
8 Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - nº 37

PesquisaESTRUTURA, FUNÇÃO E APLICAÇÃO EM BIOANÁLISE E BIOIMAGEAMENTO

I. INTRODUÇÃO

 bioluminescência é a emis-
são de luz fria e visível por
organismos vivos. Ela ocor-
re entre as bactérias, fun-
gos, algas, celenterados,

moluscos, artrópodes, anelídeos, equi-
nodermas e peixes; (Herring, 1987). A
bioluminescência é um tipo especial de
quimioluminescência, biologicamente
funcional, catalizada por enzimas, re-
sultante de oxidações altamente exer-

gônicas nas quais a energia é liberada
preferencialmente na forma de luz.
Qualquer célula viva produz quimiolu-
minescência ultrafraca, como subpro-
duto do metabolismo oxidativo, aparen-
temente sem função biológica (Lee,
1989). Na bioluminescência a emissão
de luz é visível, assumindo importantes
funções comunicativas intra- e inter-es-
pecíficas, dentre as quais destacam-se
a atração sexual, defesa, camuflagem e
atração de presas.  Basicamente uma
reação bioluminescente envolve a oxi-
dação por oxigênio de compostos ge-
nericamente conhecidos por luciferinas.
Estas reações são catalisadas por enzi-
mas denominadas de luciferases. O sis-
tema bioluminescente de fungos é o
único no qual a luminescência aparen-
temente não é catalisada por enzimas
(Wilson and Hastings, 1998). Durante a
oxigenação das luciferinas, são forma-
dos intermediários peroxídicos altamente
instáveis e ricos em energia, cuja cliva-
gem térmica gera produtos carbonílicos,
um dos quais no estado excitado sin-
glete que se desativa emitindo fluores-
cência (Wilson, 1995). Os rendimentos
quânticos de bioluminescência (núme-
ro de fótons emitidos por molécula de
luciferina oxidada) são em geral eleva-
dos devido aos sítios ativos das lucife-
rases que catalisam eficientemente a oxi-
dação das luciferinas e fornecem mi-
croambientes altamente protetivos para
o produto excitado, evitando que este
se desative por outros processos não-
radiativos As luciferases constituem
portanto casos especiais de oxigenases
otimizadas para a emissão de luz.

Luciferina + O
2
 →→→→→ Intermediário

peroxídico →→→→→Oxiluciferina*s →→→→→Oxi-
luciferina + hννννν

Biodiversidade de insetos
bioluminescentes.

A bioluminescência ocorre predominan-
temente no ambiente marinho. No am-
biente terrestre, a bioluminescência é
encontrada pincipalmente na classe dos
insetos, que é a mais rica em espécies
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Figura 1. Besouros
bioluminescentes da fauna
brasileira: (A) vagalume
lampirídeo; (B) larva trenzinho
(Phengodidae) e (C) vagalume
elaterídeo (Fotos V.Viviani)
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bioluminescentes. A bioluminescência
é encontrada em ca de 2000 espécies
nas ordens Diptera, Collembola e prin-
cipalmente Coleoptera (Lloyd, 1983). Na
ordem Collembola foram descritas es-
pécies luminescentes nos generos Li-
pura e Neanura, entretanto as funções
biológicas e a natureza química da bi-
oluminescência permanecem comple-
tamente obscuras (Harvey, 1952). Os ful-
gorídeos, da ordem Homoptera, também
foram incluídos, entretanto a presença
de luminescência própria neste grupo
ainda é incerta (Lloyd,1978). Recente-
mente espécies luminescentes form des-
critas em Blattodea (Zompro and Frit-
zsche, 1999).
Entre os coleópteros, a superfamília Ela-
teroidea inclue as principais famílias de
insetos luminescentes (Lawrence and
Newton, 1995): Lampyridae, Phengodi-
dae, Homalisidae, Telegeusidae, Elate-
ridae. As famílias mais numerosas em
espécies luminescentes são Lampyridae,
Elateridae e Phengodidae (Lloyd, 1978)
(Fig.1). Foram descobertas também es-
pécies bioluminescentes na família Sta-
phylinidae (Costa et al., 1986).
Lampyridae. A família Lampyridae in-
clue os vagalumes propriamente cha-
mados, comca de 1800 espécies des-
critas no mundo e possivelmente o
mesmo número ainda para ser descrito
na região Neotropical (Lloyd, 1971). Os
lampirídeos são coletivamente conhe-
cidos por vagalumes e na fase adulta
emitem luz pela região ventral dos últi-
mos segmentos abdominais por meio
de lampejos para finalidade de atração
sexual (Lloyd, 1978). As larvas também
são luminescentes. A função da lumi-
nescência na fase larval é ainda con-
trovertida, possivelmente estando asso-
ciada a defesa (aposematismo, alarme
e distração; Sivinsky, 1981).
Elateridae. A família dos elaterídeos in-
clui ca de 9000 espécies descritas, das
quais apenas ca de 200, pertencentes
as subfamílias Agrypinae e Campyloxe-
ninae possuem espécies luminescentes
(Costa et al., 1988). Na fase adulta as
lanternas estão localizadas na forma de
duas vesículas ovaladas sobre o protó-
rax que emitem luz contínua na região
do verde, e uma lanterna abdominal
que é ativada somente durante o vôo,
que também emite luz contínua, mas
em geral de cromaticidade deslocada
para o vermelho em relação as lanter-
nas torácicas (Bechara, 1988). A lumi-
nescência nesta família também está
associada com a atração sexual, entre-
tanto o sistema de comunicação é apa-
rentemente mais simples do que nos
lampirídeos (Lloyd, 1971), mas perma-
nece pouco estudado. As lanternas to-
rácicas tambem podem ter importante
função defensiva.

