linewaver-Burker para
luciferina e ATP para a luciferase de Pyrearinus termitilluminans (Programa
Origin Versé&o 6.0).
- 100 4
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Figura 12 - Gréficos de Lineweaver-Bucker para luciferina (A) e para ATP (B) da luciferase de

Pyrearinus termitilluminans
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Os Kus para a luciferina e ATP foram calculados para as trés
luciferases. Pode-se verificar que a luciferase de Phrixotrix hirtus apresenta o
menor Ky para luciferina (VIVIANI et al, 2006), significando grande afinidade
pelo substrato, enquanto as luciferases de Pyrearinus termitilluminans e
Phrixotrix viviani possuem valores de Ky préximos. A luciferase de Photinus
pyralis também apresenta também grande afinidade pela luciferina, com valor

préximo ao da Phrixotrix hirtus.

As luciferases de Phrixotrix viviani e Pyrearinus termitilluminans
apresentam valores de Ky para ATP similares, enquanto a Phrixotrix hirtus
apresenta também maior afinidade por ATP, juntamente com a luciferase de

Photinus pyralis.

As constantes cataliticas foram estimadas utilizando a equacgéo 4.

As luciferases de Pyrearinus termitilluminans e Phrixotrix viviani possuem
as mesmas constantes cataliticas, porém a Pyrearinus termitilluminans
apresenta o dobro da eficiéncia catalitica da Phrixotrix  viviani.
Surpreendentemente, a Phrixotrix hirtus apresenta a maior constante catalitica
e a maior eficiéncia catalitica de todas as luciferases estudadas (Pyrearinus

termitilluminans e Phrixotrix viviani).

As constantes de decaimento foram calculadas empregando a equacao 5,
tomando como intervalo de tempo At = 300 s. As constantes de decaimento
refletem o quanto as enzimas s&o inibidas pelo produto, e possiveis mudangas
conformacionais durante as etapas cataliticas da enzima, produzindo rapido
decaimento da atividade bioluminescente no caso da Phrixotrix hirtus ou um

decaimento lento, nos casos da Pyrearinus termitilluminans e Phrixotrix viviani.

O pH 6timo das luciferases de Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus foi 8 e
o da Pyrearinus termitilluminans 8,2, enquanto o pH 6timo para a Photinus

pyralis foi de 7.9 (Figura 13).
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Figura 13 — Curva do efeito de pH na atividade da luciferase

de  Pyrearinus termitilluminans.

2.1 Termoestabilidade

A figura 14 apresenta a termoestabilidade da Pyrearinus termitilluminans.
Verifica-se que a luciferase é termoestavel a temperatura de 4°C por um longo
periodo, sugerindo que a esta temperatura a enzima conserva seu
enovelamento correto. Amostras que foram mantidas a temperatura de -20°C
com 10% de glicerol mantiveram-se ativas por um periodo de seis meses e
exibindo a mesma cinética. A 37°C a enzima perde sua atividade nas 20

primeiras horas de incubacéo.
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Figura 14 — Ensaios de termoestabilidade da fracao
purificada e dialisada da luciferase de Pyrearinus

termitilluminans

2.2 Espectros de Fluorescéncia

Utilizando sondas fluorescentes 1,8-ANS e 2,6-TNS DelLuca (DeLUCA,
1969) mostrou que o sitio de ligagdo da luciferina da luciferase de Photinus
pyralis seria hidrofébico, porém Ugarova e Brovko sugeriram que o sitio ativo
poderia ser anfifiico (UGAROVA, BROVKO, 1999). Estas sondas sé&o

inibidores competitivos do sitio ativo da luciferase de P.pyralis.

Para verificar a polaridade do sitio ativo das nossas luciferases, foram
medidos os picos dos espectros de fluorescéncia destas sondas tituladas no
sitio ativo das luciferases (Tabela 3) e comparados com o valor do pico
publicado para a luciferase de Photinus pyralis. Verifica-se que os picos de
fluorescéncia sdo mais deslocados para o azul nas luciferases de Pyrearinus
termitilluminans e Phrixotrix viviani em comparacdo com a luciferase de

Photinus pyralis, indicando um sitio ativo mais apolar, enquanto a luciferase de



Phrixotrix hirtus apresenta um espectro mais deslocado para o

vermelho, sugerindo um sitio ativo mais polar.

