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This article shortly presents a broad view of coleoptera bioluminescence, emphasizing recent ad-
vances on the luciferase structure, the factors governing the emission color and luciferase applica-

tions in bioengineering.
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A bioluminescéncia - emissdo de luz fria, visivel, por bac-
térias, fungos, algas e animais - é um fendmeno mais frequen-
te no ambiente marinho!2, No reino animal, sdo conhecidas
espécies bioluminescentes nos filos Cnidaria (hidrozodrios,
sifozodrios e antozodrios), Ctenophora, Mollusca (gastrépodes,
bivalves e cefalépodes), Annelida (poliquetos e oligoquetos),
Arthropoda (insetos, crustdceos e miridpodes), Echinodermata
(crindides, holotirias, asteréides e ofiuros) e Chordata
(urocordados e peixes); néo sdo conhecidas plantas, nem anfi-
bios, répteis, aves ou mamiferos bioluminescentes. Em geral,
a bioluminescéncia atende a fungdes de predagio, camufla-
gem, atragiio e corte sexual e agrupamento.

Quimicamente, a bioluminesc@ncia se explica pela oxi-
dacdio de um substrato (luciferina) por oxigénio molecular
ou peréxido de hidrogénio, catalisada por uma enzima (lu-
ciferase), dando um produto (oxiluciferina) no estado ele-
tronicamente excitado, o qual é desativado pela emissédo de
luz23. A luz, portanto, resulta da conversio de energia qui-
mica em f6étons. Na maioria dos organismos luminescentes,
a emissdo luminosa origina-se diretamente da oxiluciferina
no estado excitado singlete (estado fluorescente); em ou-
tros casos (ex., o celenterado Aequorea) o produto excitado
transfere a energia eletrdnica para um aceptor fluorescente,
que em seguida emite luz (bioluminescéncia indireta). O
rendimento quéntico da bioluminescéncia (n? de fétons
emitidos/n? de moléculas de substrato consumidas) é relati-
vamente alto: 10% em bactérias a 90% nos vagalumes. A
grande diversidade quimica das luciferinas (mais de trinta)
nos organismos bioluminescentes sugere que, na auséncia de
ancestral molecular comum, o fendmeno surgiu de forma
descontinua durante a evolugdio®. Na maioria dos casos, en-
tretanto, a luciferina tem uma particularidade estrutural co-
mum: a presenca de um 4itomo de hidrogénio em posigio
alfa a uma carbonila. Este grupo alfa-metinico sofre inser¢io
de O produzindo, consecutivamente, um alfa-hidroperéxido e
um intermedidrio dioxetanico, cuja termdlise dé a oxiluciferina

0O,

eletronicamente excitada (RjR2C=0* no Esquema 1).

Na superficie terrestre, os insetos constituem o grupo mais
numeroso em espécies luminescentes. E sabido que neles a
emissdo luminosa é controlada neurologicamente: os fotéferos,
com fot6citos ricos em mitocOndrias (fonte de ATP), tém
muitos terminais de nervos e traqueolas, que controlam a en-
trada de oxigénio!2. Na fase larval, a luz pode servir para a
predagio e defesa e quando adultos, para atragdo e corte se-
xual®®, A ordem Coleoptera contém as familias mais abun-
dantes de insetos luminescentes: Lampyridae (vagalumes,
lucernas ou pirilampos; “fireflies”), Elateridae (tec-tecs ou
tucos; “click-beetles”) e Phengodidae (trenzinhos ou bondi-
nhos; “railroad worms”). Os primeiros sdo os mais numerosos
(dois milhares de espécies j4 identificadas) e habitam regides
temperadas e tropicais. A segunda familia, menos numerosa
(cerca de tres centenas luminescentes), ocorre principalmente
nos trépicos e a terceira, mais rara (menos de duas centenas),
encontrada nas Américas (20% no Brasil, segundo Zaragoza”).
Recentemente, nosso grupo descobriu, perto do Parque Naci-
onal das Emas (GO), uma espécie nova de fengodideo, deno-
minada por Wittmer® de Phrixothrix vivianii; duas outras es-
pécies estdo sendo descritas: Euryopa laurae e E. clarindae.
Uma espécie luminescente da familia Staphylinidae, tida até
entio como nao-luminescente, também foi descoberta por
membros de nosso grupo®.

A luciferina de Photinus pyralis (Lampyridae), isolada,
identificada e sintetizada por White et al.!%, ¢ a mesma em
todas as familias apesar de as cores da bioluminescéncia se-
rem tdo variadas, do verde (548 nm em Photuris sp.,
Lampyridae)!! ao vermelho (620 nm no Phrixothrix vivianii,
Phengodidae)!2. Tem natureza benzotiazélica e é biosintetizada
a partir de cisteinal3. A luciferase, uma lipoproteina peroxiso-
mal de PM 100 kDal4, tem duas subunidades: a catalitica
tem PM _ 62 kDa e um centro ativo para luciferina e ATP e
a outra, um sitio alostérico para ATP. A reagdo que catalisa
estd mostrada no Esquema 2.
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RiRC=0* —5 R R;C=0 + luz (bioluminescéncia direta)

ou RiR; C = O* + aceptor

— RiR;C =0 + aceptor*

aceptor* — aceptor + luz (bioluminescéncia indireta)

