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(57) Resumo: LUCIFERASE DE MACROLAMPIS SP COMO GENE
REPORTER DUAL EM BIOSENSORES SIMULTANEOS DE EXPRESSAO
GENICA E VARIAGOES DE INTRACELULARES DE PH,
CONCENTRAGOES DE FOSFATO E CATIONS DIVALENTES DE
METAIS PESADOS. Trata-se a presente invengdo de um produto da area
de biotecnologia constituido de Luciferase de Microlampis SP
recombinante apresenta espectro de bioluminescéncia bimodal e
sensibilidade elevada a mudangas de pH- e temperatura, como gene
reporter dual que codifica uma proteina bioluminosa para uso em
biosensores simultaneos de expressio génica e variagdes de intracelulares
de PH, com concentragbes de Fosfato e Cations divalentes de metais
pesados, e presenca de ATP e como biosensor intracelular de mudangas
de pH e outras condigdes homeostaticas.
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“LUCIFERASE DE MACROLAMPIS SP COMO GENE
REPORTER DUAL EM BIOSENSORES SIMULTANEOS
DE EXPRESSAO GENICA E VARIACOES DE
INTRACELULARES DE PH, CONCENTRACOES DE

FOSFATO E CATIONS DIVALENTES DE METAIS

PESADOS”

Refere-se a presente invengdo de um produto da area .
de biotecnologia constituido de Luciferase de Microlampis SP
como gene reporter dual que codifica uma proteina bioluminosa
para uso em biosensores simultineos de expressdo génica e
variagdes de intracelulares de PH, com concentra¢des de Fosfato
e Cations divalentes de metais pesados, € como gene reporter
para estudos de expressdo génica em células e tecidos.

A Luciferase recombinante apresenta espectro de
bioluminescéncia bimodal e sensibilidade elevada a mudangas de
pH- e temperatura. Por causa destas caracteristicas de
sensibilidade ao pH e temperatura, esta Luciferase ¢ objeto de
patente como gene reporter dual para analises simultdneas de
expressdo génica e presenga de ATP e como biosensor
intracelular de mudangas de pH e outras condigdes
homeostéaticas.

As luciferases sdo as enzimas que catalizam a
producdo de bioluminescéncia em diferentes organismos. Elas
catalizam a oxidagdo de moléculas genericamente tonhecidas por
luciferinas produzindo um féton de luz visivel com alta eficiéncia
(Viviani, 2002). As luciferases de vaga-lumes e outros besouros
catalizam a oxidac¢do de uma luciferina benzotiazolica ativada por
ATP. | |

Numa primeira etapa estas luciferases catalizam a
ativagdo da luciferina as custas de ATP, produzindo adenilato de
luciferina. Na segunda etapa, o adenilato de luciferina ¢ oxidado
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por oxigénio molecular produzindo oxiluciferina, dioxido de
carbono e um foton de luz na faixa verde-amarela do espectro com
uma eficiéncia quantica de ca 90%.

Devido a sensibilidade do sistema luciferina-luciferase

‘de vaga-lumes ao ATP, este sistema tem sido utilizado para fins

de detec¢do luminométrica de ATP em amostras biologicas €
ensaios enzimaticos (Campbell, 1988). Mais recentemente, com
a clonagem do cDNA que codificam a luciferase de vaga-lumes, o
gene que codifica a luciferase tem sido utilizado como um dos
mais versateis e eficientes genes reporter para estudo de
expressdo génica em bactérias, leveduras, plantas e mamiferos
(Greer and Szalay, 2002; Contag and Bachmann, 2002). Baseado
neste principio, os genes de luciferases sdo utilizados para analisar
e quantificar a ativagdo de promotores em diferentes tipos
celulares, como marcadores da transformagfo e transfec¢lo de
células por vetores plasmidiais e virais, como marcadores da
progressao e regressﬁo’de infec¢des bacterianas, micéticas e virais
(Contag and Bashmann, 2002) em estudos clinicos e testes para
drogas antimicrobicidas, em estudos de progressdo e regressdo de
cancer (Yu et al., 2003), como biosensores de agentes tOxicos tais
quais agrotoxicos e metais pesados no meio ambiente (Greer and
Szalay, 2002), entre muitas outras aplicagdes biotecnologicas e
biomédicas. Entretanto, toda essa variada gama de aplicagdes tem
utilizado principalmente o gene da luciferase do vaga-lume norte-
americano Photinus pyralis, que produz luz verde amarelada em
condigdes fisiologicas, e alguns de seus variantes produzidos por
engenharia genética.

