AUALIDADES EM QUIMICA

Vadim R. Viviani e Etelvino J. H. Bechara

O premio Nobel de Quimica deste ano foi dado para Osamu Shimomura — por uma descoberta literalmente
brilhante para os campos da Biologia e Medicina: a Proteina Fluorescente Verde, também chamada GFP (Green
Fluorescent Protein) — e para Martin Chalfie e Roger Tsien pela aplicabilidade biotecnolégica e biomédica que
essa proteina assumiu nos anos seguintes.
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proteina fluorescente verde é

uma macromolécula que, me-

diante irradiagao com luz azul,
produz uma intensa fluorescéncia
verde. Ela foi isolada por Shimomura
(Figura 1) na década de 1960 a partir
de aguas-vivas bioluminescentes do
género Aequorea (Figura 2), coleta-
das na costa oeste dos EUA.

A bioluminescéncia é o processo
de emisséo de luz fria e visivel por
organismos vivos com funcao de
comunicacao bioldgica. Ela ocorre
principalmente no ambiente marinho,

Figura 1: Osamu Shimomura e a GFP
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Figura 2: A medusa Aequorea e 0 seu
sistema bioluminescente de transferéncia
de energia da luciferase aequorina para
a GFP.

em organismos como bactérias,
algas, celenterados (entre os quais
as aguas-vivas) e peixes, embora
também ocorra no ambiente terrestre
em organismos como vaga-lumes e
fungos. A produgao da luminescéncia
ocorre por meio de uma reacao qui-
mica altamente exotérmica em que a
oxidagao de uma molécula organica,
genericamente chamada de luciferi-
na, libera energia preferencialmente
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na forma de luz visivel. Essa reacéo
¢é catalisada por enzimas generica-
mente chamadas de luciferases. A
natureza quimica das luciferinas,
cofatores e a sequéncia e estrutura
destas variam de um grupo taxonémi-
co a outro, levando a conclusao que
a bioluminescéncia se originou varias
vezes e independentemente durante
a evolugao.

Luciferina + O,+ Luciferase —
[Luciferase-oxiluciferina]* + CO,

[Luciferase-Oxiluciferina]* + GFP —
[GFP]

[GFP]* — GFP + Luz verde

No caso das aguas-vivas do géne-
ro Aequorea, a bioluminescéncia é em
geral verde. Curiosamente, os primei-
ros estudos bioquimicos, que tenta-
vam caracterizar o sistema biolumines-
cente dessas aguas-vivas, mostraram
que a ruptura da estrutura celular das
lanternas resultava no isolamento de
uma luciferase e luciferina que produ-
ziam luz azul, em vez de verde como
observado no animal vivo. Havia um
terceiro componente que produzia
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luminescéncia verde. Foi essa obser-
vagao que levou Shimomura a isolar
a proteina fluorescente verde em 1962
no laboratério de Frank Johnson em
Princeton. Essa proteina, embora
nao seja luminescente por si s6, ao
ser irradiada com luz
visivel na faixa azul do
espectro, produzuma
luminescéncia verde
intensa, um processo
chamado de fluores-
céncia. Shimomura e
colegas verificaram
que, no sistema bio-
luminescente intacto das medusas,
quem transfere a energia para a GFP
€ a propria reacao bioluminescente
da luciferase e luciferina. Quando o
complexo luciferase-luciferina e a GFP
estao suficientemente proximos (Figu-
ra 2), a energia de excitagdo do com-
plexo luciferase-oxiluciferina excitada
¢ eficientemente transferida para a
GFP que fluoresce na regiao do verde.
Essa modalidade de transferéncia de
energia € chamada de transferéncia
por ressonancia e depende da proxi-
midade e sobreposigao dos espectros
de emissao do doador de energia (0
complexo luciferase-oxiluciferina ex-
citada) e de absor¢ao do aceptor de
energia (a GFP).

Shimomura e colegas purificaram
a GFP a partir de dezenas de milhares
de aguas-vivas coletadas na costa
oeste dos Estados Unidos. Eles veri-
ficaram que se trata de uma pequena
proteina de 27.000 Da. Em seguida,
a GFP foi caracterizada quanto as
suas propriedades fisico-quimicas. O
fluoréforo que produz a fluorescéncia
verde da GFP ¢ constituido pelos pro-
prios residuos de aminoacidos dessa
proteina, que sofreram um processo
de oxidagao e ciclizagao, dando ori-
gem a uma estrutura
altamente fluores-
cente, que foi de-
terminada em 1979.
Em 1992, o gene que
codifica essa pro-
teina foi clonado a
partir de aguas-vivas
por Douglas Prasher.
Logo em seguida, M. Chalfie e cole-
gas inseriram e expressaram o gene
da GFP em bactérias Escherichia coli
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A proteina fluorescente
verde (GFP) ¢ uma
macromolécula que,
mediante irradiacdo com
luz azul, produz uma
intensa fluorescéncia verde.