Tabela 3 — Picos dos Espectros de Fluorescéncia de 2,6-TNS e 1,8-

ANS no sitio ativo das luciferases

Luciferase

Espectros de Fluorescéncia

“max (NM)
Triptofano 2,6 TNS 1,8 ANS
P.pyralis 334 421 471
Phrixotrix viviani 339 422 462
Phrixotrix hirtus 339 436 479
Pyrearinus

termitilluminans

- 421 -

48
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A figura 15 apresenta os espectros de fluorescéncia das luciferases de
Phrixotrix tituladas com a sonda fluorescente 2,6-TNS (VIVIANI et al, 2006).
Verifica-se que o espectro de fluorescéncia apresenta em adicdo ao pico
principal, um “ombro” deslocado para o vermelho o que é indicativo de um sitio

ativo mais exposto ao solvente.

Figura 15 — Espectros de fluorescéncia de 2,6-toluidino-
naftaleno-sulfonato titulado nas luciferases de PxGR
(esquerda) e PxRE (direita) na presenca de 1 uM.(VIVIANI
et al. 2006)
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2.3 Espectros de Bioluminescéncia

A tabela 4 resume os espectros de bioluminescéncia das luciferases de
Pyrearinus termitilluminans, Phrixotrix viviani € Phrixotrix hirtus em pH 6, 7 e 8.
Como sabido, o espectro de bioluminescéncia da Pyrearinus termitilluminans é
o mais deslocado para o azul na faixa entre os pH 6 e 9 (VIVIANI et al., 1999),
porém acima de pH 10 foi verificado um deslocamento em 30 nm para o
vermelho e um alargamento no espectro, o que restringe a definicdo de pH-
insensitividade originalmente proposta (VIVIANI , BECHARA 1995). As figuras
16-A e 16-B mostram os espectros de bioluminescéncia da Pyrearinus
termitilluminans em 0,1 M Tris pH 8 e em 0.1M CAPS pH10.

Tabela 4 - Comprimentos de onda maximos dos espectros de
bioluminescéncia das luciferases Photinus pyralis (Ppy). , Pyrearinus

termitilluminans (Pte), Phrixotrix hirtus (PXRE) e Phrixotrix viviani (PxGR).

Luciferase pH 6 pH7 pH 8 pH 10
7\~MAX (nm) 7\«MAX (nm) 7\4MAX (nm) 7\4MAX (nm)
(meia- largura) (meia- (meia-largura) (meia-largura)
largura)
Ppy 610 (78) - 562 (78) nd
Pte 536 (78) 536 534 (73) 564
PxRE 622 (62) 622 622 (53) nd
PxGR 548 (75) 548 548 (70) nd

nd — N&o determinado
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Figura 16 — Espectros de bioluminescéncia in vitro da luciferase de Pyrearinus
termitilluminans: (Painel da direita): em 0.1M Tris pH 8. (Painel da Esquerda): em
0.1 M CAPS pH 10.
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3 Modelagem Molecular da Luciferase de Pyrearinus
termitilluminans: comparacao com as luciferases de Macrolampis sp2 e

Phrixotrix

3.1 Alinhamento das luciferases

As luciferases de Macrolampis sp2, Pyrearinus termitilluminans,
Phroxitrix hirtus e Phrixotrix viviani foram alinhadas com as estruturas das
luciferases de Photinus pyralis e Luciola cruciata. As Figuras 17 e 18
apresentam o alinhamento estrutural, ressaltando os residuos conservados do

sitio de ligagédo da oxiluciferina.

Figura 17 — Alinhamento das luciferases Photinus pyralis, Macrolampis, Luciola
cruciata, Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus e Pyrearinus termitilluminans mostrando

em sombreado os residuos do sitio ativo.
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Figura 18 — Alinhamento das luciferases Photinus pyralis, Macrolampis sp2, Luciola
cruciata, Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus e Pyrearinus termitilluminans, destacando

os residuos do sitio de ligacido da oxiluciferina (em azul).
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3.2 Validagcao do Modelo da luciferase de Pyrearinus termitilluminans

A  Figura

19 apresenta o diagrama de

Ramachandran

(RAMACHANDRAN, SASSIEKHARAN, 1968) para o modelo da luciferase de
Pyrearinus termitilluminans.