Phengodidae. Os fengodídeos consti-
tuem uma família pequena, com ca de
170 especies descritas, a maioria se não
todas luminescente. No Brasil foram
descritas 50 espécies dentro da subfa-
mília Phengodinae, a maioria dentro da
tribo Mastinocerini, mas um número
maior de espécies ainda está para ser
descrito. Anteriormente descobrimos 3
espécies novas de fengodideos (Witt-
mer, 1993, 1996) na região Central do
Brasil. Nesta última tribo os machos
adultos possuem luminescência na for-
ma de lanternas puntiformes laterais nos
segmentos abdominais e torácicos, en-
quanto que as fêmeas e larvas possu-
em pares de lanternas puntiformes la-
terais ao longo do corpo inteiro, e uma
ou duas lanternas cefálicas que emitem
luz na faixa do verde-amarelado ao ver-
melho (Viviani and Bechara, 1993, 1997)
(Fig. 1). A larva trenzinho de Phrixotrix,
além de apresentar lanternas verde ao
longo do corpo, são as únicas a apre-
sentarem bioluminescência vermelha.

A Bioquímica da
bioluminescência dos vagalumes

O sistema luciferina-luciferase de cole-
ópteros é um dos sistemas biolumines-
centes mais conhecidos. A primeira lu-
ciferina e luciferase de insetos a serem
purificadas foram as do lampirídeo nor-
te-americano Photinus pyralis (Green &
McElroy, 1956; Bitler & McElroy, 1957).
O progresso alcançado na elucidação
das propriedades do sistema luciferina-
luciferase de coleópteros se deve prin-
cipalmente ao estudo do sistema desta
espécie, abundante nos EUA. A lucife-
rina de lampirídeos é um composto
benzotiazólico (Fig. 2) de peso mole-
cular 280 Da. Foi sintetizada pela pri-
meira vez por White e colaboradores
(1961, 1963), juntamente com a desidro-
luciferina (Fig. 2), seu produto de au-
tooxidação. As luciferinas de outras es-

pécies de lampirídeos, bem como as
dos elaterídeos (Colepicolo et al., 1986)
e fengodídeos (Viviani and Bechara,
1993) são essencialmente idênticas.
A luciferase de vagalumes catalisa a
oxidação da luciferina por oxigênio, ati-
vada por MgATP. São enzimas bifunci-
onais. Na primeira etapa da catálise en-
zimática, a luciferase atua como ade-
nil-transferase, adenilando a luciferina
a partir de ATP e liberando pirofosfato
(Fig.3). Esta etapa é essencialmente se-
melhante a reação de ativação de áci-
dos graxos e outros ácidos carboxíli-
cos aromáticos catalizado pelas acyl
CoA:sintetases (DeLuca and McElroy,
1978), com as quais compartilham ele-
vado grau de homologia (Wood, 1995).
Em seguida a luciferase atua como oxi-
genase, removendo o próton do carbo-
no alfa a carbonila, tornando-o susce-
tível ao ataque por oxigênio molecular,
com a produção do intermediário dio-
xetanônico (Fig.4; Wannalund, 1978),
cuja clivagem produz dióxido de car-
bono e oxiluciferina excitada. De acor-
do com DeLuca & McElroy (1974), a
abstração do próton 4 do anel tiazínico
constitui a etapa limitante da reação
catalisada pela luciferase.

Origem dos sistemas bioluminescen-
tes de insetos. Uma das questões mais
intrigantes concernentes a biolumines-
cência  é como este processo pode ter
se originado ao longo da evolução.
Embora o mecanismo básico de toda a
bioluminescência envolva a oxigenação
de uma luciferina gerando um interme-
diário peroxídico, a natureza química
das luciferinas, luciferases e cofatores
participantes difere consideravelmente
de um grupo de seres vivos para outro,
o que levou desde cedo à conclusão
de que a bioluminescência possa ter se
originado muitas vezes independente-
mente no decorrer da evolução (Seli-