A bioluminescéncia ¢ o
processo de emissao
de luz fria e visivel por
organismos vivos com
funcao de comunicacao
bioldgica.

e vermes Chaenorabditis elegans,
demonstrando que o gene dessa
proteina pode ser utilizado para fazer
marcacao fluorescente da expressao
génica em diferentes organismos.
Desde entéo, a GFP tem sido produ-
zida em larga escala
por engenharia ge-
nética e vem sendo
empregada como
importante marcador
de expressao génica
em células, tecidos e
organismos inteiros.
A GFP foi cristaliza-
da e sua estrutura tridimensional foi
determinada por difragao de raios
X. Ela tem uma estrutura tridimen-
sional Unica, formada por folhas
B, dispostas na forma de um Barril
(Figura 2), nome que deu origem
ao nome de estrutura tipo Barril B.
Mais recentemente (1998), R. Tsien e
seus colaboradores
produziram, por en-
genharia genética,
varias formas mu-
tantes que produzem
diferentes cores de
fluorescéncia como
amarelo, laranja e
vermelho, ampliando
consideravelmente
os horizontes de apli-
cagOes bioanaliticas dessas protei-
nas fluorescentes. Assim, M. Chalfie
e R. Tsien, os outros dois laureados
do prémio Nobel, foram os principais
responsaveis por popularizarem a
aplicabilidade da GFP em diferentes
campos de pesquisa.

Devido as suas propriedades de
fluorescéncia, o gene da GFP logo se
tornou um importante marcador de ex-
pressao génica em diferentes células
e tecidos (Figura 3). Genes que con-
ferem uma marcagao
especifica as células
sdo chamados de
genes reporter. Exis-
tem alguns tipos de
genes reporter que
conferem marcacao
como coloragao, re-
acao enzimaticas, lu-
minescéncia. Entretanto, a GFP e suas
parceiras de bioluminescéncia, as luci-
ferases, por produzirem luminescéncia
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Além dos estudos
com a GFP. Shimomura
investigou mecanismo

de bioluminescéncia
de variados sistemas
bioluminescentes, incluindo
fungos, moluscos e vaga-
lumes.

que é um sinal facilmente detectado
e quantificado tanto visualmente
quanto por técnicas de fotometria,
logo se tornaram os genes reporter
mais utilizados em diversas areas
da pesquisa biolégica, biomédica e
biotecnoldgica.

Figura 3: Camundongo transgénico fluo-
rescente expressando GFP

Pode-se marcar, por exemplo, cé-
lulas cancerigenas com GFP e rastrear
pela fluorescéncia o
processo de metas-
tatizagdo do céncer
em modelos animais,
auxiliando na selecao
de novas drogas e
agentes terapéuticos
(Figura 4). Por meio
do mesmo principio,
podem-se marcar
virus, bactérias e fun-
gos patogénicos, e rastrear infeccoes
em modelos animais e plantas, auxi-
liando no desenvolvimento de novas
terapias e na bioprospegao de novos
medicamentos para essas patologias.
Pode-se investigar o comportamento
de células do sistema imune como
macrofagos e leucocitos durante
processos de infecgdo e inflamacao.
Podem-se marcar tecidos, embrides
e células-tronco durante processos
de desenvolvimento embrionario, re-
constituicao e transplante de tecidos
e 6rgaos. Também se utiliza a GFP e
seus derivados para marcar elemen-
tos regulatérios da expresséo génica
(promotores) que controlam os ritmos
circadianos de células e organismos,
sinalizando toda vez que um deter-
minado evento génico ¢é ativado nas
células. Assim, a GFP e as luciferases
contribufram no nascimento de um
novo campo de investigagao biomédi-
ca: a biofoténica de baixa intensidade,
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que usa marcadores moleculares
fluorescentes e bioluminescentes para
imagear, em tempo real, processos
biolbgicos e patolégicos em nivel
molecular e celular em organismos
vivos. Nenhuma outra técnica utilizada
até agora consegue detectar tais pro-
cessos biolégicos e patoldgicos em
tempo real com tanta sensibilidade.
Atualmente existem equipamentos
de bioimageamento como camaras
de fotodetecgao ultra-sensiveis e mi-
croscopios de bioluminescéncia que
foram desenvolvidos especificamente
paraimagear processos “iluminados”
pela GFP e luciferases.