PROCHECK

Psi (degrees)

Ramachandran Plot

Pyrearinus termitilluminans

Phi (degrees)

Plot statisties

Residnes in most fwversed segions [ABL) 438 92.8%
Residues in additional allowed regions [ab.Lp] 16 3.5%
Recidues in generonsly allowed regions [~a-b.~L~p] 5 1.1%
Fesidues in disallowed regions 3 0.6%
Number of non-glycine and non-preline residues am 100.0%
Mumber of end-residuss (sxcl. Gly and Pro) 3
Number of glycine residues (shown as triangles) 40
Number of proline residnes 20
Total number of residues 547

Based on an analysis of 118 stnactumes of resolntion of at least 2.0 Angsgoms
and B-factor no greater than 0%, a peod quality modal would be expacted
e harve onver 50%% mn the most favenred regions

Figura 19 — Diagrama de Ramachandran para o modelo

tridimensional da luciferase de Pyrearinus termitilluminans
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3.3 Padrao de Enovelamento da Luciferase de Pyrearinus

A construgdo do modelo tridimensional da luciferase de Pyrearinus foi
baseada na estrutura do lampirideo japonés Luciola cruciata na presenca de
oxiluciferina e AMP (NAKATSU et al., 2006), resolvida por cristalografia de
raios X a 1.6 A. A figura 20 apresenta o enovelamento da enzima destacando
os trés subdominios do N-terminal, o sitio de ligagéo da oxiluciferina e do AMP
e dominio C-terminal. As trés luciferases apresentam o mesmo padréo de
enovelamento da luciferase de Photinus pyralis, na auséncia de substrato, e

Luciola cruciata, na presencga de substrato..

Figura 20 - Modelo tridimensional da luciferase de Pyrearinus termitilluminans. Em
destaque os subdominios A (azul), B (magenta) e C (verde) do N-terminal. O loop
conectando os dominios N-terminal e C-terminal (salméo) e em amarelo o dominio C-
terminal. Os substratos oxiluciferina e AMP em amarelo, entre os trés subdominios do

N-terminal
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3.4 Sitio de Ligacao de ATP do modelo tridimensional

da Pyrearinus termitilluminans

A figura 21 mostra o sitio de ligagado de ATP da luciferase de Pyrearinus
termitilluminans destacando as distancias entre os residuos envolvidos numa
rede de ligagdes de hidrogénio. A tabela 5 resume as distancias entre os
atomos dos residuos que possuem contatos polares com os grupos do AMP

(numeracédo sequencial da Luciola cruciata).

Os residuos do sitio de ligacdo do ATP s&o invariantes em todas as
luciferases estudadas, sendo a unica excec¢éao o residuo 318 que é uma alanina
na luciferase de P. termitilluminans e glicina nas luciferases de Macrolampis e

Phrixotrix hirtus.

Figura 21 — Contatos polares entre os residuos do sitio de ligagdo da AMP. A

oxiluciferina e o AMP estdo em verde e os residuos no entorno, em branco.




Cabe aqui ressaltar que as distancias calculadas podem néo
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refletir a real disposi¢cdo dos residuos em relagdo aos atomos do substrato,

devido aos movimentos das cadeias laterais em um ambiente cercado pelo

solvente.

Tabela 5 — Distancia entre os atomos dos residuos que compde

o sitio de ligagdo da AMP e os atomos que a compde (Figura

21)

Residuo

T345

S200

S201

H247
K531

A318

G341

D424

Atomo
N

Oy1
Oy

0Od1
052

AMP
O1P

O1P
O2P

O3P
o3P

o3P
O3P
o3P

05’
04’ (ribose)
N7 (adenosina)
NG
(adenosina)
02’ (ribose)
O3’ (ribose)

O3’ (ribose)

Distancia (A )
2.84

2.69
2.77

2.83
3.35

2.98
2.72
3.02

3.09

3.36
3.33
2.82

2.62
3.02

2.93
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3.5 Sitio de Ligagao da Oxiluciferina

O sitio de ligagdo da oxiluciferina é composto das seqiéncias
246FHAF249, 317GAA319, 342YGLTE346 que permitem uma firme
ancoragem da oxiluciferina no sitio ativo (Figura 22). Em torno destes residuos
hidrofébicos, ha um conjunto de residuos polares e carregados: R220, H247,
S286, E313, R339 e H353 (Figura 23).