Figura 2. Luciferina e seus produtos de oxidação
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ger & McElroy, 1965; Hastings,
1995). Em insetos, dados mor-
fológicos e bioquímicos suge-
rem que pelo menos três siste-
mas diferentes (um em cole-
ópteros e dois em dípteros)
são encontrados (Viviani,
2002). Entretanto, a falta de es-
tudos sobre outros grupos,
sugere a existência de novos
sistemas.
A origem e possível função pri-
mitiva da luciferina permane-
cem obscuras. Estudos de mar-
cação isotópica sugerem que
a luciferina se origina da fu-
são do amino-ácido cisteína
com benzoquinonas. Compos-
tos benzotiazólicos são comuns
em pigmentos (Wood, 1995). A
luciferina de besouros foi en-
contrada unicamente em espé-
cies luminescentes, não haven-
do indícios em espécies não-
luminescentes de famílias filogeneticamen-
te próximas como Cantarídae (Viviani, tese
de doutorado). Foi sugerido que a lucife-
rina de coleópteros poderia originalmen-
te ter papel antioxidante. Entretanto, a
ocorrência limitada a apenas espécies lu-
minescentes argumenta contra esta possi-
bilidade. É possível que a luciferina pos-
sa originalmente ter sido um intermediá-
rio da biossíntese de pigmentos (Viviani,
2008 no prelo).

AS LUCIFERASES DE
COLEÓPTEROS

As luciferases de vagalumes são monô-
meros cataliticamente ativos de ca 60 kDa
(DeWet et al., 1985). A ca de 20 anos o
cDNA para a luciferase do vagalume ame-
ricano Photinus pyralis foi clonado, se-
quênciado e a estrutura primaria da pro-
teína foi deduzida (DeWet et al., 1985). O
cDNA da luciferase de Photinus pyralis é
um fragmento de ca 1.6 kb que codifica
um polipeptídeo de 550 resíduos de ami-
noácidos. A luciferase possui uma sequ-
ência sinalizadora Ser-Lys-Leu que a diri-
ge após a tradução para peroxissomas, as
organelas às quais está associada nos fo-
tócitos (Gould et al., 1967). Desde então,
os cDNAs que codificam uma variedade
de luciferases, a maioria oriundos da fa-
mília Lampyridae (Tatsumi et al., 1989;
Kajiyama & Nakano, 1991; Devine et al.,
1993; Sala-Newby et al., 1993; Ohmiya et
al., 1995; Liu et al., 1996) foram clonados
e sequênciados. As luciferases de lampi-
rídeos são polipeptídeos de 546-550 resí-
duos, apresentam propriedades semelhan-
tes e preservam entre sí de 67 a 94% de
identidade a nível de estrutura primária
(Wood, 1995). As luciferases de elateríde-
os são polipeptídeos de 542-543 resíduos
e compartilham entre 82-99% identidade

entre sí (Wood, et al., 1989; Viviani et
al., 1999b). Nosso grupo clonou e  de-
terminou as sequências das luciferases
de 3 fengodideos (Viviani et al., 1999a;
Ohmiya et al., 2000) (Fig.4, 5) e de um
elaterídeo (Viviani et al., 1999b) que
emitem na faixa do verde ao vermelho.
As luciferases de fengodídeos são poli-
peptídeos de 543-546 resíduos, apresen-
tam 56-71% de identidade entre sí (Gru-
ber et al., 1996; Viviani et al., 1999a;
Ohmiya et al., 2000) e 46-50% de iden-
tidade com as demais luciferases de lam-
pirídeos e elaterídeos.
A analogia entre as reações de adenila-
ção das luciferases de coleópteros e
aminoacyl-tRNA sintetases e acylCoA
sintetases foi  desde cedo reconhecida
(DeLuca and McElroy, 1968). Com o
advento da biologia molecular desco-
briu-se que muitas as acyl CoA sinteta-
ses e outras ligases são homólogas às
luciferases.

Estrutura tridimensional da
luciferase de vagalumes

A estrutura tridimensional da luciferase
de Photinus pyralis foi originalmente re-
solvida por cristalografia de raios X na
ausência dos substratos, mostrando uma
grande domínio N-terminal e uma pe-
queno domínio C-terminal que prova-
velmente se aproximam para envolver
os substratos durante a catálise (Fig. 6)
(Conti et al., 1996). A determinação da
estrutura tridimensional de outras AMP-
ligases mostrou que o domínio C-ter-
minal pode assumir diferentes graus de
rotação em relação ao domínio N-ter-
minal dependendo da enzima (May et
al., 2002; Gulick et al., 2003). Evidênci-
as sugerem que os dois domínios assu-
mem uma conformação similar em di-

ferentes enzimas durante a
etapa de adenilação, ao pas-
so que nas etapas subse-
quentes os dois domínios po-
dem apresentar diferentes
graus de rotação dependen-
do da enzima (Gulick et al.,
2003). Mais recentemente, a
estrutura cristalográfica da lu-
ciferase do lampirídeo japo-
nês, Lucíola cruciata, foi re-
solvida na presença do aná-
logo DLSA e dos produtos
oxiluciferina e AMP, mostran-
do algumas diferenças com
os modelos propostos
(Nakatsu et al., 2006) (Fig.6).