Esquema 1
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Luz vermelha

(565 nm) (615nm)
Esquema 2
Vé-se que a luciferase exibe duas atividades: a de Enzima
transferase (ou ligase), catalisando a adenilagdo da luciferina X-COOH ——— X-COO-AMP + Pirofosfato
as custas de ATP (etapa I -> II), e a de dioxigenase, presidin- Mg?*, ATP

do a inser¢gdo da molécula de oxigénio no carbinion da
luciferina III. Preparado o intermedidrio dioxetandnico IV,
ele rapidamente se cliva (energia de ativagdo < 15 kcal/mol)
por um mecanismo iniciado por transferéncia de elétron do
grupo fenolato para .o anel dioxetandnico (mecanismo
CIEEL)!S e produz a oxiluciferina excitada na forma lactamica
V. Estudos com luciferinas-modelo mostraram que esta espé-
cie emite luz vermelha!’, mas a proximidade de grupos bési-
cos de amino 4cidos no sitio ativol® pode promover abstragio
do préton do carbono-4 ( favorecendo enolizagio) mais rdpida
que a desativagdio fluorescente da oxiluciferina V excitada,
formando o enolato excitado VI, o qual emite na regiio do
verde-amarelado. Célculos por MNDO confirmaram que, de
fato, a forma endlica da oxiluciferina deve ser o emissor de
luz verde-amareladal® .

A clonagem do cDNA de luciferases de lampirideos2 e
elaterideos?! e o sequenciamento de luciferases nativas e
mutantes?? revelaram fatos muitfssimo interessantes:

(1) Tal como previsto pela alta similaridade antigénica das
luciferases de P. pyralis no estdgio larval (emissdo verde) e
adulto (emissdo alaranjada) e das lanternas tordxicas (emissdo
verde) e abdominal (emissdo alaranjada) do elaterideo adulto
Pyrophorus plagiophthalamus, testadas com anticorpos da lu-
ciferase de P. pyralis adulto??, existe um alto grau de homo-
logia entre todas elas: 48% entre as luciferases de lampirideo
¢ elaterideo e 95 a 99% entre as luciferases do elaterideo?!, As
luciferases de P. pyralis (norte-americana) e de outro lampiri-
deo, Luciola cruciata (japonesa) sdo 67% idénticas4,

(2) O isolamento e caracterizagéo de luciferases mutantes de
Luciola cruciata (Lampyridae), obtidas com hidroxilamina,
mostrou que substituigio pontual de certos amino dcidos pode
alterar a cor da emissio de bioluminescéncia, do verde ao
vermelho?2. Assim, a cor verde-amarelada (562 nm) da luz eli-
ciada pela luciferase nativa € deslocada para o verde (558 nm)
quando Valysg—lle, amarelo-alaranjado se Proys;—Ser, laranja
se Serzgs—Asn e vermelho se Glyss—>Ser ou Hiss3—>Tyr.
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X-COO-AMP + Y-SH — X-COS-Y + AMP

Esquema 3

Com o abaixamento do pH de 7,8 para 6,0, o pico da emissio
€ deslocado para o vermelho no segundo e terceiro casos, tal
como verificado para a luciferase de P. pyralis, mas néo se
altera nos outros. Isto indica que além da presenga de um
residuo bésico no sitio ativo para eliciar emissio verde-ama-
reladal?, mudangas conformacionais e alteragdes sutis de po-
laridade no microambiente, onde nasce a oxiluciferina excita-
da, sdo fatores determinantes da cor.

(3) O alto grau de homologia entre a luciferase de P. pyralis,
a fcido 4-cumérico: CoA ligase de plantas (34%)25 e gramici-
dina S sintetase e tirocidina sintetase de bacilos26, examinado
a luz das reagdes similares que catalisam - adenilagio do subs-
trato por ATP seguida da formagdo de um tioéster (Esquema
3), sugere que uma proteina ancestral das quatro enzimas j4
existia antes da divergéncia entre eucariotos e procariotos.
(4) O tripeptideo Ser-Lys-Leu no terminal-C, invariante em
todas as luciferases, funciona como um sinal para sua capta-
¢do pés-sintese pelas peroxisomas?’. Esta informagio foi uti-
lizada para, através de vetores do gene de luciferase (Juc) de
P. pyralis e fusdo génica, direcionéd-la para peroxisomas de
células de mamiferos?8, mitocondrias de leveduras?®, ou manté-
la no citosol de folhas de tabaco3?. No tltimo caso, a expres-
sdo do gene da luciferase de vagalume nas folhas do tabaco
transgénico, seguida de um banho com solugdo ligeiramente
4cida de luciferina (para aumentar sua captagdo pelas células),
tornou-as brilhantes como o vagalume.