A fotoxidacdo com um analogo de luciferina e estudos mutagénicos
mostraram que o peptideo 244HHFG245 localiza-se nas proximidades da
luciferina (BRANCHINI et al., 1997).

Figura 22 — Sitio de ligagdo da oxiluciferina no modelo da luciferase de Pyrearinus

termitilluminans
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Figura 23 — Rede de pontes de hidrogénio e pontes salinas da segunda
camada de residuos responsaveis pela manutencdo da conformacéo do sitio

de ligacao da oxiluciferina e sua protecéo do solvente.

3.6 Comparagdo das estruturas das luciferases Pyrearinus

termitilluminans, Macrolampis, Phrixotrix hirtus e Phrixotrix viviani

O sitio de ligacao da AMP é conservado entre as luciferases em estudo,
com excecao do residuo 318. Por outro lado, o sitio de ligagdo da oxiluciferina
apresenta algumas substituicdes que conferem a luciferase de Pyrearinus um
carater mais hidrofébico em relacdo a outras luciferases. Isto é refletido nas
figuras 24-A, 24-B, 25-A e 25-B, que apresentam os graficos de hidrofobicidade

compreendendo os residuos 200-400 das luciferases de Pyrearinus,
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Macrolampis, Phrixotrix viviani € Phrixotrix hirtus. Esta regido inclui
varios segmentos do sitio de ligagdo da luciferina. Pelos graficos, percebe-se
que a luciferase de Pyrearinus termitilluminans é mais hidrofébica que as

demais luciferases em estudo (Figura 26).

Figura 24 - Graficos de hidrofobicidade das luciferases de Pyrearinus termitilluminans

(24-A) e Macrolampis (24-B) de acordo com os indices de Kyte e Doolittle.

A B

Figura 25 - Graficos de hidrofobicidade das luciferases de Phrixotris viviani (25-A) e
Phrixotrix hirtus (25-B).
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Figura 26 — Superficie hidrofébica do sitio de ligacdo da oxiluciferina da
luciferase de Pyrearinus temitilluminans. Em branco, o anel hidrofobico da
fenilalanna, em amarelo o grupo sulfidrila da cisteina 315 e em azul, o grupo
guanidina da arginina 220 e em vermelho o oxigénio das carbonilas da cadeia

principal. .

Como pode se verificar no alinhamento apresentado nas figuras 17 e 18 e
na modelagem molecular, enquanto nas pH-sensitivas Luciola cruciata e
Macrolampis sp2 o sitio de ligacdo da oxiluciferina possui os residuos
246HHGF249 (numeragéo seqlencial da Luciola cruciata) , nas luciferases de
Phrixotrix estes residuos sdo 246HHAF249 e na luciferase de Pyrearinus
246FHAF249. Os residuos 317GAA319 na Pyrearinus sédo substituidos por
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317GGA319 na luciferase de Macrolampis e Phrixotrix viviani e por
317GGS319 na Phrixotrix hirtus.

O loop entre os residuos 226-238 € um elemento estrutural importante
nas luciferases de besouros, situa-se na superficie da molécula e conecta os
dois subdominios A e B do N-terminal que contém residuos importantes do sitio
de ligagdo da oxiluciferina (VIVIANI et al. 2007). Este elemento estrutural
também possui residuos que interagem com o /oop entre os residuos 355 e
364 que contem elementos que afetam as cores da bioluminescéncia (VIVIANI
et al , 2005, UGAROVA, 2002).