O sítio-ativo. O sítio ativo está
localizado num bolsão no in-
terior do domínio N-terminal,
que faz face para o domínio
C-terminal, sendo que vários
resíduos conservados se en-

contram nas interfaces destes dois do-
mínios. Estudos de comparação de se-
quencias, modelagem e mutagênese sí-
tio-dirigida mostraram as regiões e resí-
duos do sítio de ligação do ATP(Conti
et al., 1997; Franks et al., 1998; Branchi-
ni et al., 1998; Sandalova e Ugarova,
1999). Os módulos I [(198SSGSTGL-
PKG207), II (340YGLTE344) e III
(418LHSGD422)] são particularmente
conservados nestas enzimas, sugerin-
do que estejam envolvidos com a fun-
ção de ligação de ATP e de adenilação
(Morozov and Ugarova, 1997). O mo-
dulo I, consiste em um loop altamente
flexível que separa o sítio de ligação
do ATP do sítio de ligação para o subs-
trato carboxílico (May et al., 2002), que
é variável, e está envolvido com a libe-
ração de pirofosfato durante a adenila-
ção. Em algumas ligases os resíduos que
correspondem à Gly315 e à Arg437 nas
luciferases de vagalumes podem estar
envolvidos com a adenilação. O resí-
duo conservado Lys 529 é importante
para o posicionamento e estabilização
do grupo carboxila da luciferina e dos
fosfatos do ATP nas luciferases (Bran-
chini et al., 2000).
Foi especulada também a existência de
um sítio de ligação para Coenzima A
(CoA) na luciferase, visto que a muito
tempo é sabido que o CoA afeta a ci-
nética da reação bioluminescente
(Wood, 1995). Estudos recentes mostram
que a CoA é importante para remoção
dos inibidores L-luciferina e desidrolu-
ciferina, e também no processo de epi-
merização da L-luciferina em D-lucife-
rina, o substrato real da bioluminescên-
cia. Na estrutura tridimensional da acyl
CoA sintetase, a CoA aparece localiza-
da na superfície da proteína entre os
domínios N e C-terminal, com a porção

Figura 3. Mecanismo
enzimático da
bioluminescência
catalisado pelas
luciferases de
vagalumes
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fosfopanteteina posicionada pró-
xima ao sítio de ligação do AMP
(Gulick et al., 2003). Evidências
sugerem que a ligação da CoA
promova a rotação do domínio
C-terminal.
Estudos de modelagem (Branchi-
ni et al., 1998; Sandalova e Uga-
rova, 1999), mutagênese sítio-di-
rigida e mais recentemente a re-
solução da estrutura tridimensio-
nal da luciferase na presença do
análogo DLSA revelou a identi-
dade dos resíduos do sítio de li-
gação da luciferina (Fig.6). A fo-
tooxidação com um análogo de
luciferina e estudos de mutagê-
nese mostraram que o peptídeo
244HHFG245 está em proximida-
de da luciferina (Branchini et al.,
1997). Evidências indiretas tam-
bém foram obtidas baseadas nas
estruturas tridimensionais da fe-
nilalanina sintetase com ATP e fe-
nilalanina (Conti et al., 1997) e da
luciferase de Photinus pyralis em
presença do inibidor competiti-
vo da luciferina, bromofórmio
(Franks et al., 1998). Baseados
nestas informações dois mode-
los de sítio ativo foram propos-
tos. Estes modelos em geral con-
cordam entre sí, embora algumas
diferenças importantes sejam evi-
dentes. De acordo com um dos
modelos, o resíduo Arg218 é apa-
rentemente importante para a es-
tabilização do fenolato da luci-
ferina (Branchini et al., 1998), en-
quanto que no outro modelo, o
resíduo Arg337 está mais próxi-
mo do fenolato para fazer esta intera-
ção (Sandalova e Ugarova, 1999). A re-
solução da estrutura tridimensional da
luciferase de Lucíola cruciata na pre-
sença de DLSA e de oxilucifeina com
AMP mostrou que a isoleucina 288 está
próxima do grupo fenolato do anel ben-
zotiazólico, criando um microambiente
hidrofóbico e rígido, apropriado para a
emissão de luz verde (Nakatsu et al.,
2006).

Determinantes estruturais dos
espectros de bioluminescência

A variedade de cores da biolumines-
cência encontrada nos besouros é atri-
buível essencialmente às diferentes lu-
ciferases, desde que as luciferinas são
idênticas nas três famílias. As lucifera-
ses de coleópteros elateroides dividem-
se em dois grupos de acordo com a
sensibilidade espectral ao pH (Viviani
and Bechara, 1995): (I) as luciferases
pH-sensitivas que incluem as lucifera-
ses de lampirídeos, sofrem deslocamen-
to batocrômico mediante abaixamento

