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I. I NTRODUÇAo

Diversos organismos vivos sao capazes

de emitir luz fria. Es te fenômen o, conheci do por bi 0-

1uminescênci a, ê produto de um processo oxidativo alta-

mente exergônico on de ene rgi a quimi ca e con ve rti da em

energia luminosa. Neste processo hã a formação de um in-

termediãrio de alta energia, cuja c1ivagem leva ã f orma

ção de um produto eletronicamente excitado, o qual de c a i

para o estado fundamental emitindo luz (HASTINGS, 1968;

HASTINGS & WILSON, 1976; HENRY & MICHELSON, 1978!,É,; M~C-

TIL, 1979; HART & CORMIER, 1979; WARD, 1981).

Acreditando que a bioluminescência

particularize um fenômeno mais amplo, ou seja, que a

formação de estados eletronicamente excitados ocorra "in

vivo" tendo outras finalidades que não somente a emissão

de luz, CILENTOe colaboradores iniciaram uma linha de

pesquisa denominada "Fotobioquímica no escuro" (CILENTO,

1973, 1980!, 1980É" 1982).

A hipótese de que espécies eletronica

mente exci tadas possam ser formadas e usadas em proces-

sos biológicos não quimioluminescentes é sustentada por

an a 1 o g i a q u f mi c a , uma vez que moléculas quimicamente

geradas em um estado excitado podem realizar trabalho ti-

picamente fotoquímico (WHITE & WEI, 1970;GUNSTEN?! ULLMAN,

1970; LAMOLA, 1971).
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de especies

Diversos modelos enzimãticos geradores

e 1e t ron i camen te ex ci tad as tem s i do es tudados ,

assim como a transferência de energia eletrônica para va-

rios aceptores sintéticos e naturais, dent re os quais

macromoleculas e recentemente estruturas biolõgicas com-

plexas (CILENTO, 1982; NASSI & CILENTO, 1982, 1983).

1.1 ESTADOS EXCITADOS

Moléculas eletronicamente excitadas são

comumente formadas pe 1a ação da 1uz. Quando uma molécu-

la absorve luz visível ou ultravioleta ocorre a excitação

(salto eletrônico) de um elétron de um orb i tal HOMO

(highest occupied molecular orbitals) para um outro de

mais alta energia LUMO (lowest unoccupied molecular or-

bitals).

A molécula no estado excitado pos s u i

um e 1et ron em um orb i tal an til i gan te; nes te es tado ela

pode ser singlete (spins opostos, multiplicidade 1) ou

t ri p1e te (spins paralelos, multiplicidade 3). A maioria

das moléculas orgânicas possui, no estado fun damen ta 1 ,

seus elétrons totalmente pareados, i.é, apresentam-se no

estado singlete (50)'

Estados eletronicamente excitados p0-

dem ser considerados isômeros eletrônicos de moléculas no

estado fundamental. Estes isômeros apresentam di feren-

tes distribuições eletrônicas no espaço,consequentemente,
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possuem diferentes estruturas, reatividades e propriedades.

o que em geral distingue o estado excitado triplete do

singlete e sua menor energia e maior tempo de vida (10-5s

ate alguns segundos), devido ã menor repulsão eletrostã-

tica entre os seus elétrons (TURRa, 1978).

A espécie excitada pode ser des ati va-

da por virios processos competitivos. Uma destas vias de

desativação é a emissio de luz que, se originada de transi

çoes de estados de mesma multiplicidade é denominada flu~

rescência (exemplo: Sl ~ So + hv)

ci dade di ferentes, fosforescênci a

e de estados de multipll

(exemplo: Tl ~ S + h ).o v
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As demais vias de desativação da es-

pecie excitada são não radiativas e incluem conversão in-

te rn a , cruzamento intersistema e fo rmação de fotop rodu-

tos. Na conversão interna e cruzamento intersistema o de-

caimento ao estado fundamental ocorre com a liberação de

energia na forma de calor, sendo que a primeira e caract~
rizada por transições entre estados de mesma multiplici-

dade (exemplos: Sl + So + calor; T2 + Tl + calor) e a

ultima por transições entre estados de multiplicidades di-

ferentes (exemplos: Sl + T1 + calor). Transições entre e1

tados de diferentes multiplicidades são proibidas pela

regra de seleção de spin e portanto,

te com menor eficiência.

ocorrem frequenteme~

A figura 1.1 esquematiza vi as de

formação e desativação de espécies eletronicamente excita

das.
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1.2 FORMAÇAO QUTMICA DE ESTADOS EXCITADOS

Di versas reações quimi cas geram espe-

cies eletronicamente excitadas. Dois mecanismos princi-

especiespais podem, a prtncipfo, explicar a formação de

excitadas na quimio e bioluminescência: clivagem de perõxl

dos ci cl i cos e transferência de eletrons. No ultimo ca-

so destaca-se o processo CIEEL ("Chemically i n i t i a te d

electron-exchange luminescence").

Clivagem de perõxidos cíclicos

A reação qUimioluminescente mais ex-

tensivamente investigada e a clivagem unimolecular de

l,Z-di oxetanos a doi s produtos carboníl i cos, um dos qua; s

gerado em um estado eletrónicamente excitado.

Rl R4 )(
+

o

k-H-
..

RZ R3
Rl RZ R3 R3 \

....

D;oxetanonas (a-peroxilactonas) tam-

bém sofrem fragmentação com formação de um produto carbo-

niltco excitado e coZo
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Rl-R

--+
)(+

R1 R2

C02

R2

do, com b as e em diagrama de correlação de simetria de

o rb i t a i s ,

ri am ser

que na c1ivagem unimo1ecu1ar de dioxetanos pod~

formados produtos no estado eletronicamente ex-

citado e que, portanto, dioxetanos poderiam ser os inter-

medi ã ri os na etapa de quimioexcitação de reações quimio-

e bio1uminescentes.

Dois mecanismos foram propostos para a

decomposição de dioxetanos: a c1ivagem simultânea das

ligações o-o e c-c (TURRO & LECHTKEN, 1973)

r/(~
~

A + A

KOPECKY MUNFORD(1969) sintetizaram

e caracterizaram o primeiro dioxetano estãve1 (trimetii-

1 ,2-di oxetano}. Antes disto, Mc CAPRA (1968) havia suger.:!.
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e um outro envolvendo duas etapas, com formação de um

termediãrio birradicalar (O'NEAL & RICHARDSON,1970;

in-

RI-

CHARDSON~~., 1972).

++~+-+----.
)(

+ )\

A termõlise de alquil-, fenil- e alco-

xi-di oxetanos gera predominantemente carbonilos triplete

enquanto que os produtos de decomposi ção de di oxetanos

substituidos por grupos com conjugação extensiva (como e-

xemplo, os dioxetanos postulados como intermediãrios de

muitas das reações bioluminescentes)

f 1u o re s ce n te s .
são frequentemente

Reações de transferência de elétrons

Em reações de transferência de ele-

t ron s , as moleculas excitadas resultam da oxidação de um

ânion-radical (equação 1), da redução de um câtion-radi -

cal (equação 2) ou do aniquilamento cãtion-ânion (Fig.I.2)

Em muitos dos casos estudados, o estado excitado e capaz

de emitir luz e o processo total representa um exemplo si.!!!

ples de qutmioluminescência (CHANDROS & SANNTAG, 1964
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Ru
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2+

N2H4

H 0+3

Ru
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.

lequação 21

WELLER & ZACHARIASSE, 1967; HERCULES, 1969; RAPAPORT ét

alo, 1972; ITA'(A ~2l.., 1976}.
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FIGURA I.2 - Quimioexcitação via aniquilação
cãtion-ânion.

Processo CIEEL (Chemi ca11y Ini ti ated E1ectron-

Exchange Luminescene

Este processo con~iste essencialmente

da combinação dos dois mecanismos anteriormente descritos

e foi proposto por SCHUSTER (1979).

A sequência do processo CIEEL ap1ica-

da a uma dioxetanona se inicia pela transferência de

e 1 é t ro n s de uma molécula A (doadora de elétrons) para a

di oxetanon a. o aniquilamento dos radicais formados pro-

duz o estado excitado de A. (p ã9 . 11).

Se bem que este processo ocorra fre-

quentemente com dioxetanonas, existem evidências de que

e 1e pos s a oco rre r com ce rtos di oxe tan os (ADAM~ ~.,
1981).

-t- +
........

-ti- -+ +-
A' Bt

*
A

...
radicais estado1ons

excitado
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I .3 TRANSFERENCIA DE ENERGIA

A energia de excitação pode ser trans-
*

ferida de umamolécula doadoraexcitada (D ) para

molécula aceptora (A) formando o estado excitado A*.

uma

*
D + A -> D +

*
A

Existem dois mecanismos para a transfe

rência de energia: radioativo e não radioativo.