Na luciferase pH-sensitiva Macrolampis os residuos N231, E313 e S286
sdo ligados por pontes de hidrogénio enquanto nas luciferases pH-insensitvas
Pyrearinus, Phrixotrix hirtus e Phrixotrix viviani a substituicdo N231T diminui a
formagédo desta rede de ligagdes. A hidroxila do residuo Y229 aponta em
direcdo oposta ao sitio de ligagdo da oxiluciferina nas luciferases de
Macrolampis, Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus, sendo ancorada por dois
residuos hidrofébicos P355 e P369. Na luciferase de Pyrearinus estes residuos
sdo substituidos pelos hidrofébicos V229, L355 e P369 As figuras 27 e 28
mostram esta regido do /loop na conformacao aberta, isto €, com base na
estrutura resolvida com oxiluciferina e AMP, representando a etapa apés a

catalise.

Outras substituicdes importantes ocorrem nas luciferases de Phrixotrix
spp onde o residuo 339 que & conservado nas luciferases de Pyrearinus e
Macrolampis , € substituido por 1339 (P. hirtus) e por L339 (P. viviani) (Figuras
29 e 30).
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Figura 27 — Luciferase de Macrolampis, na conformacdo aberta, ressaltando ligagbes de
hidrogénio na regido que compreende os residuos do Jloop (226-238) e os residuos

carregados do sitio de ligagédo da oxiluciferina
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Figura 28 — Luciferase de Pyrearinus, na conformacao aberta, ressaltando ligagbes de
hidrogénio na regiao que compreende os residuos do loop e os residuos carregados do

sitio de ligagéo da oxiluciferina.
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Figura 29 - Luciferase de Phrixotrix viviani, na conformacado aberta. A auséncia da rede de
ligacbes de hidrogénio na regido que compreende os residuos do /oop e as substituicdes

hidrofébicas R339(1339) no entorno do sitio de ligagdo da oxiluciferina.
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Figura 30 - Luciferase de Phrixotrix hirtus, na conformagéo aberta. A auséncia da rede de
ligagbes de hidrogénio na regido que compreende os residuos do /oop e as substituicdes

hidrofébicas R339(L339) no entorno do sitio de ligagdo da oxiluciferina.
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VI Discussao

Entre as luciferases de besouros, a luciferase do lampirideo Photinus
pyralis € a que tem sido mais investigada (DeLUCA, McELROY, 1978, WOOQOD,
1995). Além desta luciferase, somente umas poucas outras luciferases, todas
elas oriundas de lampirideos e, portanto pH-sensitivas, foram purificadas e
caracterizadas como, por exemplo, as luciferases de Luciola mingrelica, Luciola
lateralis e Luciola cruciata (UGAROVA, 1989, KAJIYAMA et al, 1992).

Neste trabalho, relata-se a expressdo e purificagdo de trés novas
luciferases, todas elas pH-insensitivas, oriundas de um elaterideo (Pyrearinus
termitilluminans) e dois fengodideos (Phrixotrix hirtus e Phrixotrix viviani). Estas
luciferases foram anteriormente clonadas e constituem modelos importantes
para a compreensdao da relagdo entre estrutura e espectros de
bioluminescéncia, porque emitem nos dois extremos do espectro (Auwax =
534nm; Ayax = 546 nm e Auax= 622 nm) (VIVIANI et al, 1999a; VIVIANI et al,
1999b).

Apesar destas luciferases ja terem sido expressas em niveis suficientes
para caracterizacao funcional (VIVIANI et al., 1999a, 1999b, VIVIANI, OHMIYA,
2000, VIVIANI et al., 2001, 2002, 2006) elas ainda ndo haviam sido expressas
em niveis adequados para uma purificacao eficiente. Neste trabalho relata-se a
expressao e a purificagdo destas luciferases por cromatografia de afinidade e
sua caracterizagao fisico-quimica. De acordo com estes estudos, as luciferases
de Phrixotrix foram expressas em maior quantidade (.600 — 400 .ug/L cultura)
em relacdo a luciferase de Pyrearinus termitilluminans (200 ug/L cultura),
provavelmente devido a maior eficiéncia de expressao do sistema BL21/PCAN
do que no sistema BL21/PproHt. Tentativas de purificacdo destas luciferases
com métodos adicionais, como precipitacdo em sulfato de amobnio e
cromatografia de troca idnica foram feitas, entretanto, a cromatografia de
afinidade com niquel foi a técnica mais eficiente utilizada até o momento. Com
as luciferases purificadas desta forma, foi possivel fazer uma primeira
caracterizagao fisico-quimica.