de pH, aumento de temperatura e con-
centração de cátions (Seliger and McEl-
roy, 1964) e (II) luciferases pH-insensi-
tivas que incluem as luciferases de fen-
godídeos e elaterídeos, que não sofrem
deslocamento batocrômico mediante di-
minuição do pH, aumento da concen-
tração de cátions de metais pesados di-
valentes ou aumento de temperatura (Vi-
viani and Bechara, 1995).
Mecanismos de modulação de cores
de bioluminescência. Em princípio as
cores da bioluminescência são gover-
nadas a nível de sítio ativo das lucifera-
ses por tres fatores estruturais (Fig. 7):
(1) efeitos não-específicos como pola-
ridade (DeLuca, 1969) e polarização ori-
entada do sítio ativo (Ugarova, 2000),
determinada pela natureza dos resídu-
os que o compõem; (2) efeitos especí-
ficos de interação de resíduos ácido-
básicos no sítio ativo das luciferases
com a oxiluciferina (White & Branchi-
ni, 1975). O processo de tautomeriza-
ção da oxiluciferina excitada na presen-
ça de resíduos básicos foi originalmen-
te proposto (a forma cetônica emite luz

vermelha e a forma enólica emite
luz verde-amarela), entretanto, re-
centemente experimentos com o
adenilato do 5,5 dimetil-análogo
da luciferina mostraram que a for-
ma cetônica pode emitir tanto luz
verde-amarela como vermelha, tor-
nando a hipótese da tautomeri-
zação improvável (Branchini et
al., 2002); (3) a rotação dos anéis
tiazínicos da oxiluciferina em tor-
no da ligação C

2
-C

2
', que está em

função da geometria do sítio ati-
vo (McCapra et al.,1994) (Fig.6).
Mais recentemente foi proposto
que a delocalização de cargas na
forma ceto-aniônica constitue fa-
tor determinante para os espec-
tros de bioluminescência (Bran-
chini et al., 2004). Estudos teóri-
cos apoiam parcialmente esta úl-
tima hipótese, sugerindo que o
controle exercido pelo microam-
biente da luciferase no grau de
polarização dos grupos fenolato
e ceto-enol determina os espec-
tros de bioluminescência (Orlova
et al., 2004). Através de deconvo-
lução espectral, Ugarova e col.
(2005) sugeriu a existência de três
espécies emissoras que contribui-
riam nos espectros de biolumines-
cência das luciferases de lampirí-
deos: (ceto-fenolato) que emitiria
luz vermelha; (enol/fenolato)
emissor de luz laranja e (enola-
to/fenolato) o emissor de luz ver-
de. Estudos com a quimiolumines-
cência de adenilato de luciferina
em meio aquoso e na presença
de soroalbumina bovina sugerem

que a bioluminescência vermelha re-
quer um microambiente menos estru-
turado que a bioluminescência verde
(Viviani e Ohmiya, 2006).

As luciferases de lampirídeos. A mai-
oria dos estudos de estrutura e função
tem utilizado principalmente as lucife-
rases de lampirídeos. A construção de
quimeras entre as luciferases de lampi-
rídeos revelou que a região entre os
resíduos 209-318 é determinante das
cores nas luciferases de lampirídeos
(Ohmiya et al., 1986). Entretanto, a mu-
tação de vários resíduos isolados ao lon-
go da estrutura primária das luciferases
de lampírideos afeta drasticamente a cor
da bioluminescência, em geral resultan-
do em mutantes vermelhos (Kajiyama
& Nakano, 1991). A mutação de vários
resíduos conservados do sítio-ativo,
entre os quais R218, H245, T343, tam-
bém teve efeitos dramáticos nos espec-
tros de bioluminescência das lucifera-
ses de lampirídeos (Branchini et al.,
1998,2000, 2003).
As luciferases pH-insensitivas. As lu-