1.3. 1 Transferência radiativa

A transferência de energia radiativa

envolve a possibilidade de absorção da emissão do do adoro

Este é um processo

pação de um fõton,

de du as e t ap as que envolve a partici-
*

nao requer interação entre D e A e

pode ser bastante eficiente se A absorver fortemente na
*

região em que Demite.

*
D > D + h

v

h + A
v >

*
A

Este tipo de transferência de energia,

trivial do ponto de vista fotoquímico, ê caracteri zado

por: ( i ) invariabilidade do tempo de vida
*

de D na pre-

sença de A, (i i )

*
distorção no espectro de emissão de D .

(iii) alteração da eficiência de transferência de e n e r-

gia com a mudança de geometria do sistema (FORSTER. 1959).
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A eficiência deste processo depende: ( i ) do rendimento

quântico de emissão do doador; C i i ) da concentração do

aceptor; (iii) da absortividade molar (8) de A e ( i v)

da
*

integral de rec:obrimento entre o espectro de O e o

espect ro de abso rção de A.

1.3.2 Transferência não radiativa

A transferência de energia não radi a-

tiva envolve a desativação simultânea do doador e excita

ção do acep tor

de um fõton e

num processo em que não há a participação

que requer interação direta ou indireta
*

entre o doador (O) e o aceptor (A). Para que a tran-si-

çao ocorra,
*

o estado inicial (O + A) e final
*

(O + A )

devem ser degenerados ou prõximos a degenerescênci a.

Dois tipos de interações contribuem na

veloci dade deste processo:

ração de troca de eletrons.

interação coulombiana e i n te

di ati va
* *

O A -+ DA

A probabilidade da transição não

ocorrer e dada por:

ra-

* * 2 2
Probabilidade(O A-+OA)- ...2!: (p) < 1/1i / H / 1/IF >

h

equação 3.

on de '1'. e
1 'l'f são as funções de onda correspondentes ao

estado ini dal e final, p e a densidade de estados i n i -
ciais e finais capazes de interagir estando, portanto,
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relacionada ã extensão do recobrimento espectral e n t re a
*

emissão de O e absorçãode A, e H representa a interação

especifica de acoplamento (hamiltoniano) de 'fIi e 'fIfexpre~

sa como a soma dos termos de interaçâo coulombiana (H) ec

interação de troca ou lIexchange" (He)'

A constante de velocidade de transfe

rênci a de energia (KET) ,

envolvendo ambas as i n te rações,

pode ser derivada da equação 1.3, asim sendo:

KET ~1~'fIi/He/'í'>2
(total) I f + < 'fI i /H c/ 'fI f ~ I

equação 1,4

Transferência de ~'nergia por interação de

troca

A interação de troca representa uma

reaçao de substituição de elétrons onde o elétron inicial-
*

me n t e e m O ( 1 ) é transferido para A com a passagem de
- *

um eletron de A (2) para O .

-.i1L~

"' iiI\ di.
.--=-. ~

*
O A

---
*

O A
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A transferência de energia por intera-
*

ção de troca necessita contato físico entre O e A com so

breposição pelo menos pardal de suas nuvens eletrônicas(a
*

distânda entre.O e A deve ser da ordem do diâmetro de co

lisão).

OEXTER (1953) derivou a expressão pa-

ra a velocidade de transferência de energia na qu a1 o

estado inicial e final estão acoplados a partir da intera

ção de troca. A constante de velocidade e dada pela equa-

çao

KET K Je

-2 R"L

equação 1.5

onde K está relacionado com a interação orbital específica,

J é a integral de recobrimento espectral normalizada para

o coeficiente de extinção de A (sendo assim i ndepen den te
*

de E:A)' R é a distância entre O e A e L e o raio de Van

de r Wa a 1s .
A transferência de energia por i n te r a

ção de troca é dada pela regra de seleção de Wigner (LAMQ

LA, 1969). Sendo a soma do numero quântico de spin (S) do

estado inicial SO* + SA e final So + SA*' o processo

por interação de troca e permitido por spin se as duas se-

ries (SO* + SA) ~/(SD* + SA - 1)1 .~--- ~/(SO* + SA) I e

(SO + SA*) ~ I(SO + SA* - 1)/ ~ --- ~/ (SO - SA*) / con-

tiverem pelo menos um elemento comum.

transi ções:

Assim sendo, as
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ou

**
D(S) + A (T)

são permitidas por spin para a interação de troca.

Transferência de energia por interação

coulombi ana

A interação coulombiana representa uma

"ação ã distância", ié, ela ocorre at.raves de um campo e-- - ... *
letromagnetico e nao requer contato flSico entre O e A.

Na transferência de energia por interação coulombiana assu-

me-se que a molecula no estado excitado comporta-se como

um dipolo oscilante capaz de induzir oscilação na molécula

a ce p t o r a.

4",> I.1 ft

{22

~

.Jtill.. ----
*O A o

*
A

* *
singlete(S)-singlete(S) O (S) + A(Sj D(S) + A (S)

* *
trtplete(T)trtpleteCT) O (TJ + A(S) D(S) + A (T)

e aniquilamento * * *
O (T) + A (T) D(S) + A (S)

t rt p 1e te t ri p1e te
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"
FOR5TER(1959) desenvolveu uma expres-

são quantitativa de velocidade de transferência de energia

con s i de ran do s omente o termo dtpolo-dipolo da interação

coulombtana e derivou para a con stan te de transferência

de energia a seguinte expressão:

KET = K
K2 KOO

R6
J (e:A)

on de K e uma constante dependente das condições experime.!:!.

t ai s, K2 orientação espacial dos

é a constante de desati

é a integral de re co-
*

brimento entre o espectro de emissão de D e o de absor-

ção de A e R
*

representa a distância entre O e A.

As transições permitidas por spin que

podem ocorrer segundo a interação coulombiana obedecem a

re g r a : MO* = MO
e

MA = MA* ((M = multiplicidade), (LAMO-

LA & TURRO, 1969)) e portanto, as transições permitidas

s ao:

singlete-singlete

singlete-trtplete

t ri p 1e te - s i n g1e te

e o

aniqui 1amento * * *
O (T) + A (T) + D(5} + A (5)

triplete-triplete

e o te rmo re 1aci on ado a
* o

momentos de dipolo de O e A, KO

vação radiativa do doador, J (e:A)

* *
D (5) + A(5) + 0(5) + A (5)
* *

O (5) + A(T} + D(5} + A (T)

Embora as transições

* *
O (T) + A(5) + D(5) + A (5)
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,
sejam proibidas pela regra de spin, elas podem ser favorecl.

das pelo elevado tempo de vida do estado doador (BENNET et

~., 1964).

1.4 ESTADOS EXCITADOS EM SISTEMAS BIOLOGICOS

Com o advento de técnicas mais sofisti-

cadas e sensíveis pôde-se constatar que organismos vivos,

mesmo os não bioluminescentes,emitem luininescência de baixa

intinsictade.Estapropriedade ; ori~iniriade ptocessos enzi-

mãticos e não enzimãticos de diversas subestruturas celulares.

Qui mi 01 umi nes cên ci a acompanha a atividade fisiológica nor-

mal de mitocôndrias (LIPPMAN, 1980; BOH !.! .!J.., 1982), he-

patócitos (CADENASet al., 1981); outras celulas (LLOYD et

!l., 1979); e frações microsomais (CADENAS& SIES,1982b).L.I}.

minescência de leucõcitos polimorfonucleares durante a fa-

gocitose (ALLEN, 1982) e de uma serie de cêlulas durante a

mitose (SLAWINSKA&

tatada.

SLAWINSKI, 1983) também tem sido cons

Na realidade a hip5tese de que especies

eletronicamente excitadas possam ser tam6ém geradas e~ sis-

temas biológicos não bioluminescentes tem sido con s i de rada

desde há muito tempo por diversos autores
"

(SZENT-GYORGYI ,

1941 ; ANDERSON, 1947; STEELE, 1963; CILENTO, 1965, 1973,

WHITE & WEI, 1970; WHITE !!!.l., 1970, 1971, 1974) e ex-

plica fenômenos como a ocorrência natural de compostos de

origem tipicamente fotoquímica em condições onde pratica-
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mente inexiste luz. Oestes, doi s exemplos significativos

são: (i) a fo,mação "in vivo" de lumiderivados da colchi-

cina (alcalõide extraído da plata ColQh~Qum ~utumn~le) du-

rante o ciclo escuro do desenvolvimento da planta (BRUNETTI

~ ~., 1982 ) e, (ii) a ocorrência de enzimas de fotorrea-

tivação em tecidos não expostos ã luz (COOK,1967; P ATE RS ON

!U. ~., 1974).

Para que uma espécie excitada possa d!

sencadear um p ro ce s s o fotoquími co ê necessãrio que e 1a

possua um tempo de vida suficientemente longo p a r a re a g i r

ou transferir energia eletrônica, por isso, espécies excita

das triplete tem sido consideradas potencialmente capazes

de realizar este trabalho.