(5) A luciferase do P. pyralis mostrou-se muito vantajosa
como “reporter” de eventos genéticos em biologia molecular
bésica e bioengenharia em virtude de suas propriedades3!: (i)
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a unidade catalitica tem apenas uma cadeia polipeptidica que
ndio requer modificagSes pds-traducionais para atividade, (ii)
o ensaio de sua atividade é extremamente sensivel (detecta
ATP ao nivel de femtomoles), 102 a 103 mais que o ensaio
pela CAT (“chlorophenicol acetyltransferase™), (iii) reagdo
ripida e substrato simples, (iv) a expressdo do gene pode ser
seguida sem romper as células ou tecido e (v) o uso de luci-
ferases mutantes, que eliciam cores diferentes, possilibitaria a
monitora¢do simultinea da expressdo de proteinas diferentes.

A modificagfo covalente da luciferase de vagalume com um
peptideo contendo serina (“kemptide”, LeuArgsAlaSerLeuGly)
tornou a nova enzima passivel de fosforilagio por uma
proteina quinase dependente de cAMP32, Esta enzima modifi-
cada, quando fosforilada, catalisa emiss@o de cor diferente e,
por isso, é denominada uma “rainbow protein”. Estes resultados
abrem a perspectiva de, usando-se estas proteinas biolumines-
centes modificadas quimicamente ou por engenharia genética,
monitorar fosforilagdo de proteinas e consequentes alteragSes
metabdlicas in vivo.

Concluindo, a histéria cientffica da bioluminescéncia de
insetos revela intenso trabalho de catalogagdo de espectros de
bioluminescéncia das espécies conhecidas e caracterizagio
fisico-quimica do sistema luciferina/luciferase de lampirideos
nas décadas dos cinquenta e sessental; elucidagio do meca-
nismo de quimioexcitagio eletrbnica, imobilizagdo da lucife-
rase e usos analiticos da bioluminescéncia nos setenta333 e
desenvolvimento da biologia molecular do gene das lucifera-
ses de lampirideos e elaterideos e seu uso como reporter de
expressdo proteica nos oitenta e noventa’l. A extensa biblio-
grafia sobre a bioluminescéncia de insetos, entretanto, prati-
camente se restringiu a algumas espécies adultas de tres géne-
ros da familia dos lampirideos, Photinus, Luciola e Photuris,
abundantes no hemisfério norte. Em virtude da alta diversida-
de de insetos luminescentes no Brasil e relativa facilidade de
coleta e criagiio dos insetos em laboratério, com a colabora-
¢do da Dra. Cleide Costa (Museu de Zoologia da USP), nosso
grupo logrou estudar nos ultimos 15 anos vdrios aspectos
bioquimicos de cerca de 13 espécies de elaterideos (duas tri-
bos, 5 géneros)5, 11 espécies de fengodideos (duas tribos, seis
géneros)!? e 24 espécies de lampirideos (9 géneros) (submeti-
do). Na década dos oitenta, estudamos o sistema luciferina/
luciferase de elaterideos!3:34, a digestdo extra-corpérea em sua
fase larval®336. o metabolismo aerébico de larvas do elaterideo
Pyrearinus termitilluminans®? e o inquilinismo destas larvas
com cupins nos cerrados do Brasil Central®. Junto com (i) as
cavernas de Waitomo (Nova Zelandia), iluminadas por larvas
do Diptera Arachnocampa luminosa distribuidas em teias
construidas no teto, (ii) os cardumes do peixe-lanterna
Photoblepharon no Mar Vermelho, cuja bioluminescéncia é
devida a bactérias luminescentes simbiontes e (iii) a “baia
fosforescente” de San Juan de Porto Rico, com altissima den-
sidade de dinoflagelados luminescentes!3, os campos de
cupinzeiros luminosos (com P. termitilluminans) do Parque
Nacional das Emas (GO) e municipio de Costa Rica (MS)
constituem os fendmenos mais grandiosos da bioluminescén-
cia. Atualmente, o grupo continua o estudo do metabolismo
aerébico das larvas de P. termitilluminans e dos espectros de
bioluminescéncia in vivo e in vitro de fengodideos e inicia a
clonagem da luciferase destes dltimos.

As tendéncias atuais de pesquisa sobre bioluminescéncia
de insetos foram reveladas por uma busca bibliogréifica no
banco de dados do Chemical Abstract, realizada em junho de
1993 e cobrindo os tltimos cinco anos. Os 74 trabalhos publi-
cados sobre (luciferina + luciferase) versus (Lampyridae +
Elateridae + Phengodidae) estdo distribuidos entre os seguin-
tes temas gerais: propriedades fisico-quimicas de luciferases
(26 publicagdes), aplicagdes analiticas da bioluminescéncia de
vagalumes, principalmente, na indistria de alimentos, medica-
mentos e higiene industrial e hospitalar (25 publicagGes; veja,
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por exemplo, Stannard e Gibbs33, Kricka3?, Stanley#”) e biolo-
gia molecular da luciferase, (20 publicagdes), incluindo

clonagem, sequenciamento e expressio em virus4142, bactéri-
as?0.26 animais#3-4% e plantas3?,
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