Figura 4. (Painel superior) Larva trenzinho
Phrixotrix hirtus, (Painel inferior) colônias de
bactérias E. Coli tornadas bioluminescentes
após transformação com plasmídeos contendo
os cDNAs clonados das luciferases emissoras
de luz verde e vermelha de Phrixotrix.
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ciferases de elaterídeos e fengodídeos
são muito menos propensas a mudan-
ças de cor mediante mutações. Poucas
mutações afetam os espectros de emis-
são das luciferases emissoras de luz
verde, e um número muito menor tem
um efeito dramático. A construção de
quimeras com as isoenzimas do elate-
rídeo Pyrophorus plagiophthalamus su-
gere que a região entre os resíduos 220-
247 deve ter papel determinante para a
cor da bioluminescência nas lucifera-
ses de elaterideos (Wood et al., 1990).
Estudos de mutagênese sítio-dirigida da
luciferase de Pyrearinus termitillumi-
nans mostram que o espectro desta lu-
ciferase é mais resistente a mudanças
estruturais do que as luciferases de fen-
godídeos, embora ambas sejam pH-in-
sensitivas (Viviani et al., 2001, 2002).
As luciferases de fengodídeos. Nas lu-
ciferases de fengodídeos emissoras de
luz verde, poucas mutações tiveram efei-
to dramático no espectro. A constru-
ção de quiméras com as luciferases
emissoras de luz verde e vermelha su-
gere que a conformação da região en-
tre os residuos 220 e 344 tem importan-
te influência na cor da bioluminescên-
cia em fengodídeos (Viviani and Oh-
miya, 2000). Identificamos Arg215 como
um resíduo importante para a emissão
de luz verde. Entretanto ainda não está
claro se o papel deste resíduo está rela-
cionado com a estabilização do enola-
to que emite luz verde, como sugerido
por Branchini e col (1998), ou com in-
terações importantes para a manuten-
ção da estrutura do sítio ativo ou os
dois processos (Viviani and Ohmiya,
2000). Outro resíduo cuja substituição
tem efeito dramático nos espectros da
luciferases de fengodídeos emissoras de
luz verde ou amarela é o resíduo T226.
Foi proposto que Arg215 e Thr226 po-
deriam interagir direta ou indiretamen-
te para manter uma conformação apro-
priada do sítio ativo para a emissão de
luz verde (Viviani et. Al., 2002). Nota-
velmente, embora a substituição destes
resíduos afete dramaticamente os espec-
tros das luciferases verde e amarela, elas
não tem efeito na luciferase vermelhas,
mostrando que R215 e T226 são funci-
onais apenas para emissão de luz ver-
de/amarela (Viviani et al., 2007). Estu-
dos extensivos de mutagênese sítio-di-
rigida também mostraram que, com a
exceção dos resíduos R215, Y224 e
T226, a substituição de vários outros
resíduos ao longo da estrutura primária
da luciferase verde, inclusive de resí-
duos invariáveis do sítio-ativo, não afe-
tam ou afetam apenas moderadamente
os espectros de bioluminescência des-
ta luciferase, enquanto nenhuma subs-
tituição até agora afetou os espectros
da luciferase vermelha (Viviani et al.,

2006, 2007). No conjunto estes resulta-
dos sugerem que a estrutura do sítio
ativo da luciferase verde seja mais esta-
bilizada do que aquela da luciferase ver-
melha, e que a explicação para estas
diferenças de espectros de biolumines-
cência esteja mais relacionada a mu-
danças conformacionais durante a eta-
pa de emissão, do que na composição
de resíduos do sítio-ativo.

A sensibilidade ao pH.
Após a clonagem de várias luciferases
de fengodídeos e de elaterídeos (Vivia-
ni et al., 1999a,b; 2000), identificamos
um conjunto de resíduos conservados
que diferem entre as luciferases pH-
dependentes e as luciferase pH-inde-
pendentes, que poderiam estar envol-
vidos com o efeito pH (Fig. 5) (Viviani
et al., 1999b). Entre estes o resíduo 226
(Thr em elaterídeos e fengodídeos e Asn
nas luciferases de lampirídeos) consti-
tue um resíduo-chave para emissão de
luz verde-amarela (Viviani et al., 2001).
O resíduo Gly247 em luciferases pH-
dependentes e o respectivo Ala243  nas
pH-independentes afetam sensivelmente
a sensibilidade ao pH, provavelmente
por interferirem com a flexibilidade de
segmentos importantes no sítio ativo das
luciferases (Viviani et al., 2002). Entre-
tanto, até pouco tempo, nenhum resí-
duo transformou uma luciferase pH-in-
sensitiva em pH-sensitiva. Nossos resul-

tados sugerem que o sítio ativo das lu-
ciferases pH-independentes é mais rí-
gido graças a estabilização por forças
hidrofóbicas gerando apenas uma es-
pécie emissora. O sítio-ativo das lucife-
rases de lampirídeos é mais flexível e
hidrofílico podendo originar duas es-
pécies emissoras dependendo de sua
conformação (Viviani et. al., 2001).

Mais recentemente, com a clo-
nagem de duas luciferases pH-sensiti-
vas de vagalumes brasileiros, inclusive
a luciferase de Macrolampis que natu-
ralmente apresenta um espectro bimo-
dal, identificamos que a substituição
E354N determina o aparecimento do
ombro no vermelho no espectro (Vivi-
ani et al., 2005).
A partir de estudos de modelagem e mu-
tagênese sítio-dirigida, começamos a
identificar os resíduos que participam
na determinação da sensibilidade ao
pH. Identificamos uma rede de resídu-
os que interagem entre sí por pontes
de hidrogênio e pontes salinas que nas
luciferases pH-sensitivas atuaria como
uma comporta para o sítio-ativo (Vivia-
ni et al., 2008) (Fig.9). Em especial, veri-
ficamos que vários resíduos que afe-
tam os espectros de emissão estão lo-
calizados no loop entre os resíduos 223-
235 (Viviani et al., 2007) (Fig.8). Este loop
atua como uma presilha que fixa par-
tes do sítio de ligação da luciferina, atra-
vés das ligações de hidrogênio dos re-