Oioxetanos e dioxetanonas aparecem co-

mo intermediãrios em grande numero de processos quimio

bioluminescentes e, desde que são sejam substituidos

e

por

grupos de conjugação extensivos, quando clivados produzem

essencialmente compostos carbonílicos no estado trip1ete(Mc

CAPRA, 1973; ilIlSON, 1976; BECHARA et~., 1976). Mui tos

processos fotoquímicos bio1õgicamente importantes como a

conversao de santonina em lumisantonina, conversão de ergo~

terol em vitamina 02 e formação de dímeros de pirimidina em

ONAtem sido induzidos no escuro utilizando dioxetanos como

geradores de espécies excitadas (WHITE & HEI, 1970; ULLMAN,

1972; LAMOLA, 1971).

A possibilidade de que existam siste -
mas bioquímicos capazes de gerar produtos eletronicamente ex

citados cuja energia deexcitação,ao invés de ser emitida,

possa ser transferi da a uma molécula fotocrômica e/ou i ni -
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ciar um processo bioqu;mico normal e mesmo talvez um fenô-

meno patológico, define o campo da "Fotobioqu;mica no es-

cu ro ".

Formação enzimãtica de Istados Excitados

Reações enzimãticas que envolvam mo-

nooxigenases geram produtos que seriam os es pe rados da

clivagem de um intermediãrio dioxetânico hipotetico. vã-

rias reações foram consideradas, especialmente as catali-

sadas por peroxidase de rãbano ("horseradish peroxidase"

HRP) que,atuando como uma oxidase, catalisa a oxidação

aerõbica de diversos substratos. Des tas, as principais

são:

de;do (IBALl -
(i) Oxida~ão enzimãtica do isobutiral-

A oxidação aeróbica do IBAL catalisada por

uma peroxidase gerando acetona e ãcido fõrmi co foi pri -
meiramente descrita por KENTEN (1953). Estes produtos são

os esperados da clivagem de um intermediãrio dioxetano, se

gundo o mecanismo:

H3 C'\. - . #0 HRP
:c-c +02-~/ I "\.

H3C H H
lH3~r3 FH J

H3 C CH3
+ \! + H COOH

11

O

Em condições ótimas (tampão fosfato e

um agente quelante) esta reação é fortemente quimiolumine~

cente e seu espectro de emissão e idêntico ao espectro
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de fosforescência da acetona (OURAN ~~., 1977a; FARIA

OLIVEIRA ~ 21., 1978; BECHARA !! 2.1.., 1979}.

O fato da acetona trip1ete gerada en -
zimaticamente fosforescer na presença de oxigênio indica

que ela deve estar sendo gerada "protegida" de desativa-

çoes co1isionais pelo °Z' A "proteçio" desta especfe ex-

citada pela enzima (HRP) e evidenciada por: (i) quando

HRP é substitufda por hemina a oxidaçio do IBAL ocorre en

tretanto fosforescência de acetona nio pode ser observada

(AUGUSTO & BECHARA, 1980) e ( i i ) estereoespecificidade

da supressio por 0- e L- triptofano da acetona t ri p1e te

gerada enzimaticamente (RIVAS SUAREZ & CILENTO, 1981).

Evidências espectrais indicam que du-

rante a catã1ise, participam dois estados redox da enzima

isto é, peroxi d'áse compos to I (HRP I) e composto 11

(HRP Ir). A conversio de HRP ã HRP I ê' rea1izada por

traços de H °z ou por perãcidos (1) (OUNFORO et a1.,Z --
1984!). A dependência de tampão fosfato indica ser a for-

ma enõ1ica do IBAL(Z) o substrato da HRP I (GALLAROO et

!l.,1984). OUNFORO!!~. (1984É.J propuseram recentemen-

te o seguinte mecanismo para a oxidação do IBAL cata1isada

pe1aHRP:
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HRP +
H3);--< H3);-<

H3 H OH

.+ HRP I (1)

H3 H OOH

(ou H202) (ou H20)

H3O H3C/OH

H3 H H H3C
(2)

H30.

.HH

H3CH
3

HRP I + 1 (3)+ HRP II

H3C H
H3C0

H3C H

H3.

H3C"------./H
H3H -.-

1HRP II +

H3

+ HRP (4)

H3K
H3. H

H3C O

H3)r-<02 +

H3C>-----<;' -H3 0--0. H

(5)

:3>r-<
-:3H (6)

H3C H3 0--0.

H COH

---3 H3(H3'

3 .

H3C H
.. HCOOH (7)

O--
O
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Na etapa 6 um equivalente redutor po-

deria ser fornecido pela enzima ou pelo etanol presente

na mistura reacional.

A acetona triplete gerada na re açêio

IBAL/HRP/02 é capaz de transferir energia para uma série

de aceptores emissivos tais como: biacetilo (BECHARA et

~., 1979), DBAS (FARIA-OLIVEIRA,~~., 1978), corantes

xantênicos (DURf\:N& C!LENTO, 1980), flavinas (HAUN ~~.,
1978), clorofila em solução (AUGUSTO& CILENTO,1979) ,cl~

rofila em micelas (BRUNETTI et ~., 1983) e clorofila em

cloroplastos (NASSI & CILENTO, 1982 e 1983). Este siste-

ma tambem e capaz de induzir quebras de fita simples em

DNA (FALJONI ~~., 1978; MENEGHINI et ~., 1978), foto-

transformação do fitocromo (AUGUSTO!.!~., 1978), form~

ção de adutos lisozima-riboflavina (DURf!:N~~., 1983)e

fototransformação de colchicina em lumicolchicina (BRU-

NETTI ~. ~., 1982).

(ii) Oxidação enzimãtica do âcido in-

dol-3-acético. O âcido indol-3-acetico (um hormônio ve-

getal) é oxidado pela HRP a indol-3-alde;do e C02' O en-
volvimento de um intermediârio dioxetânico e compatível

com os produtos observados.

00

.f°C - C
I I H2 'OH

~ N
H

+ 02
HRP 3

00

~O*

--> ""- I I C, H + CON 2
H

+ H O2
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Existem evidências de que a espécie

excitada (indol-3-aldeído triplete) e gerada livre em so

lução e como consequência e parcialmente suprimida pelo

oxigênio, com possível formação de oXigênio singlete ( De

MELLO et ~., 1980). A especie excitada gerada pela rea-

ção IAA/HRP/02 e capaz de transferir energia para coran-

tes xantênicos (VIDIGAL ~~., 1979) e para cl orofi 1a

em cloroplastos (NASSI & C!LENTO, 1982 e 1983), além de

provocar alterações em DNA (VIDIGAL !:.!!.l., 1979) e for-

mar aductos com t-RNAphe (De MELLO~ !.l., 1980, 1981).

(III) Oxidação enzimãtica de aldeídos

e ãcidos alifãticos lineares. A oxidação aerõbica de pro-

panal catalisada por peroxidase conduz a ãcido fõ rmi co e

acetaldeído, este último no estado excitado triplete (HAUN

!!~. , 19 80 ) . A oxidação de um aldeído ao homólogo inf~

rior e ãcido fõrmico também ocorre na peroxidação de lipí-

di os (ESTERBAUER, 1982) e e pois biolõgicamente importa~

te. Com base no trabalho de HAUN et alo (1980) pode -s e

formular a reação geral:

/;0
R-(CH 2 ) -C-C + 02n H \.2 H

~
3 *
R- ( CH )

},o
2 n - C'\

H

+ HCOOH

Com muito menor eficiência esta reação também deve

rer com ãcidos, pois partindo-se de ãcido butírico

.ocor-

pode

ser identificado o acetalderdo, possivelmente tendo propa-

n a1 como i nte rmedi ãr i o (HAUN!! !J.., 1980) :
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o
li

H C-CH -CH - C

3 22\
OH

+ 02
HRP
~

C02

o
li

> H C-CH - C
3 2 \

H

02
\: HRP

+
HCOOH

O
I;

> H3C-C
\

H

No caso de ãcidos graxos longos, a oxidação ao a1deído in-

ferior ocorre com eficiência em plantas superiores onde e

promovida pelo sistema da a-peroxidase (MARTIN & STUMPF,

1959).

Estas reaçoes que conduzem ao a1 deido

i nfe ri or não são quimio1uminescentes, entretanto a forma-

ção de estados excitados trip1ete foi evidenciada oor trans. -
ferência de energia para aceptores fluorescentes (HAUN et

.!.!., 1980). No caso do sistema da a-peroxidase existe evi

dência de um precursor a-hi droperõxi do (SHINE & STUMPF,

1974), tal como e de se esperar para um processo

ao a1deido excitado:

que 1e va

/0 H /0
'i'" I //

R-CH2-C --> --> R - C - C" I "
OH OOH OH

H O O
I Q /1

> R - C - C ~> R- C
I I ~ \
O-O C02 H

1.5 IMPORT~NCtA BIOLOGICA DOS ~CtDOS DE CADEtA CARSDNICA

CURTA, EM ESPECIAL A DO ~CtDO BUTfRtCO

~cido butirico exerce uma seri e de e-

feitos bio1õgicos. Quando adicionado ã cultura de cé1u-

1as, i nduz re ve rs i ve 1men te vãri as modi fi cações bioquími-

cas e morfo1õgicas (HAGOPIAN~ ~., 1977; PRASAD, 1980 ;
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za destas induções, pare ce t r a t a r- s e

Não estã ainda estabelecida a nature

de uma

BELL g: JONES, (982).

entretanto,

atuação a nível de genoma.