Embora compartilhe alto grau de identidade com a
luciferase de Photinus pyralis, a luciferase de Macrolampis €
Unica em sua seqliéncia de DNA e de aminoacidos e por
apresentar propriedades espectrais diferenciais que a tornam
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potencialmente uUtil como gene repdrter em biosensores para
mudangas fisico-quimicas intracelulares como mudangas de pH,
concentragdo de fosfato e metais pesados, utilizando o pardmetro
espectral além do pardmetro de intensidade.

Embora as luciferases de vaga-lumes ji sejam
amplamente empregadas como genes repdrter da expressdo génica
utilizando o pardmetro intensidade de luz para quantificagio,
nenhuma destas luciferases até o0 momento utilizou a propriedade
da sensibilidade espectral ao pH e outras condi¢des fisico-
quimicas para analisar mudangas homeostaticas intracelulares.

. A Luciferase de Macrolampis SP ¢ utilizada para fins
bioanaliticos de detecgdo e quantifica¢io de ATP e contaminacio
microbiolégica de amostras varias, através da medida
luminométrica ou fotografica da bioluminescéncia.

Descri¢ao do invento

Clonagem do cDNA para a luciferase de Macrolampis.

DNA para a luciferase de Macrolampis foi clonado
conforme descrito.

O RNA total foi extraido de 6 lanternas de
Macrolampis adulto com Trizol. Em seguida, o RNAm foi
isolado utilizando resina de oligo dT. O RNAm foi utilizado para
a construé:ﬁo da primeira e segunda fita de cDNA utilizando kit
Time Saver cDNA synthesis kit da Amersham. O ¢cDNA foi
entdo ligado ao vetor lambda ZAP, gerando uma-biblioteca de
cDNA. Esta biblioteca na forma fago foi amplificada a seguir
utilizada para produzir uma biblioteca na forma de plasmideo
através de um processo de excisdo in vivo, conforme descrito no
manual do manufaturador (STRATAGENE).

A biblioteca na forma de plasmideo foi transformada
em bactérias SOLR. As colonias de bactérias foram crescidas
durante a noite a 37C em placas com meio LB e Ampicilina e no
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dia seguinte réplicas foram obtidas em membranas de
nitrocelulose e transferidas para placas LB/ampicilina contendo
IPTG para expressdo de proteinas durante 12 h a temperatura
ambiente.  As placas foram entdo borrifadas com solugdo

“de luciferina acida para a indugdo de bioluminescéncia. As

colonias brilhantes foram entdo selecionadas por fotodetecgdo
visual. ‘
A colbnia brilhante isolada foi repicada e entdo o plasmideo
extraido conforme técnicas descritas e submetido a
seqlienciamento do ¢cDNA para a luciferase de Macrolampis
sp2., conforme técnicas descritas.
CTCCCGGGCTGCCTGAATCGCGGCCGCTGTAACGCGCT
GGTACTATTGTAAAGATGGAAGACGAAAAAAACATAA
TACACGGCCCGGAGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGA
ACTGCCGGAGAGCAATTGCATAAGGCGATGAAAAGAT
ATGCCCTAGTTCCAGGAACGATTGCCTTTACGGATGCG
CATATCGAGGTAAATATCACGTACGCCGAATATTTTGA
AATGTCCTGTCGATTAGCCGAAGCTATGAANAGGTATG
GGCTTGGTTTAAAACACAGAATCGTTGTCTGCAGTGAA
AACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGTATTAGGCGCGTTA
TTTATTGGAGTTGCACTTGCGCCCGCAAATGACATTTAT
AACGAACGTGAATTGCTCAACAGTATGACCATTTCGCA
GCCCACCATAGTGTTCTGCTCCAAAAAGGGACTGCAAA
AGATTTTGAACGTACAAAAAAAATTACCCGTCATCCAA
AAAATTGTGATCATGGATTCCAAACCGGATTACCAAGG
GTTCCAGTCCATGTACACATTCATTGAGTCCCATTTACC
TCAAGGCTTTAATGAATATGACTTCGTACCGGATTCCTT
TGATCGTGATGCAACAATTGCACTTATAATGAACTCCT
CTGGATCTACTGGGTTACCTAAGGGCGTGGCGCTTCCG
CATAAAAATGCCTGTGTAAGATTCTCGCATGCCAGAGA
TCCTATTTATGGCAATCAAATCATTCCCGATACCGCTAT
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TTTAAGTGTGGTTCCGTTCCATCATGGTTTTGGAATGTT
CACAACCCTCGGATATCTGATATGCGGATTTCGTGTTAT
TTTGATGTACAGATTTGAAGAAGAGTTGTTTTTACGATG
TCTTCAGGATTACAAAATTCAAAGTGCGATATTAGTAC