Figura 5. Sequencias de amino-ácidos das luciferases emissoras de luz
vermelha (PxRE) e verde (PxGR) clonadas a partir das larvas trenzinho
Phrixotrix spp (Viviani et al., 1999)
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síduos Y227 e N229 (Fig.9). A ruptura
das interações destes resíduos através
de mutagênese, tem efeito dramático
nos espectros de ambos os grupos de
luciferases, resultando em espectros que
variam temporalmente e que afetam a
sensibilidade ao pH (Viviani et al., 2007).
Estes resultados indicam que a mobili-
dade deste loop tem um papel crucial
na determinação dos espectros de bio-
luminescência e da sensibilidade ao pH
(Viviani et al., 2007). Mudanças de pH
poderiam afetar a entrada de agua no
sítio ativo, tornando-o mais polar e des-
locando o espectro de emissão para o
vermelho (Viviani et al., 2007, 2008).

Origem e evolução molecular
Embora as luciferases sejam funcional-
mente classificadas como oxigenases,
estas enzimas não apresentam homo-
logia indicando que as luciferases não
se originaram a partir de oxigenases,
como havia sido proposto originalmente
(Rees et al., 1998). É mais provável que
a função oxigenásica das luciferases
tenha sido aperfeiçoada após a origem
do fenótipo luminescente, tendo sido a
bioluminescência que dirigiu a evolu-
ção de novas oxigenases e não o con-
trário (Rees, et al., 1998).
No caso dos coleópteros, as luciferases
provavelmente se originaram a partir de
uma AMP-ligase (Schroeder, 1989; Su-
zuki et al., 1990; Toh, 1990; Scholten et
al., 1991) com alguma função metabó-
lica por duplicação gênica (Fig.10). En-
zimas tipo-luciferases com a capacida-
de de emitir quimioluminescência fra-
ca na presença de luciferina e ATP fo-
ram encontradas em larvas de besou-

ros não-luminescentes de Tenebrio mo-
litor e outras larvas de coleópteros (Vi-
viani and Bechara, 1996). Estas ligases
podem ser enzimas parálogas às luci-
ferases muito semelhantes às protolu-
ciferases que deram origem às lucifera-
ses de coleópteros. Estas ligases pode-
riam catalisar a formação do adenilato
de luciferina, que é espontâneamente
quimioluminescente em meio aquoso
alcalino, embora com baixo rendimen-
to (Seliger and McElroy, 1962). Embora
o rendimento luminoso destas ligases
seja muito baixo para que a lumines-

cência tenha sido selecionada com base
na sua visibilidade, é possível que a
luminescência da protoluciferase origi-
nal fosse mais alta do que nas enzimas
tipo-luciferases encontradas em outros
besouros. De fato, recentemente de-
monstramos que proteínas como BSA,
que tem sítios hidrofóbicos para com-
postos aromáticos, aumentam conside-
ravelmente o rendimento de quimiolu-
minescência vermelha do adenilato de
luciferina em sistema aquoso (Viviani e
Ohmiya, 2006). Alternativamente, a lu-
minescência original poderia desempe-
nhar algum outro papel desconhecido.
Em bactérias por exemplo, evidências
recentes suportam um papel importan-
te da luminescência no processo de
fotoreativação do DNA (Czys et al.,
2003).  Uma vez selecionada com base
na luminescência, a estrutura da lucife-
rase evoluiu para a otimização da emis-
são de luz de diferentes cores para di-
ferentes finalidades.

Aplicações biotecnológicas das
luciferases de coleópteros

Luciferina-luciferase como reagentes
bioanalíticos. Após a purificação da
primeira luciferina e luciferase de va-
galumes na década de 50, inúmeras apli-
cações envolvendo a quantificação de
ATP para fins analíticos e clínicos apa-
receram. Entre estas aplicações desta-
caram-se a monitoração de biomassa
(Schram et al, 1989), avaliação da con-
taminação microbiológica de alimentos,
bebidas, águas e fluídos biológicos

Figura 6. Estrutura tridimensional da luciferase de vagalumes, mostrando o
sítio de ligação da luciferina

Figura 7. Mecanismos de determinação das cores de bioluminescência pelo
sítio-ativo das luciferases de besouros (de acordo com V.Viviani et al., 2008)
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(Stanley, 1989; Lundin et al., 1989); ava-
liação da viabilidade celular (Comhaire
et al., 1989); ensaio de atividades enzi-
máticas envolvendo o consumo ou for-
mação de ATP; testes de citotoxicida-
de, entre outros. Hoje em dia existem
kits específicos comercializados para
estas finalidades.
DNA da luciferase como marcador de
expressão gênica. A clonagem do
gene da luciferase de vagalumes tornou
possível toda uma nova gama de apli-
cações envolvendo o uso deste gene
como marcador altamente sensível da
expressão gênica em células e tecidos
(Gould and Subramani, 1988; Naylor,
2000). O gene das luciferases de vaga-
lumes tem sido utilizados como gene
repórter em bacérias, leveduras, vege-

tais, insetos e mamíferos, em análises
da função de promotores associados
com desenvolvimento e controle circa-
diano.