Comparação entre ãcidos homõlogos

dica que a atividade e sempre mãxima a nível de ãcido bu-

in-

tírico, às vezes de forma dramãtica (LEDER & LEDER,1975),

1979 ;outras vezes menos acentuadamente (COUSENSet ~..
SAMUELS et ~., 1980). Dois exemplos são mostrados na fi-

calina de cél ul as HeLa (DEUTSCH !!~.. 1977)

gura 1.3 referentes à indução de atividade de fosfatase al

e a inibi

ção de deacetilase de timo de vitela (KRUH, 1982).

90

<
U-u.'-
U
LU
a..

W(J)
Cw

ê3
s:
i=<

10

2 3456 2345

COMPRIMENTO DA CADEIA

90

1°<
(,)--
a:3-
Z

~

-, 10

6

Efeito dos ãcidos alifãticos (C2-C6) sobre a:
(A) induçao da atividade da fosfatase alcali-
na de células HeLa e

(BJ iniBição da deacettlase de ti mo de vitela,

FIGURA1.3 -
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1.6 OBJETIVOS DA TESE

Visto que espécies exci tadas triple-

tes geradas enzimaticamente s ao capazes de transferir

energia para diversos aceptores incluindo macromoleculas

(AUGUSTO ~ ~., 1978; De MELLO~ ~., 1980; De MELLO

~ ~., 1982; FALJ ONI ~ 21., 1978; MENEGH INI et ~. ,

1978; RIVAS-SUAREZ li ~., 1984), torna-se importante

veri fi car o efeito destas espécies em estruturas mai s

compl exas,. Assim sendo, este trabalho objetiva a procura

de emissões sensitizadas ou induzidas em cloropladtos e

mi cros ornas. Com este intuito utilizou-se como geradores

de espécies excitadas triplete, os sistemas aldeídos 1i

neares/HRP/02 ' que devido a não serem emissivos são po-

tencialmente úteis na procura de emissões induzi das. Com

tais estudos pretende-se obter informações adicionais com

respeito ao mecanismo de formação de especies excitadas e

transferência de energia. Adicionalmente, surge inerente

a es te es tudo a oportunidade de analisar os resultados

considerando o comprimento da cadeia carbônica do substra

to; isto é potencialmente importante em relação ã origem

das múltiplas atividades biolõgicas dos ãcidos graxos li-

neares curtos.
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REAGENTES

Reagentes

- Acetato de sõdio

- Acetona

- Ãcido clorídrico

- Albumina

- Ascorbato

- Azul de tetrazoli um

- t-BuOOH

- Butanal

- Catal as e

- Cloreto de magnesio

- Cloreto de potãssio

- Cloreto de sõdio

- Clorofila a

- CTAB

- EDTA

- Etilenodiaminotetraceato
de s õdi o

- Desoxicolato de sõdio

- Eosina amarela

- Etanal (Acetaldeido)

- Etanol

- Fluoresceina

- Fosfato bibãsico de potãssio

28.

MATERIAIS E MtTODOS

Procedênci a

Ca r 1 o E rb a

Merck

Ca r 1 o E rb a

Sigma

Sigma

Mann Research Lab.

Sigma

Fluka

Sigma

Merck

Carlo Erba

Qeel

Si gma

Merck

Quimbras

Quimbras

Sigma

Mer ck

Merck

Merck

B. D.H.

Merck



- Fosfato monobãsico de potãssio

- Glucose

- Glucose oxidase

- Hemina

- Hexanal

- Hidrõxido de s õdi o

- Histidina

- HRP

- I AA

- IBAL

- NADPH

- Pentanal

- Pirofosfato de sõdio

- Pro pan a1

- Rosa bengala

- SKF - 525A

- Sorbitol

- Sulfato cuprico

- Superõxidoo dismutase

- Tioureia

- Tripsina

- D- e L- triptofano

- TBA

- Tri s

~

29.

Merck

Becto

Sigma

Sigma

Fluka

Merck

Si gma

Sigma

Merck

F1uka

Sigma

Fluka

Fluka

Fl uka

Fisher Scientific

Smith Kline & French

Sigma

J. T. Baker

Si gma

Sigma

Si gma

Si gma

Merck
"

Riedel de Hae n
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I 1.2 APARELHAGEM

As medidas de consumo de oxigênio foram

feitas num monitor biolõgico de oxigênio da IIVellow Springs

Instruments" , modelo 53 e num manômetro Warburg.

Os espectros na região ultra-violeta e

visível foram obtidos num espectrofotômetro de duplo fei-

xe Zeiss DMR-10.

Para as medidas de quimioluminescência

utilizou-se um contador de fõtons construido neste 1ab ora-

t Õr i o (I NABA ~ 21., 19 79 ) composto de uma vãlvula fotomul

tiplicadora Hamamatsu R-562 acoplada ã um contador de fõ-

tons Hamamatsu C-767. Este equipamento ê provido de um

disco giratõrio contendo vinte e cinco filtros de vidro

(Toshiba e Corning) que cobrem a faixa de 400 a 700 nm

pe rmi ti n do a obtenção de espectros de emissão.

Os espectros de fluorescência foram

obtidos num espectrofluorimetro Perkin Elmer MPF-4. Não

foram feitas correções para a fonte de excitação nem para

o monocromador.

I I .3 MtTODOS

I I .3. 1 Purificação e armazenamento do 'SAL e aldeídos

alifãticos lineares

O IBAL foi destilado sob borbulhamento

de N2' Todos estes aldeidos foram mantidos em atmosfe-

ra inerte a -200C.
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I I .3.2 CTAS

o CTAB foi recristalizado de acetona/m~

tanol (85:15, vol:vol). A concentração micelar críti ca

( cmc) deste detergente foi determinada pelo metodo da

tensão superficial em tampão fosfato O,lM, pirofosfato 38,5

mM, pH 7,4 e 0,43 M de etanol. O valor obtido foi

5xlO-5 M. (I.L. Brunetti, comunicação pessoal).

de

I I .3.3 Cl orofi 1a

A clorofila comercial foi solubilizada

em etanol imediatamente antes de sua utilização e mantida

em gelo ao abrigo da luz. A concentração de clorofila foi

determinada espectrofotometricamente a 660 nm
4 - -1

6,94 x 10 M cm ). O espectro de absorção

(setanol =
neste solven

te ap re se n t a a relação A431/A665 = 1,023 (SEELY e JEN

SEN, 1965).

A clorofila foi incluida em micelas de

CTAB atraves da adição da solução etanõlica desta

solução aquosa do detergente.

a uma

I r . 3.4 Extrarão de cloroplastos

Os cloroplastos foram extraidos de fo-

1has de espinafre [Sp..tna.c.e.a. ote.Jt.a.c.e.a.! segundo COCKBURN !.!
alo (1968).

O metodo de extração consiste na tritu-

raçao de 50 g de folhas (sem o talo central) cortadas em p!
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quenos pedaços, durante 3 a 5 segundos num liquidificador

domesti co em presença de 200 m1 de mei o de extração ( s orb i -
to1, 0,33 M; pirofosfato de sõdio, 0,01 Me c1oreto de magn!

sio, 0,1%, pH 6,5). Este material e filtrado atraves de

gaze, centrifugado a 4.000 xg e ressuspenso em meio de sus-

pensão (sorbito1, 0,33 M; ãcido N-2-hidroxieti1piperazina

N'-2-etano1ssulfônio,. 0,05 M; c1oreto de mangânês, 1 mM; e-

ti1enodimaminotetraacetato de sôdio, 2 mM; pH 7,6). A ex-

tração é efetuada a 40C ao abrigo da luz.

Os c1orop1astos resultantes são íntegros

exceto pela ruptura das suas membranas externas, sendo capa-

zes de promover fotofosfori1ação, evolução de oxigênio e re-

dução de aceptores de e1etrons na presença de cofatores ade-

quados, mas são incapazes de fixar C02.

A funci ona1i dade da preparação foi ates-

ta da pela sua capacidade em efetuar a reação de Hill, se-

gundo as condições de ASH !.!~. (1961).