CCACGCTATTTTCGTTTTTTGCCAAAAGTACTCTGATAG

ACAAATACGACTTGTCTAATTTGCACGACTCCCGGGCT
GCCTGAATCGCGGCCGCTGTAACGCGCTGGTACTATTG
TAAAGATGGAAGACGAAAAAAACATAATACACGGCCC
GGAGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAACTGCCGGAG
AGCAATTGCATAAGGCGATGAAAAGATATGCCCTAGTT
CCAGGAACGATTGCCTTTACGGATGCGCATATCGAGGT
AAATATCACGTACGCCGAATATTTTGAAATGTCCTGTC
GATTAGCCGAAGCTATGAANAGGTATGGGCTTGGTTTA
AAACACAGAATCGTTGTCTGCAGTGAAAACTCTCTTCA
ATTCTTTATGCCGGTATTAGGCGCGTTATTTATTGGAGT
TGCACTTGCGCCCGCAAATGACATTTATAACGAACGTG
AATTGCTCAACAGTATGACCATTTCGCAGCCCACCATA
GTGTTCTGCTCCAAAAAGGGACTGCAAAAGATTTTGAA
CGTACAAAAAAAATTACCCGTCATCCAAAAAATTGTGA
TCATGGATTCCAAACCGGATTACCAAGGGTTCCAGTCC
ATGTACACATTCATTGAGTCCCATTTACCTCAAGGCTTT
AATGAATATGACTTCGTACCGGATTCCTTTGATCGTGA
TGCAACAATTGCACTTATAATGAACTCCTCTGGATCTA
CTGGGTTACCTAAGGGCGTGGCGCTTCCGCATAAAAAT
GCCTGTGTAAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTA
TGGCAATCAAATCATTCCCGATACCGCTATTTTAAGTG
TGGTTCCGTTCCATCATGGTTTTGGAATGTTCACAACCC
TCGGATATCTGATATGCGGATTTCGTGTTATTTTGATGT
ACAGATTTGAAGAAGAGTTGTTTTTACGATGTCTTCAG
GATTACAAAATTCAAATGCGATATTAGTACCCACGCTA
TTTTCGTTTTTTGCCAAAAGTACTCTGATAGACAAATAC
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GACTTGTCTAATTTGCACGAAATTGCTTCTGGTGGCGC
GCCTCTATCAAAAGAAGTTGGAGAAGCGGTCGCAAAA
CGCTTTCATCTTCCAGGTATACGACAAGGATATGGGCT
CACCGAAACTACATCGGCTATACTCATTACACCGAAT
GGAGATGATAAGCCAGGCGCGGTCGGTAAAGTTGTTC
CATTTTTTTCTGCAAAAGTGGTGGACCTTGACACTGGG
AAAACGCTTGGCTGTAATCAAAGGGGTGAATTATGTG
TCAGAGGGCCTATGCTTATGCACAGCTACGTAAACAA
CCCGGAGGCGACAAGTGCTTTAATTGACAAGGATGGA
TGGTTACATTCTGGTGACATATCGTACTGGGATGAAG
ACGGCCACTTTTTCATAGTTGATCGTTTGAAGTCTTTA
ATTAAATACAAAGGCTATCAGGTACCCCCCGCCGAAT
TGGAATCGATACTGCTACAGCACCCCTGCATATTTGAT
GCGGGCGTGGCAGGCATTCCTGACGAAGATGCCGGAG
AACTTCCAGCCGCCGTGGTTGTTTTGGAGCAAGGAAA
AACATTGACGGAAAAAGAAATCATGGATTACGTGGCA
GGTATGGTGACAACAGCGAAACGGTTGCGCGTATTTG
TCGACGAAGTACCTAAAGGTCTAACCGGAAAACTCGA
CGCAAGAAAAATCAGGGAGATCCTCGTGAAGGCCAA
GATAGGCGGAAAGTCCAAATTATAAACTCTTGCTGTT
TCGAACGCTGACGAAATTTTTAGCTATTGTAATATTAT
ATGCAAATTGATGAATGGTAGAGGAAGCATTTAGGGA
ATTCATTATCGATATAGTTTTCAATTTTTCGGAGGAGT
TCATTGCACTGAACATTGGTAATTTTGTAATTGAGGGT
CACTGTGCTGTAATTTTCATTATGAGTGTTCTAACGAA
TAATAAAATTCAGGTATAGTTAAAAAGCGGCCGCGAA
O invento apresenta a seqiiéncia de aminoacidos da
luciferase de Macrolampis sp2, conforme técnicas descritas a
seguir.
MEDEKNITHGPEPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGT
IAFTDAHIEVNITYAEYFEMSCRLAEAMXRY GLGLKHRI
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VVCSENSLQFFMPVLGALFIGVALAPANDIYNERELLNSM
TISQPTIVFCSKKGLQKILNVQKKLPVIQKIVIMDSKPDYQ
GFQSMYTFIESHLPQGFNEYDFVPDSFDRDATIALIMNSSG
STGLPKGVALPHKNACVRFSHARDPIYGNQIIPDTAILSVV
PFHHGFGMFTTLGYLICGFRVILMYRFEEELFLRCLQDYKI
QSAILVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEV
GEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPNGDDKPGAVG
KVVPFFSAKVVDLDTGKTLGCNQRGELCVRGPMLMHSY
VNNPEATSALIDKDGWLHSGDISYWDEDGHFFIVDRLKSL
IKYKGYQVPPAELESILLQHPCIFDAGVAGIPDEDAGELPA
AVVVLEQGKTLTEKEIMDYVAGMVTTAKRLRGGVVFVD
EVPKGLTGKLDARKIREILVKAKIGGKSKL
Descri¢do dos Desenhos