As luciferases do elaterideo Pyrearinus termitilluminans e do fengodideo
Phrixotrix viviani, que emitem luz na regido do verde, tem Kys para luciferina

mais altos, indicando baixa afinidade pelo substrato e, possivelmente, também
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pelo produto, sugerindo que este seja removido mais facilmente do

sitio ativo, explicando a cinética mais sustentada da luminescéncia. Além disto,
nao se pode deixar de considerar que estas cinéticas lentas também podem
estar associadas a uma mudanga conformacional do dominio C-terminal.
Estudos com Acil CoA ligases mostram claramente que o dominio C-terminal
esta envolvido com mudangas conformacionais em relacdo ao dominio N-
terminal durante a catalise (GULICK et al, 2003). A rotacdo em 90° permitiria a
abertura do sitio-ativo, facilitando a saida dos produtos (GULICK et al, 2003.) A
rotacdo do C-terminal é sabidamente promovida pela Coenzima A em varias
ligases, e é sabido que esta apresenta um forte efeito estimulador da
luminescéncia nas luciferases (McELROY e DeLUCA, 1978), provavelmente
por auxiliar na remocdo dos inibidores competitivos adenilato de
desidroluciferina e adenilato de L-luciferina (NAKAMURA et al, 2005), além de
poder promover mudancga rotacional do C-terminal. Na luciferase emissora de
luz vermelha de Phrixotrix hirtus, por outro lado, a cinética com rapido
decaimento sugere que o sitio ativo permaneca inibido ou entdo fechado,
resultando em um rapido decaimento da atividade luminescente.

O Kw para luciferina na Pyrearinus termitilluminans € maior do que nas
luciferases de Phrixotrix, enquanto o Ky para ATP é semelhante nas luciferases
de Pyrearinus termitilluminans e Phrixotrix viviani € maior do que na Phrixotrix
hirtus. Esses valores indicam que a luciferase de Phrixotrix hirtus possui maior
afinidade por LH; e por ATP do que nas luciferases Phrixotrix viviani e
Pyrearinus termitilluminans. Isto poderia explicar a cinética mais rapida, na
medida em que uma alta afinidade pelo substrato também pode indicar alta
afinidade pelo produto, que tem estrutura semelhante (Fig.1), inibindo
competitivamente o sitio ativo desta luciferase. Vale a pena mencionar que a
luciferase do lampirideo Photinus pyralis também tem um Ky muito baixo para
luciferina e uma cinética rapida, suportando nossa alegacao.

As constantes cataliticas das luciferases de Pyrearinus termitilluminans e
Phrixotrix viviani sdo idénticas, porém menores do que na Phrixotrix hirtus e da
luciferase de Photinus pyralis. Isto pode sugerir que a Pyrearinus
termitilluminans e Phrixotrix viviani tém um rendimento quéntico de
bioluminescéncia mais baixo do que as luciferases Phrixotrix hirtus e Photinus

pyralis.
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A eficiéncia catalitica relativa para a luciferina na luciferase de
Phrixotrix hirtus é quase 10 vezes maior do que na luciferase de Phrixotrix
viviani e quase 4 vezes maior do que na Pyrearinus termitilluminans, indicando
que esta enzima é catalicamente mais eficiente.

A alta eficiéncia catalitica da luciferase de Phrixotrix hirtus pode sugerir
uma adaptacao desta luciferase para emitir mais fétons na regido do vermelho,
0 que seria adaptativamente desejavel uma vez que a maioria dos organismos
possui baixa sensibilidade visual nesta faixa de comprimentos de onda
(VIVIANI et al, 2006).

O pH-6timo das luciferases de Pyrearinus termitilluminans e Phrixotrix
viviani € em torno de 8 enquanto na Phrixotrix hirtus é 8,2, ambos ligeiramente
superiores ao pH 6timo da luciferase de Photinus pyralis.