I 1.3.5 Dosagem de c1orofi Ia em c1oroplastos

O conteúdo de clorofila total nos c1oro-

p1astos foi determinado espectrofotometricamente

da extração em acetona 80% utilizando a seguinte

por meio

equação

( VE RNON, 19 6 O) :

clorofila total (pg/mL) = 6,45(A66S} + 17,72(A649)
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I I .3.6 Extraxão ~~rosomas

A fração mi cros orna 1 foi p rep a rada de fi.

gados de ratos machos pesando aproximadamente 200 g. Os fí-

gados foram perfundidos "in situ" com solução salina, pica-

dos e homogeneizados com uma solução contendo KCl 140 mM e

KH2P04' 10 mM, a pH 7,0.

10.000 9 por 20 minutos.

O homogenato foi centrifugado a

o sob ren adan te recolhido foi cen

trifugado a 100.000 xg por 60 minutos. O precipitado foi

ressuspenso e a operação acima foi repetida. A fração mi-

crosomal isolada foi então utilizada ou estocada a -20oC

num período mãximo de duas semanas.

I 1.3. 7 Dosagem de Protefna microsomal

A {;oncentração proteica da preparaçao

microsomal foi estimada pelo meto do do biureto

albumina seri ca bovina como padrão..

util i z an do

I 1.3.8 Tratamento com fenobarbital

o tratamento com fenobarbi tal consiste

em permi ti r aos ratos o consumo de ãgua contendo 0,1% da

droga durante os cinco dias que antecedem o sacrifício dos

mesmos.

I I .3.9 posagem de ~~lonaldefdo

A formação de malonaldeído

nhada como descrito por BUEGE e AUST (1978).

foi acompa-
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I 1.3. 10 Tratamento de microsomas com tripsina ou

desoxicolato de sódio

Estes tratamentos foram efetuados como

descrito por De PIERRE & DALLNER (1975). Incubbou-se mi-

crosomas com tripsina (50 ~g/mg de proteína microsomal)ou

desoxicolato de s5dio (0,05%/mg de proteína mi t:ros orna 1

por 10 minutos a 300C. Interrompeu~e aprote51ise (trata-

mento com tripsina) pelo resfriamento do material atra-

vés de banho de gelo. As suspensões provenientes destes

dois tratamentos foram recentrifugadas a 100.000 xg por

60 minutos. Nos experimentos foram utilizados quantida -

des de precipitado e sobrenadante originados de mi eros 0-

mas ín teg ros contendo 8 mg de proteína. Em experimentos

controle, microsomas sofreram o processamento acima des -

crito exceto peia adição de tripsina e de desoxicolato.

I I .3. 1 1 Adição de clorofila a microsomas

Cl orofi 1 a foi adi ci on ada a mi cros ornas

(8 mg de proteína). Es ta mi s tura foi agi tada (mecani C!

me n te) por 20 segundos, a seguir adicionou-se 1 ml de

tampão e a amostra foi novamente agitada por 20 segun-

dos. o vol ume (3 ml) foi completado pel a adi ção de tam-

pao e a reação iniciada. A concentração final de cloro-

fi 1a nes tes expe rimentos foi de 1,5 ~M.
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I 1.3. 12 Condições experimentais

Os experimentos que contiverem HRP fo-

ram iniciados pela adição da enzima. Etanol (0,5 M) foi

adicionado ã mistura reacional com o intuito de facili-

tar a solubilização dos substratos. O volume final da mis

tu ra reacional foi de 3 ml.

Os experimentos referentes a II!.1

ram efetuados em tampão fosfato 0,5 Mjpirofosfato 0,04

fo-

M,

pH 7,4. Vãrios tipos comerciais de HRP foram utilizados e

quando não especificado fez-se uso de HRP tipo VI (211M).

A temperatura (salvo quando mencionada) foi de 40oC. Condi

ções experimentais particulares aos demais capítulos s ao

especificadas nos subcapítulos que antecedem a ap res en ta-

ção dos resultados (II!.2.2 e IV.2).

I 1.3. 13 Adição de glucose/glucose oxidase/catalase

Em experimentos nos quais adicionou-se

glucose (0,3%) /glucose oxidase (0,4 ]..1M)/catalase (O , O 4

11M), o volume fina1 foi'de 25 ml, sendo que as concentra-

çoes dos reagentes (mistura padrão de reação) foram manti

das. A cela de reação foi completamente preenchida com

tampão e vedada com

solução com o ar.

parafilme para prevenir o contato da
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I I .3. 14 Cálculos de rendimento quântico ~
guimioexcitação x rendimento quân-

tico de transferência de energia

A emissão integrada foi comparada a

uma mistura padrão de 2,5 difeniloxazol (PPO) e 1,4 bis

2-(5-feniloxazolil}-benzeno (POPOP) contendo uma fonte de
14 C

'
1 6 f

~

1-1 -1 - .
que emlte 6,2 x O otons.m .seg com maXlmo a

416 nm. Os valores de 1>quimioexcitação x 1>transferên-

cia de energia foram calculados com base no numero de fõ-

tons emitidos por molicula de oxigênio consumido e levan-

do-se em conta o rendimento quintico de fluoresc~ncia

aceptor (clorofila), o rendimento de quimioexcitação

do

da

espécie triplete doadora e a resposta da fotomultiplicad~

ra na região do vermelho.



I I I. OXI DAÇAO AEROBICA DOS ALDEfDOS ALIFÃTICOS LINEARES

(CZ-C6)'CATALISADA PELA HRP

11 I .1 ESTUDOS CINtTrCOS COMPARATIVOS, TRANSFERENCtA DE

ENERGIA PARA CORANTES XANTtNICOS E CLOROFILA

EM MICELAS

I I t. 1.1 Resultados

A utilização dos aldeídos lineares C2-C6

como substratos da HRP e limitada pela baixa solubilidade

de C5 e C6' Nas concentrações de aldeídos necessãrias pa-

ra as medidas polarogrãficas de consumo de oXigênio somen te

C2' C3 e C4 são totalmente solúveis. A reação C2/HRP/02
a-

presenta-se anômala, a velocidade de re aç ao e 1en tas en do

que as vezes o consumo de oxigênio não e detectãvel, entre

tanto a oxidação aerõbica de C3 e C4 catalisada pela HRP e

mensurãvel e pode ser observada com diferentes tipos comer-

ciais da enzima (diferentes misturas de isoenzi-mas). As ci-

neticas de consumo de oxigênio referentes a C3 e C4/HRP/02

são apresentadas nas figuras Irr.l e III.2 respectivamente.

Utilizando a tecnica manometrica de con-

sumo de oxigenio (Warburg), ê possível acompanhar as re a-

çoes aldeído linear/HRP/02 em concentração de substrato

onde todos são solúveis (8 mM). A velocidade de consumo de

oXigênio e extremamente lenta, mas é possível inferir a se-

guinte sequência de reação: C2<C3<C4"'C5~C6'
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Visto que estes sistemas não são emissi

vos a formação de estados excitados deve ser monitorada

através da transferência de energia para moléculas acepto-

ras capazes de fluorescer,tais como: fluoresceina, rosa ben

ga 1a e e os i na. Destes corantes xantênicos e os i na most ra-

se mais adequada, uma vez que fluoresceina é extensivamente

destruida quando exposta a estes sistemas e rosa bengal a e
menos eficiente na monitoração dos estados excitados ge ra-

dos por estas reações. Medidas de emissão de luz são acom-

panhadas avãrias concentrações de substratos (2,4,8 e 80

mM) e em alguns casos com vãrios tipos de HRP. Os resulta

dos são resumidos na tabela III.l que rel aci ona ordena

damen te a: intensidade de emissão da fluorescência de eosi

na observada com os diferentes homõlogos. Na mai ori a

dos experimentos C4 promove a mais intensa emissão de luz.

Alguns dos resultados mais acentuados a nivel de C4 são a-

presentados nas figuras III.3, 111.4 e III.5.

RI VAS-SUA RE Z & CI LENTO (1 9 81 ), ob s e r v a -

ram uma discriminação quiral na supressão, por 0- e L-tript~

fano da fosforescência da acetona triplete gerada enzimati-

camente. Isto os levou a concluir a existência de uma"pr~

teção" da espécie excitada pela enzima. Projeções de Stern-

Volmer para a supressão por 0- e L- triptofano de acetaldei

do e propanal triplete gerados enzimaticamente (ambos moni-

torados por eosina). são apre~entados nas fi guras 111.6 e

III.7 res pe cti vamen te. Observa-se que não existe discri-

minação quiral na supressão de acetaldeído triplete, entre-

tanto um certo grau de discriminação ê observado no caso do

propanal triplete indicando uma proteção deste pelo menos



TABELA 111.1 Sequência das intensidades da fluorescência de eosina produzida durante a oxidação

aerõbica dos alde;dos alifãticos lineares C2-C6 catalisada pela HRP.