Os exemplos que se seguem ilustram a invengdo em
malores detalhes.

A Fig. 1. mostra o efeito do pH e tampédo fosfato no
espectro de bioluminescéncia in vitro da luciferase de
Macrolampis: (a) Tris-HCI 0.1 M pH 8; (b) fosfato 0.1M pH 8§;
(c) fosfato 0.1 M pH 7 e (d) fosfato 0.1 MpH 6. .

A Figura 2 apresenta o efeito da temperatura nos
espectros de bioluminescéncia in vitro. (Painel direito) colonias
de bactérias E.coli SOLR transformadas com o plasmideo
pBluescript SK-Macroluc expressando a luciferase de
Macrolampis e  bioluminescéncia de  &romaticidade
termosensitiva quando expostas a
diferentes temperaturas apods a indugédo por IPTG e borrifamento
de luciferina (tampao citrato pH 5).

Por fim, a Figura 3, mostra a raz3o entre as
intensidades de luminescéncia em 620 nm e 540 nm em fung¢ido

do pH em diferentes luciferases pH-sensitivas.
A comparagdo das estruturas primarias de
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Macrolampis e Photinus pyralis associada a estudos
demutagénese sitio-dirigida revelou que a os residuos N354,
H310, E311 e Y227, constituem parte importante do sensor de
pH e temperatura (Viviani et al., 2005 no prelo). Estes dados
podem servir como base para a futura engenharia desta e outras
luciferases para produzir mutantes com diferentes sensibilidades
a mudangas de pH, fosfato e concentra¢es de cations de metais
divalentes pesados.

Caracteristicas do invento.

A luciferase de Macrolampis, uma vez expressa sob
condi¢gdes apropriadas em células de bactérias, extraida e
purificada, é cataliticamente ativa produzindo bioluminescéncia
em presenga de luciferina, ATP, magnésio e oxigénio. O espectro
de bioluminescéncia da luciferase € naturalmente bimodal em pH
8 e dpresenta sensibilidade pronunciada ao pH e outras condigoes
(Figura 3). A Fig. 4 mostra o efeito da temperatura no espectro de
bioluminescéncia desta luciferase. Os maximos de emissdo do
espectro de bioluminescéncia desta luciferase e algumas
propriedades sdo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1.
Propriedades espectrais da luciferase de Macrolampis e seus

mutantes.
Luciferase Amax (nm) )
[Half-Bandwidth]
pH 8 pH6
Macrolampis 569 [99] 606 [77]
C276S 569 [99] 606 [77]
N354E 558 [83] 606 [77]
H310A 564 [99] 607 [77]

H310R 573-579[105] 607 [69]
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E311A ) 600 611
Photinus pyralis 555 [74] 608 [62.5]
Cratomorphus distinctus 548 [71] 610 [95]

Método de expressao de luciferases e deteccao de
bioluminescéncia in vivo.