Figura 4: Visualizagao de tumor marcado
com uma variante vermelha da GFP: uma
aplicagao biofotdnica de proteinas biolu-
minescentes como GFP e luciferases.

Shimomura nasceu na prefeitura
de Kyoto em 1928. Cresceu no de-
vastado Japao dos anos pos-guerra,
chegando a perder a visao tempo-
rariamente por causa da explosao
atémica de Nagasaki. Graduou-se em
Quimica pela Univer-
sidade de Nagasaki
em 1951. Em 1960,
obteve seu doutorado
pela Universidade de
Nagoya, trabalhando
com a purificagao da
luciferina do crusta-
ceo bioluminescente
Cypridina que ocorre
nos mares do Japao.
Seu trabalho com a
bioluminescéncia da
Cypridina chamou

Embora Shimomura
ndo tivesse idéia da
aplicabilidade que a GFP
assumiria, seus estudos
com essa proteina foram
o ponto de partida
gue abriu o horizonte
para uma variada
gama de importantes
aplicacoes biomédicas e
biotecnoldgicas.

a atengao de Frank
Johnson da Univer-
sidade de Princeton,
que o convidou para
trabalhar com o siste-
ma bioluminescente
de aguas-vivas, es-
tudos esses que o
levaram a descoberta
da aequorina, uma luciferase, e em
seguida da GFP.

Além dos estudos com a GFP,
Shimomura investigou mecanismo
de bioluminescéncia de variados
sistemas bioluminescentes, incluindo
fungos, moluscos e vaga-lumes. Uma
de suas contribui¢oes cientificas mais
importantes foi para o campo da qui-
mica da bioluminescéncia, elucidando
a participagao de intermediarios dio-
xetanénicos (Perdxidos ciclicos) nas
reagOes bioluminescentes, inclusive
aquela de vaga-lumes. Esse trabalho
foi apresentado, a convite de Giuse-
ppe Cilento (1923-1994; 1Q-USP), no
International Conference of Chemi- and
Bioenergized Processes, um evento
realizado no Guaruja (SP) em 1978
que reuniu importantes pesquisadores
da area, incluindo pesquisadores bra-
sileiros. Em 2004, foi homenageado
em Yokohama (Japé&o) pela Sociedade
Internacional de Bioluminescéncia e
Quimioluminescéncia pela descoberta
da GFP. Recentemente, langou o livro
Bioluminescence: chemical principles,
sumarizando a quimica dos principais
sistemas bioluminescentes investiga-
dos. Shimomura € professor emérito
da Boston University Medical School
(Boston) e do Marine
Biological Labora-
tory em Woods Hole,
Massachussets. Vive
com a esposa Akemi
Shimomura, também
pesquisadora, em
Woods Hole, onde
continua seus estu-
dos com o sistema
bioluminescente da
lula-vaga-lume (Ho-
taru-ika), que ocorre
nos mares do Japao,

Devido as suas
propriedades de
fluorescéncia, o gene da
GFP logo se tornou um
importante marcador
de expressao génica em
diferentes células e tecidos.

em laboratério pro-
prio montado em sua
residéncia.

O trabalho de Shi-
momura é um caso
classico que mostra
aimportancia da pes-
quisa basica, movida
pela pura curiosida-
de, para a humanidade. Homem re-
servado de poucas palavras e muita
persisténcia, trabalhou na maior parte
de sua carreira com recursos limitados
em laboratdrios relativamente simples.
Embora Shimomura nao tivesse idéia
da aplicabilidade que a GFP assumiria,
seus estudos com essa proteina foram
o ponto de partida que abriu o horizonte
para uma variada gama de importantes
aplicagdes biomédicas e biotecnolo-
gicas. Certamente a humanidade nao
usufruiria dos beneficios dessa proteina
brilhante se ndo houvesse a curiosida-
de e o fascinio desse cientista pelos
mecanismos de bioluminescéncia.
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Abstract: A Nobel Prize fora Bright Protein. This year, the Nobel Prize was awarded to Osamu Shimomura-for the discovery of a truly bright protein, the Green Fluorescent Protein or GFP- and to

Martin Chalfie and Roger Tsien for the biomedical and biotechnological applicability that this protein assumed in the following years.
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