HRP

tipo

concentração do Alde;do

2 mM 4 mM 8 mM 20 mMa 80mMb,c---
C4»CÇC6-C3 C4»C5>C3 C4»C3

II C4>C6>C5>C3 C4>CÇC3 C4»C3

VI C4>C3»C5> C6> C2 C4>C3»C5>C6>C2 C4>C3> CÇC6 C37C4

VII C3>C4

VII I C3-C4

IX
C3>C4

x C3>C4
-

aC6
- - b

nao soluvel; C5 e C6

emissão relativamente insignificante de C2

não sol Üve i s ;
.j::>

c
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[TRIPTOfANO]x10~M

Projeção de..Stern-Volmer para a supressão
do acetaldeldo triplete por D- (0-0-0) e
L- triptofano ( ). A formação de ace
taldeido trtplete, gerado na oxidação ae=
rõbica do propanal (80 mM) catalisada pe-
la HRP, foi monitorada pela fluoresc~ncia
da eosina (lxlO-5M). Temperatura= 38 C.
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5
M

Projeção de Stern-Volmer para a supressão
do propanal triplete por D- (0-0-0) e L-
triptofano(.o-o-o). A formação de' propa-
na.l triplete. gerado na oxidação aerõbica
do butanal (80 mM) cataHsada pela HRP,
foi monitorada pela fluorescência da eosi
na (lxl0-5t.1). Temperatura = 380C.
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parcial.

A adição de CTAB ã mistura reacional pr~

picia a total solubilização dos aldeídos C5 e C6 mesmo em

concentração 80 mM, assim sendo, é possível obter cinéti cas

de consumo de oxigênio de toda a série homõloga C3-C6 (Fig.

III.8). CTAB não afeta significativamente a velocidade de

consumo de oxigênio dos aldeídos jã solúveis no meio reacio-

nal (C3 e C4)' entretanto acelera acentuadamente a veloci-

dade de reação para C5 e C6' Este aumento na velocidade de

reaçao reflete-se nas cinéticas das emissões monitoradas por

eosina (Fig. 1II.9).

Clorofila solubilizada em micelas é um

eficiente detector de espécies eletronicamente ex ci t adas

(BRUNETT1 ~~., 1983). Os aldeídos triplete gerados nas

reações aldeído linear/HRP/02 também transferem energia pa-

ra clorofila solubilizada em micelas de CTAB (Fig. III.10);

a emissão aumenta com o aumento da cadeia carbônica do subs-

trato (C3 -+- C6)' ° espectro de emissão (Fig. 111.11) coinci

de com o espectro de fluorescência de clorofila.

I ti. 1.2 Discussão

A escolha em se trabalhar com uma s é ri e

homõloga de aldeídos lineares, substratos de HRP noi motiva

da pela série de efeitos biológicos induzidos pelo ãcido bu-

tírico (vide I.5). Suas multiplas atividades sugerem que

este ãcido age sobre um processo chave. Como hipõtese de

t r ab a 1h o , ele poderia atuar sobre uma molécula fotocrômica
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FIGURA 111.8 - Oxiginio consumi~o durante a oxidaçio aer5bica
dos. aldeídos (C,-C6) (80 mi~) catalisada pela
HRP, na presença ae CTAB (0,5 mM).
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1 2MINUTOS
FIGURA III.9 - Fluorescência de eosina (lX10-5M) promovida

durante a oxidação aerõbica dos aldeídos
C3-C6 (80 mM) catalisada pela HRP, na pre-
sença de CTAS (0,5 mM).
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1 5minutos

FIGURA IIL10 - Fluorescência de clorofila (2,4]lM)
promovida durante a oxidação aerõ-
bica dos aldeídos C3-C6 (1 mM) ca-
talisada pela HRP (111M), na pre-
sença de CTAB (0,3 ml~).
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através de espécies eletronicamente excitadas (P*) gerando

uma forma biologicamente ativa. Esquemati zando:

ãci do butfri co +
°2

.J:I..I3!...> - > p*

A" ~ ~'A1, a

P

onde A. e A são formas biolõgicas inativas e ativas de uma1 a

molécula fotocr6mica. Isto representaria um "processo fo-

tobioquímico na ausência de luz" (CILENTO, 1982) anãlogo a

interconversão do fitocromo (AUGUSTO!!!.l., 1978).

tos destes processos fotobioqufmicos "escuros", a

Em mui-

doadora excitada é um carbonilo triplete gerado na

espécie

oxida-

çao aeróbi ca de substratos apropri ados, catalisada pela

HRP (AUGUSTO ~!.l., 1978; BRUNETTI ~~., 1982).

Teria sido interessante estudar uma se-

rie homõloga de ãcidos carbo,.xílicos alifãticos lineares co-

mo substratos da HRP e observar um efeito especial associa

do com~o homõlogo C4' em particular um maior rendimento de

estados excitados, entretanto a oxidação enzimãtica destes

ãci dos é extremamente lenta (HAUN ~.~., 1980). A investi

gação de uma série homõloga de aidefdos alifãticos lineares

reflete o fato de que, pelo menos em certos casos, ácidos
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sao convertidos ~ vivo no aldeído (JOHNSON & GILBERTSON,

1972 ; NATARAJAN & SASTRY, 1976; UL IT 7UR & HASTI NGS, 19 78 ;

DAY & GOLDFINE, 1978; CLARK & CRONAN, 1980; BISHOP & HA-

J RA, 1981; De POOTER ~ ~., 1981; RODRIGUEZ !! ~. ,1983).
Adicionalmente, no único caso em que o ácido butirico e

comparado a butanal - indução de diferenciação eritrocitã-

ri a em celul as eri troleucêmi cas de ratos (MALININ & EBERT,

1980) - o aldeído mostra-se mais eficiente.

E' i n tere s s an te not a r que mai or i nte ns i -
dade de emissão monitorada por eosina é, na quase totali-

dade dos experimentos, obti da com a reação C4/HRP/02 sem

que a este fato se associe uma maior velocidade de reação.

Se bem que a discriminação quiral sô possa ser estudada com

os homõlogos C3 e C4' e importante notar que C4 jã aprese~

ta comportamento diferente do homôlogo C3'

De modo geral, os resultados suportam

a hipõtese de trabalho inicial

da por algumas suposições: (i)

se bem que esta seja limit!

uma ve z que a 1guns compos-

tos estruturalmente não relacionados ao ãcido butirico(BELL

& JONES, 1982) tambem exercem algumas das atividades men-

ci on adas , supõe-se neste caso que o mecanismo seja difere~

te do operante com a série homôloga dos ãcidos, (ii) embora

a conversio de icfdo a aldeido tenha ~tdo demonstrada para

ácidos graxos longos (JOHNSON & GILBERTSON, 1972; NATARAJAN

& SASTRY, 1976 ; ULI TZUR & HASTI NGS, 1978 ; DAY & GOLDFINE,

1978; BISHOP & HAJRA, 1981; RODRIGUEZ!!~., 1983), e para

ãci do acetico (CLARK & CRONAN, 1980) e propionico (De POO-

TER!! !l., 1981), ass ume-se que a conversão pode tambem
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ocorrer com outros ãcidos alifáticos e com eficiências si-

mil a re s . Curiosamente, em um caso de administração de ãci

do butürico (De POOTER ~~., 1981). acetaldeído e buta-

nol são encontrados, sugerindo que butanal e propanal

gerados como intermediãrios.

são

A hipótese de que ácido butírico age

atravis de um produto excitado numa molicula fotocr~mica

pode explicar a rapidez e completa reversibi1idade dos

efeitos produzidos por este ãcido e seus homólogos.

Quando es tas re ações são e fe tu adas na

presença de CTAS, a intensi dade mãxi ma de emi ssão moni tora

da por eosina ou clorofila aumenta com o aumento da ca-

deia carbônica do aldeído. Isto presumivelmente s e de ve

a um efei to mice1 ar que favorece a reação com os homõlogos

s upe ri ores. nao se encontrado portanto efeito mãximo em

C4'

Observa-se que os homõlogos superio-

res tambem levam a uma maior emissão com c10roplastos e

microsomas (vi de 111.2 e IV).
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I I 1.2 TRANSFERtNCIA DE ENERGIA PARA CLOROPLASTOS

11 I .2. 1 Cloroplastos, - Estrutura e Função

C1oroplastos típicos de plantas superi~

res são organelas 1entiformes com um diâmetro de 3 a 10~m.

Possuem um sistema tr;plice de membranas, duas externas .que

definem e compartimenta1izam a organela e uma interna, b as

tante complexa e densa embebida na matriz. A membrana i n-

terna consiste no empi1hamento de membranas na forma de dis

cos que são chamadas de ti 1acôi des, on de es tã con ti do to-

do o aparato fotossintetico.