O espectro de bioluminescéncia da Pyrearinus termitilluminans é o mais
deslocado para o azul de todas as luciferases de besouros (534 nm) (VIVIANI
et al., 1999) e é pH-insensitiva entre os pH 6-9. Porém observamos que acima
do pH 10 o espectro sofre um notavel deslocamento batocrémico de 30 nm e
alargamento da banda, o que poderia ser explicado pela existéncia da
interacdo de um residuo muito basico, com pKa em torno de 9 e 10, que
poderia estar envolvido em interacbes especificas com a oxiluciferina ou com a
manutencgdo de uma conformagéo apropriada do sitio ativo para emisséo de luz
verde.

A luciferase de Pyrearinus é mais termoestavel do que as luciferases de
Phrixotrix viviani e Phrixotrix hirtus. Quando conservada a temperatura de -
20°C, a Pyrearinus termitilluminans permanece ativa por longos periodos de
tempo o que foi observado em aliquotas que, apds seis meses, perderam cerca
de 30% de sua atividade inicial. A presengca de 2 mM de DTT e 10% de glicerol
contribui para manter a atividade enzimatica.

A sondagem do sitio ativo com os fluoréforos 2,6-TNS e 1,8-ANS,das
luciferases sugere que o sitio ativo da luciferase de Pyrearinus termitilluminans
€ o mais hidrofébico de todas as luciferases estudadas. De fato observa-se
uma tendéncia de deslocamento dos espectros de fluorescéncia de TNS e ANS
para o azul para as luciferases com espectros de bioluminescéncia mais
verdes, indicando maior hidrofobicidade do sitio ativo. E quanto mais

deslocados para o vermelho, mais polar é o sitio ativo.
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Para entendermos melhor a relagdo entre estrutura e propriedades
enzimaticas das luciferases de Pyrearinus e Phrixotrix spp, foi feita a
modelagem molecular. Como esperado, todas estas luciferases apresentam o
mesmo padrdo tridimensional das luciferases de lampirideos, com quem
compartilham elevado grau de identidade. Entretanto, algumas diferencas que
julgamos ser importantes podem ser observadas em nivel de sitio ativo e
regides adjacentes.

Como pode ser visto pelo alinhamento das sequiéncias primarias e nos
modelos tridimensionais, o sitio de ligagdo da luciferina apresenta-se mais
hidrofébico na luciferase de Pyrearinus, em virtude dos residuos C315, C316 e
C340 que nas luciferases de Macrolampis e Phrixotrix hirtus s&o A315, S316, e
Q340 e A315, T316 e Q340 na Phrixotrix viviani. Convém ressaltar que o
residuo Q340 faz contatos polares com o Nitrogénio N6 do AMP.

Nas luciferases de Pyrearinus e Macrolampis, o loop (226-238) que
conecta os subdominios A e B do N-terminal contém residuos que participam
diretamente numa rede de ligagcdes de hidrogénio que aparentemente sao
responsaveis pela manutengdo da estrutura fechada das luciferases,
protegendo o lado benzotiazélico e grupo hidroxila da luciferina do solvente.

Por outro lado, nas luciferases de Phrixotrix esta rede € menor devido as
substituicdes R339 pelos residuos L339 e L353, na luciferase de Phrixotrix
viviani, e 1339 e 1353, na luciferase de Phrixotrix hirtus . A rede de ligacdes de
hidrogénio entre R339, S286 e E313 por ser altamente conservada indicam sua
importancia para preservar a conformacgao do sitio ativo.

Em conjunto, os dados de fluorescéncia das sondas TNS no sitio ativo
das luciferases e de modelagem indicam que o sitio de ligacdo da luciferina &
mais hidrofébico na luciferase de Pyrearinus, que € aquela com o espectro de
bioluminescéncia mais deslocado para o azul. Além disto, parece existir uma
tendéncia de deslocamento para o azul dos espectros de fluorescéncia das
sondas TNS e ANS nas luciferases emissoras de bioluminescéncia verde, ao
passo que a luciferase vermelha tem o sitio mais polar. Estes resultados
suportam a hipétese da polaridade e polarizabilidade orientada (UGAROVA e
BROVKO, 2002) do sitio ativo ha modulagao das cores de bioluminescéncia,

embora, ainda ndo possamos excluir outras possibilidades. E interessante
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notar que os mecanismos mais recentes propostos para modular as

cores de bioluminescéncia também envolvem a polarizagdo do grupo fenolato
(ORLOVA et al, 2003, BRANCHINI et al, 2004). Além disto, fortes evidéncias
experimentais por Hirano et al. (2009) suportam a importancia da basicidade e
polaridade do microambiente em torno do grupo fendlico na modulagdo dos

espectros de bioluminescéncia em diferentes luciferases.