O plasmideo pBluescript contendo o ¢cDNA para a
luciferase de Macrolampis foi utilizado para transformar as
células E.coli X11-Blue (Stratagene), as quais foram cultivadas
em meio LB contendo ampicilina a 37°C durante a noite e entdo
induzidas a 25°C durante 6h em placas contendo meio LB/Amp
complementado com IPTG (Isopropiltiogalactosideo) 1 mM para
a expressdo de luciferase.

As colonias vivas expressando luciferases foram
entdo borrifadas com luciferina 1 mM em tampao citrato pH 5.0
para indugfo de bioluminescéncia in vivo. A bioluminescéncia
das colonias bacterianas induzidas pode ser detectada
visualmente, luminometricamente, com cimaras de fotodeteccio,
e em filmes fotograficos.

As luciferases também podem ser expressas nas
bactérias em culturas liquidas para posterior extragdo e
purifica¢do na forma ativa (produz bioluminescéncia na presenca
dos substratos MgATP, luciferina em meio aerébico) conforme
protocolos descritos (Viviani et al., 1999°b,c). Os espectros de
bioluminescéncia foram registrados em espectrofluorimetro Spex
Fluoromax conforme descrito (Viviani et al., 1999a).

Anailise qualitativa de mudancgas fisico-quimicas
intracelulares em funcdo dos espectros de bioluminescéncia
usando as luciferases de Macrolampis e¢ de outros
lampirideos.

At€ o momento as luciferases de lampirideos tem
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sido utilizadas unicamente para analises de intensidade de
luminescéncia. A quantificagdo de dois eventos simultaneos
regulados geneticamente, por exemplo, tem sido feita através da
utilizacdo de dois genes reporter de luciferases que emitem em

diferentes comprimentos de onda associados a diferentes

promotores (Wood; Nakajima et al., 2004).

Notavelmente, embora a sensibilidade ao pH e outros
fatores nas luciferases de lampirideos seja conhecida a um bom
tempo (Seliger, 1964), até o momento ndo se utilizou esta
propriedade dindmica para finalidades analiticas.

Existe uma relagdo quantificdvel entre a razdo das
intensidades de bioluminescéncia em 620 nm e 540 nm em
funcdo do pH (Fig. 5) e de outras variantes fisico-quimicas como
a concentracdo de certos cations de metais divalentes (mercurio,
zinco, cobre) . Esta razdo depende da luciferase (Viviani et al,,
2005 no prelo) e ela é mais alta quanto mais sensivel for a
luciferase, como no caso da luciferase do Macrolampis sp2.

Assim  sendo, utilizando equipamentos de
fotodetec¢do altamente sensiveis com filtros de corte, como o
luminémetro recentemente desenvolvido pela empresa ATTO
(Tékio, Japdo; http://www.atto.co.jp/englishtop.html) para
detec¢do simultinea da bioluminescéncia verde e vermelha das
luciferases do Phrixotrix em células vivas, pretendemos
introduzir a luciferase do Macrolampis como o primeiro gene
reporter dual para andlises simultdneas de intensidade de
luminescéncia (como mas ndo limitada a expreésﬁo génica,
quantificagdo de ATP) e variagdo espectral (em 620 e 540 nm)
em funcdo do pH e outras mudangas homeostaticas intracelulares
para finalidades bioanaliticas.

A patente incorpora caracteristicas inovatorias, por
estas vantagens reune as condi¢des necessarias para alcangar o
privilégio pleiteado.
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1. Luciferase de Microlampis SP, caracterizado

por seqiéncia de cDNA codificadora da Luciferase de
Macrolampis sp2.