Tratamento brando com detergentes e sub

sequente fracionamento permite isolar três principais com-

plexos macromo1ecu1ares dos ti 1acôi des (BOARDMAN!! a1.
1966; JENNINGS ~ ~., 1980): (i) fotossistema II(PS 11),

que contem uma molécula de clorofila especializada denomin~

, da P-6 80 e um complexo antena constituído por centenas de

mo1eculas de clorofila e pigmentos acessõrios); ( i i ) um

complexo clorofila ajb-proteína captador de luz (1I1ight-

harvesting ch1orophy11 ajb-protein complex-LHCP) e (iii)

fotossistema r CPS I) constituído por uma clorofila espe-

cia1izada P700 e um comp1exo an ten a.

Nos c1orop1astos ocorre a fotossíntese

que e o processo bio1õg,'co da conversão de energia 1umino-

sa em energia química. Este processo se realiza em duas e-

ta pas : reações luminosas e reações escuras. Nas reações

luminosas a clorofila e outros pigmentos absorvem en e rg i a

luminosa que e convertida em energia química na forma de
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ATP e NADPH através de um sistema de transporte de e1é-

trons da ãgua (ou outra molécula doadora de hidrogênio) ao
+ -

NADP. Nas reaçoes escuras o ATP e NADPH, formados nas

reaçoes luminosas, são utilizados na biossíntese de car-

boidratos (ciclo de Ca1vin).

Nas reações luminosas estão en vo1 vi dos

os PS I, PS I I e uma serie de moléculas transportadoras de

elétrons. A figura II I. 12 esquematiza o fluxo de e 1ét ro ns

através dos diversos transportadores e localiza os sítios

de fos fori 1ação.

Em c10rop1astos isolados observa-se uma

via alternativa do fluxo de elétrons que envolve s omen te

o PS I e alguns dos aceptores de elétrons da cadei a. Es ta

via não forma NADPH nem libera oxigênio. entretanto

um sítio de fosforilação (fotofosforilação c1clica).

pos s ui

" r.2.2 Intera~ão de cloroplastos com sistemas

ge radores de aldefdos alifáticos li-

neares triplete

Os experimentos são efetuados em tampão

fosfatoO,5 MjpirofosfatoO,04M, pH7,4. As concentrações

dos reagentes na mistura reaciona1 são: HRP (tipo VI), 2~M;

clorop1astos contendo 3,5 ~M de clorofila; a1deídos(C2-C6)'

80 mM; etano1 O,5M. Deve-se salientar que os homõ10gos C5

e C6 não estão totalmente solubi1izados quando utilizados

na concentração acima especificada, entretanto são também

descritos experimentos efetuados a óaixas concentrações

e 2 mM) de a1deído.

(8
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I I 1.2.2. 1 Resultados

Emissão de luz proveniente de

c10roplastose promovida tanto pelos aldeídos C2-C61 como

pelas reações C2-C6/HRP/02 (Fig.III13A-+-E). Estas emis-

sões situam-se acima de 630 nm, como atestado pelo uso de

filtro. As curvas de consumo de oxigênio das reaçoes

C2-C6/H RP/02 na presença e na ausência de c1 orop 1 as tos

são apresentadas na figura III.14. C1 orop 1 as tos diminuem

discretamente a velocidade das reações C3-C4/HRP/02'

demais não chegam a esgotar o oxigênio,sendo que para

as

C2

e C6 a velocidade e extremamente baixa.

consumo de oxigênio na ausência de HRP.

Não se observa

A emissão induzida pelo a1deido e ra

pida e em decaimento, sendo que no caso de C5 e C6 ela

maior e mais persistente. Quando HRP é adicionada após

e

o

decaimento da emissão a1deído/cloroplasto, desenvolve-se

uma nova e persistente emissão com as mesmas caracteris-

ti cas daque1 a observada quando HRP ê adi cionada inicial-

mente. (Fi g. II!.13)

Os sistemas C2-C6/HRP/c10rop1astos

aldeídolc1oroplastosensaiados a caixas concentrações

e

do

a1deido (2 e 8 mM) mostram que a emissão do sistema que

con têm H RP e semp re mai or do que aquela promovida somen

te pelo aldeldo. As inten~idades de emissão seguem a or-

dem C6>C5>C4"C3",C2 (2 mM) e C6>C5",C4"C3>C2 (8 mM).

Superõxido dismutase (100 U) e cata1a-

s e (1 x 1O7 ~1) não alteram a emissão de luz [3roveniente
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Emissão de cloroplastos promovida pela oxi
dação aerõbica catalisada por HRP dos ar:'
deidos (80 mM}:A, acetaldeido, B, propa-
nal,C, butanal, D, pentanal, E, hex~nal.
A linha tracejada corresponde a emissao de
cloroplastos desencadeada pelo aldeido. Em
B-E o efeito da adição posterior de HRP,
i ndi cado pe 1a f 1e ch a. t aro5efi é most r ado.
A emissão proveniente de cloroplastos so-
zinhos e insignificante. .

FIGURA 111.13-
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das reações C2-C6/HRP/02/cloroplastos.

As emissões provenientes dos sistemas

C3-C4/HRP/02/cloroplastos nãC! estão correlacionadas ao con

sumo de oxigênio (Figs.II113.§. e ~ comparadas a lII.14),

entretanto quando se esgota extensivamente o oxigênio do

meio, através da adição de glucose!glucose oxidase/catala-

se, a emissão decai abruptamente (Fig. lII.15).

A emissão da reação C5/HRP/02/cloropla~

tos e suficientemente intensa para que seu espectro s ej a

registrado em fluonmetro convencional (Fig. lI!. 16). °

espectro de emissão mostra intensidade máxima a 685 nm, re-

gião na qual se situa a fluorescência de clorofila. As

reaçoes C2-C6/HRP/02 também transferem energia para cloro-

fila livre em solução, porém a intensidade da emissão é

acentuadamente menor quando comparada as obti das com o

uso da clorofila em micelas e cloroplasplastos.

vavelmente se deve ao baixo rendimento quântico

1s to p ro-

de fl uorês

cência da clorofila em água (~F - 0,001).

91e te S1 da

As eficiências em povoar estados

clorofila foram calculadas baseadas no

sin-

cons u

mo de oxigênio e assumindo que o rendimento quântico de

fl uores cên ci a c~ F) da c 1o ro fi 1a em cloroplastos é de a-

proximadamente 0,01 (Tabela TI!.2). Fos fores cên ci a de

clorofila ( À - 960-980 nm) não seria detectada pela apamax -
relhagem utilizada. ° homõlogo C2 não estã contido na

Tabela devido ao baixo (e às vezes não detectãvel) consu-

mo de oxigênio. Os valores referentes ao homõlogo C6 tam-
bém não foram incluidos devido a baixa velocidade de rea-
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TABELA 111.2 - Eficiências das reações aldeído/HRP/02 popularem o estado singlete
clorofila em cloroplastos.

51 da

a 80 mM; b valores após o primeiro minuto para minimizar a contribuição da emissão aldeí-

do/cloroplastos; c cI>pde clorofila em cloroplastos - 0,01 (KOCHUBEI~ Q... 1980); d cal-

culado atraves do numero de estados 51 populados dividido pelo numero de moléculas de 02
cons umi das.

C))
00

qui ;'j- oexi tação

I,

I n te rv a 1o de Moles de 02 NQ de fõtons NQ de es tados

Aldeído a tempo b
c x

consumidos emi ti dos 51 populados
cI>transferênci a

d
(minutos)

I

-

Propanal (C3) 1 - 7,1 5,2xlO-7 3,7X1010 3,7X1012 4,2xlO-5

Butanal (C4) 1 - 8,5 5,3X10-7 5,7xlO-7 5,7X1012 6,3X10-5
I

Pentanal (C5) 1 - 3,0 7,5X10-8 3 ,4xlO 10 3,4xlO12 2,6X10-4
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çao e C6/cloroplastos possuir emissão equivalente ao

tema completo. Os valores referentes a C5 incluem

te da emissão desencadeada em cloroplastos somente

aldeído.

sis-

pa r-

pelo

Nenhum dos sistemas e capaz de reduzir

azul de tetrazolium, um aceptor de Hill.

I I I .2.2.2 Discussão

Devido aos cloroplastos possui -
rem significativa atividade peroxi dãsi ca (HENRY et a 1 . ,

1981), deve ser considerada a possibilidade desta ser res-

ponsãvel pela emissão desencadeada pelo aldeído, entretan

to isto parece improvãvel pois nenhum dos sistemas C2-C6/

cloroplastos consome oxigenio. As emissões promovidas p~

10 aldeído devem provavelmente constituir um caso de lumi-

nes cên ci a escura ("dark luminescence"), refletindo a ha-

bilidade dos sistemas fotossintéticos totalmente relaxados

e a da p t a dos a o e s cu r o e mi tire m 1uz c omo c ons e quê n c i a de

certos tipos de estimulos (BJORN & SIGFRIDSSON, 1971; LA-

VOREl,1980;

1 9 82 ) .
LAVERGNE & ETIENNE, 1980; LAVOREL et a1. ,

Visto que as reações C2-C6/HRP/02 nao

são emissivas e que HRP não promove emissão em cloroplas-

tos, a emissão de luz proveniente das reações C2-C6/HRP/

°2/cloroplastos pode ser originãria de dois processos nao

excludentes, ambos como consequência da transferência de
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energia do aldeido triplete para o cloroplasto. Estes pr.2,

cessos sao: ( i ) emissão da clorofila sensitizada pe 1a

prõpri a transferência e, ( i i ) emissão da clorofila ex-

citada durante um processo induzido nos cloroplastos. A

transferência de energia dos aldeídos triplete para cloro-

fila é suportada pela capacidade dos sistemas C2-C6/HRP/02

transferirem energia para clorofila livre e/ou solubiliza-

da em micelas. Adicionalmente NASSI & CILENTO (1983) evi-

denciaram transferência de energia de ca rb oni 1os t ri p 1e te

para clorofila contida em cloroplastos.