DNA da luciferase como marcador
para bioimageamento de células e te-
cidos. Mais recentemente, com o de-
senvolvimentos de equipamentos de fo-
todetecção e imageamento mais sensí-
veis, os genes das luciferases estão sen-
do empregados para marcação e visua-
lização in vivo em tempo real de célu-
las e tecidos (Viviani and Ohmiya, 2006).
São utilizados para marcação e estudos
de disseminação de microrganismos
patogênicos em plantas e animais, au-
xiliando na rápida seleção de drogas
antimicrobicidas. Também estão sendo

utilizados como marcadores sensíveis
de células cancerígenas, auxiliando no
estudo de metastatização e no desen-
volvimento de novas terapias. A biolu-
minescência é o único método com
sensibilidade suficiente para detectar
metástases em sua fase inicial. Entre-
tanto, por ser uma técnica nova, seu
uso permanece limitado a modelos ani-
mais. A derivação de genes terapêuti-
cos também tem sido feita com marca-
ção bioluminescente (Contag et al., 1995;
1996 and 1998).

Aplicação em biosensores. Os genes
de luciferases estão sendo usados tam-
bém em biosensores ambientais para
detecção de bioavaliabilidade de cáti-
ons de metais pesados como mercúrio
e arsênio ou agrotóxicos e outros dis-
ruptores ambientais em águas contami-
nadas (Tauriainen et al., 1999). Junta-
mente com a GFP (green fluorescent
protein) e seus derivados, as lucifera-
ses estão se tornando os genes repórte-
res mais utilizados para estas finalida-
des. Uma das mais recentes aplicações
na área de proteômica envolve o uso
de luciferase e GFPs em ensaios BRET
(Bioluminescence Ressonance Energy
Transfer), onde interações proteína-pro-
teína são avaliadas pela alteração do
espectro de emissão mediante transfe-
rência de energia do emissor primário
(luciferase-luciferina) para a GFP.

Luciferases de espécies brasileiras
ampliando a gama de aplicações. Os
genes de luciferase de insetos utilisa-
dos até o recentemente codificavam
somente luciferases que emitem luz na
região verde-amarelada do espectro, li-
mitando consideravelmente suas apli-
cações, desde que muitos tecidos bio-
lógicos são consideravelmente opacos
nesta região. Com a clonagem da luci-
ferase emissora de luz vermelha de
Phrixotrix e seus aliados produzidos
por engenharia genética, a gama de
aplicações foi ampliada, com o uso
destas em células de mamíferos e em
sistemas repórter múltiplos que utilizam
simultaneamente várias luciferases emis-
soras de diferentes comprimentos de
onda para a análise simultânea de múl-
tiplos eventos celulares (Nakajima et al.,
2004; Viviani and Ohmiya, 2006). A lu-
ciferase de Pyrearinus termitilluminans,
devido a sua estabilidade e cinética de
emissão, também vem sendo utilizada
como importante marcador biolumines-
cente para imageamento de células e
tecidos. A luciferase do vagalume Ma-
crolampis, devido ao espectro bimodal
sensível ao pH, pode ser utilizada em
biosensores intracelulares de mudanças
de pH e outros fatores. Recentemente
começamos a desenvolver biosensores

Figura 8. Multialinhamento da região dos loops entre os resíduos 223-235 e
352-359 das luciferases de besouros, mostrando resíduos-chave para a
modulação dos espectros de bioluminescência

Figura 9. Rede de pontes de hidrogênio do loop entre os resíduos 223-235
e o sensor de pH em luciferase de Phrixotrix spp (Viviani et al., 2005)



Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - nº 37        15

bacterianos bioluminescentes para bi-
oprospecção de drogas microbicidas e
agentes tóxicos. Atualmente, nosso la-
boratório, em cooperação com a mi-
croempresa incubada BIOLUXGEN, está
desenvolvendo biosensores biolumines-
centes para bioprospecção e análise de
toxicidade ambiental, fazendo uso das
luciferases clonadas e desenvolvidas em
nosso laboratório.

Engenharia e desenvolvimento de no-
vas luciferases. Além das novas luci-
ferases clonadas, a engenharia destas
enzimas tem amplo potencial para de-
senvolvimento de novas formas mais es-
tabilizadas para uso em células de ma-
míferos, ou com diferentes comprimen-
tos de onda para diferentes aplicações.
A modificação do padrão de uso de
códons tem sido modificado para a lu-
ciferase de Phrixotrix, incrementando
sua expressão em células de mamífe-
ros (Nakajima et al., 2004). Durante os

últimos anos, nosso laboratório criou
um banco de luciferases com mais de
30 formas variantes, algumas das quais
com propriedades espectrais desejáveis
(Viviani and Ohmiya, 2006). Portanto,
uma melhor compreensão sobre a rela-
ção entre estrutura e função destas lu-
ciferases é essencial para o futuro de-
senvolvimento de enzimas para finali-
dades práticas.
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