2. Luciferase de Microlampis SP, de acordo com a
reivindicagdo 1, é caracterizado por gene repérter dual que
codifica uma proteina bioluminosa para uso em biosensores
simultdneos de expressdo génica e variagdes de intracelulares de
PH, com concentra¢cdes de Fosfato e Céations divalentes de
metais pesados.

3. O gene da luciferase do Macrolampis sp, de
acordo com a reivindicagdo 1, é caracterizado por gene reporter
para estudos de expressdo génica em células e tecidos.

4. A Luciferase de Macrolampis SP, de acordo
com a reivindicagdo 1, é caracterizado por seu uso para fins
bioanaliticos de detecgdo e quantificagio de ATP e contaminagio
microbiolégica de amostras vdrias, através da medida
luminométrica ou fotografica da bioluminescéncia.

5. A seqiiéncia de aminoacidos da Luciferase de
Macrolampis sp2 especificada e codificada pela seqiiéncia de
cDNA, de acordo com a reivindicagdo 1, é caracterizado por
seqiiéncias de aminoéacidos com identidade igual ou maior que
95% que contenham as substitui¢des Y227 e N354.

6.  Luciferase de Microlampis SP, de acordo com a
reivindicagdo 1, é caracterizado por ser cataliticamente ativa
produtora de bioluminescéncia amarela com espectro de
bioluminescéncia bimodal especificado na Fig. 1 e com as
propriedades citadas nas Figuras 1 e 2.

7. Luciferase de Microlampis SP, de acordo com
as reivindicagdes 1 e 3, é caracterizado por um método de
expressdo e deteccdo in vivo da luciferase de Macrolampis que
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possibilita ser expressa em sua forma cataliticamente ativa e
produtora de bioluminescéncia em células de bactérias,
leveduras, plantas, insetos, mamiferos, mas ndo limitadas a estas
ultimas.

8. O gene reporter dual baseado na luciferase de
Macrolampis sp2 e outras luciferases de lampirideos pH- :
sensitivas, € caracterizado pela a analise simultanea da expressdo
génica através da quantificacdo fotométrica/fotografica/Lumino-
métrica da bioluminescéncia e das variagdes intracelu-
lares/extracelulares de mudangas de pH, fosfato e concentragdo
de metais pesados divalentes (Hg+2,Zn+2, Cut+2) em fun¢édo da
razio de intensidades de luminescéncia em 620 e 540 nm.. Um
prototipo € o sistema E.coli SOLR/ plasmideo pBluescript SK-
Macroluc.

9.  Luciferase de Microlampis SP, de acordo com a
reivindicagdo 1, € caracterizado por um mutante produtor de luz
vermelha consistindo da seqii€éncia de aminoacidos da luciferase
de Macrolampis especificada e codificada pela seqiiéncia de
cDNA especificada no item 1, contendo a substituicdo E311A.

10. Luciferase de Macrolampis SP Luciferase de
Microlampis SP, de acordo com a reivindicagdo 1, ¢
caracterizado por ser Unica em sua seqii€ncia de DNA e de
aminoacidos apresenta propriedades espectrais diferenciais que a
tornam potencialmente 1til como gene reporter em biosensores
para mudangas fisico-quimicas intracelulares como mudangas de
pH e outras condi¢gdes homeostaticas, concentragdo de fosfato e
metais pesados, utilizando o parametro espectral além do
parametro de intensidade.
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FIGURA 02
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FIGURAO3
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RESUMO
Patente de Invenciao “LUCIFERASE DE MACROLAMPIS
SP COMO GENE REPORTER DUAL EM BIOSENSORES
SIMULTANEOS DE EXPRESSAO GENICA E
VARIACOES DE INTRACELULARES DE PH,

.CONCENTRACOES' DE FOSFATO E CATIONS

DIVALENTES DE METAIS PESADOS”.

Trata-se a presente inveng¢do de um produto da area
de biotecnologia constituido de Luciferase de Microlampis SP
recombinante apresenta espectro de bioluminescéncia bimodal e
sensibilidade elevada a mudancas de pH- e temperatura, como
gene repoérter dual que codifica uma proteina bioluminosa para
uso em biosensores simultdneos de expressdo génica e variagdes
de intracelulares de PH, com concentragdes de Fosfato e Cations
divalentes de metais pesados, e presenca de ATP e como
biosensor intracelular de mudancas de pH e outras condic¢des
homeostaticas.
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