VIl Conclusoes

Neste trabalho, as luciferases recombinantes de Pyrearinus
termitilluminans e de Phrixotrix hirtus e P. viviani foram expressas
eficientemente e purificadas pela primeira vez por cromatografia de afinidade
em niquel. Com estas preparagdes de luciferases, foram determinadas as suas
propriedades fisico-quimicas como: os Kys para ATP e luciferina; pH étimo;
Kcat e medidos os espectros de bioluminescéncia em diferentes pHs. Foi
também sondada a polaridade do sitio de ligagdo da luciferina destas
luciferases com as sondas fluorescentes 2,6-TNS e 1,5-ANS e feita a
modelagem molecular para melhor entendermos a relagdo existente entre
estrutura, funcdo e propriedades destas luciferases. Verificamos que a
luciferase de Pyrearinus termitilluminans possui afinidade para ATP semelhante
a outras luciferases, enquanto a afinidade pela luciferina foi semelhante com
aquela da luciferase emissora de luz verde de Phrixotrix viviani, porém menor
que a luciferase emissora de luz vermelha de P.hirtus. Estes dados apontam a
existéncia de uma possivel relacdo entre baixa afinidade pela luciferina e
mudancas conformacionais nas luciferases pH-insensitivas emissoras de luz
verde. De acordo com os estudos de fluorescéncia de TNS e modelagem
molecular, o sitio de ligacdo da luciferina na luciferase de Pyrearinus
termitilluminans € o mais apolar de todas as luciferases estudadas, enquanto
aquele da luciferase emissora de luz vermelha é o mais polar, o que é coerente
com a hipétese do efeito da polaridade e polarizabilidade orientada como
mecanismo atuante na determinacdo dos espectros de bioluminescéncia. Além

disto, a luciferase de Pyrearinus apresenta uma 6tima estabilidade térmica e
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cinética de bioluminescéncia sustentada, o que a torna apropriada

para aplicagcdes em bioimageamento de células in vivo.

VIIl Perspectivas

1. O protocolo estabelecido de expressao e purificagdo das luciferases de
Pyrearinus termitilluminans e Phrixotrix spp podera ser utilizado para
purificacdo de outras luciferases e seus mutantes para posterior
caracterizagéo fisico-quimica.

2. Este protocolo podera ser aprimorado para expressdo massiva e
purificacdo destas luciferases para determinagdo das respectivas
estruturas tridimensionais por cristalografia de raios X e técnicas de
espalhamento a baixo angulo (SAX) e discroismo circular, um projeto
que sera realizado no LNLS (Laboratério Nacional de Luz Sincrontron —
Campinas).

3. A modelagem molecular destas luciferases permitiu identificar algumas
substituicdes importantes no sitio ativo destas luciferases, como as
cisteinas C315 e C316 de ligacao da oxiluciferina na luciferase de
Pyrearinus termitilluminans. A mutagénese sitio-dirigida destes residuos
esta sendo realizada para determinar sua fungao.

Finalmente, as luciferases de Phrixotrix e Pyrearinus termitilluminans ja
estdo sendo empregadas em estudos de imageamento de células de
mamiferos e prometem uma grande gama de novas aplicacbes
bioanaliticas. Uma melhor compreenséo da relagdo entre estrutura e
fungdo nestas enzimas podera ajudar a desenvolver formas otimizadas

para suas aplicagcbes biotecnoldgicas.
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X Anexos

Artigos Publicados

1. The influence of the region between residues 220
and 344 and beyond in Phrixotrix railroad worm luciferases green

and red bioluminescence;

2. Active-Site Properties of Phrixotrix Railroad Worm

Green and Red Bioluminescence-Eliciting Luciferases;

3. The influence of the Loop between Residues 223-
235 in Beetle Luciferase Bioluminescence Spectra: A Solvent

Gate for the Active Site of pH-Sensitive Luciferases;
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