Transferência de energia também pode

e s t a r o c o r re n do para fragmentos de cloroplastos, uma vez

que emissão de luz de aproximadamente mesma magnitude e

observada com frações enriqueci das em fotossistemas I e 11

(NASSI & CILENTO, 1984).

o processo que desen cadei a a excita-

ção de cloroplastos parece não eniVolver as espécies H202

e O~, visto que a catalase e superõxido dismutase não al-

teram a emissão de luz. A presença de etanol na mistura

reacional exclui a participação do radical HO', A pre-

sença de oxigênio singlete (102) é improvável, pois: Ci)

n ao existem evidências de sua formação durante a oxida-

ção dos alde;dos lineares catalisada pela HRP; Cii) caro-

tenõides presentes nos cloroplastos suprimem 102 CASADA ~
21., 1983); Ciii) as emissões provenientes das re açoes

C3-C4/HRP/cloroplastos não estão relacionadas com a

centração de oxigênio presente na solução.

con-
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A emi s são de c 1o r op 1as tos pe rm ane ce p r!

ticamente inalterada quando o oxigênio es tã esgotado e

disponível apenas por difusão. A persistência desta emi~

são pode refletir; (i) a dependência de ordem zero des s as

re ações em relação ao oxigênio indicada pela linear i dade

do consumo de oxigênio com os homõlogos C3 e C4: (ii) maior

tempo de vida das espécies triplete em bai x as concentra-

çoes de oxigênio, ou (i i i) a geraç~o de um processo emis-

sivo induzido cuja contribuição aumenta com o tempo.

Os resultados demonstram que a emissão

provem da fluorescência da clorofila, entretanto a particl

pação do primeira triplete (Tl) não é rigorosamente excluí-

da. Embora carotenõides suprimam eficientemente o T. daI

populaçõescl orofi 1a, pode ri am existir nos cloroplastos

não suprimíveis (provavelmente devido a flutuações na t u-

r ai s, re sLi1t ando no afastamento entre moléculas de clorofi

la e caroteno; KRASNOVSKY, 1982). Então, a participação do

triplete Tl da clorofila serã possível se a transferênci a

de energia se der para as moléculas não suprimiveis ou se-

gundo o mecanismo seguinte (KRASNOVSKY!.!~., 1981; JENSEN

!.!~., 1980; DALLINGER~~., 1981):

3Clorofila* + Carotenõide ~ Clorofila + 3Carote~õide*

3c -. * 3 -. * l c -'
d

*
C

-'
darotenolde + Carotenolde - arotenol e + arotenol e

lCarotenõide* + Clorofila ~ Carotenõi de + 1 *
Clorofila

Também o envolvimento de um triplete superior da clorofi-
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1a, que através do cruzamento intersistema povoa o estado

etSl da mesma,

a1. (1983).

pode ocorrer, como sugerido por BRUNETTI
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IV. QUIMIOLUMINESCtNCIA DE MICROSOMAS EXPOSTOS Ã OXIDAÇÃO

DE ALDErDOS LINEARES E OUTROS SUBSTRATOS CATALISADA

PELA HRP

IV. I RETrCULO ENDOPLASMATICO E MICROSOMAS

Estrutura e função. Quimioluminescência

o retículo endoplasmãtico consiste numa

complexa e extensa rede de membranas situadas no citoplas-

ma. Nestas membranas estão localizadas vãrias enzimas e sis

temas enzimãticos. Aproximadamente 60% do retículo endopla~

mãtico possue ribossomos aderidos a sua membrana - regiões

denominadas de retículo endoplasmãtico rugoso. A cons ti tui

ção aproximada do retículo endoplasmãtico é de 70 % de pro-

teTnas e 30% de lipídeos (dos quais 85% são fosfolipídeos) .

Algumas das funções associadas a esta organela são: 'me tab 0-

lismo de xenobiõticos, síntese e transporte de um grande nú-

mero de proteínas, síntese de coles te rol, fosfolipídeos e

t ri 9 1 i ce rí de os ,

gêni o.

além da participação na clivagem do glico-

o ret;culo endoplasmãtico de fígado res-

ponde a fenobarbital e outros xenobiõticos, aumentando seu

volume e ãrea de superfície, juntamente com um substancial

acréscimo quantitativo do citocromo P450 (CONEY, 1967).

Contrãrio a outras organelas, tais como

mitocôndrias e lisossomos, o retículo endoplasmãtico se ro~

pe extensivamente quando o tecido é homogeneizado. Os frag-
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mentos obti dos pela homogeneização formam vesícul as que

são chamadas de microsomas. Essas vesículas sao heteroge-

neas quanto ao tamanho, densidade e carga de superfície

( OALLNE R & E RNS TE R, 19 6 8 ; SIEKEVITZ, 1962). A membrana

microsomal externa corresponde ã superfície ci topl asmãti ca

do reticulo endoplasmãtico.

o reticulo endoplasmãtico contém flavo-

proteínas e citocromos que funcionam em reações de trans-

porte de elétrons requerendo oxigenio, NADH e NADPH. Um

dos principais sistemas de transporte de eletrons nos mi-

crosomas é o sistema do citocromo P450 dependente de NADPH,

que é classificado como oxidase de função mista ou monoxig~

n ase. Este sistema transfere elétrons do NADPH ao oxigê-

nio catalizando a hidroxilação ou de meti 1ação de um substra

to pelo oxigênio ativado.

Outro sistema de transporte de elétrons

envolve o citocromo b5' sua NADH desidrogenase e uma fer-

roproteína - dessaturase. O citocromo b5 reduzido par ti c i-

pa da dessaturação de ãcidos graxos. Essa reação con ve rte

o palmitil coenzima A (CoA) e estearil CoA em respectivame.!!

te palmitoleil CoA e oleil CoA. Em con di ções especiais o

NADPH citocromo P450 redu tas e pode também catalisar a tran~

ferência de equivalentes redutores do NADPH para o citocro-

mo b5 (ESTABROOK, 1978).

Esses

de elétrons microsomais

dois sist:!mas de transp.ort~

estão representados na figura

I V. 1.
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FIGURA IV.l Represen tação esquemãt; ca das reações

transporte de elétrons que ocorrem em

crosomas.
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Em microsomas e em outras frações sub-

c e 1 u 1 are s como n Ü c 1 e os , 1isossomas e mitocôndrias, po-

de ocorrer peroxidação de 1ipídeos (PLAYER & HQRTON, 1981;

YONAHA& OHBAYASHI, 1980; KOSTER & SLEE, 1980; VLADI MI ROV

~~., 1980; CHANCE ~ 2.]..,1979; FONG~~., 1973). Na

1i pope roxi dação ãcidos graxos insaturados são pe rox i da-

dos e clivados com formação de malonaldeído e outros pro-

dutos. Os microsomas estão entre as frações subcelulares

mai s ati vas e bem caracteri zadas com respei to ã peroxi d~

ção de lipídeos. Vãri as espécies reati vas de oxigenio,

e n t re e 1as íon superõxido, radical hidroxila e oxigê-

n i o si n g 1e te , parecem estar envolvidos tanto na fas e de

iniciação como na propagação deste processo ( AUST & PE-

DERSON, 1972; KI NG !.!~., 1975; NAKANO~ ~. , 1975;

FONG~~., 1973; LAY & PIETTE, 1977; SVINGEN et a 1. ,

1978; SVIGEN ~~., 1979).

A peroxidação de lipídeos é acompanha-

da por uma emissão fraca que tem sido atribuída ao oxigê-

nio singlete com uma possível contribuição da quimiolumi -
nescência de carbonilos (SHOAF & STEELE, 1974; NAKANO &

SUGIOKA, 1978; CADENAS !! ~. , 19 81 a; CADENAS & S IE S , 19 82 ) .
Vãrias classes de processos de lipope-

roxidação em microsomas podem ser distinguidos: (i ) um

processo nao enzimãtico e que pode ser induzido por as co r

bato; ( i i ) um processo enzimãtico dependente de NADPH

e ferro, o qual estã associado com a cadeia de transporte

de elétrons que catalisa a oxidação de xen ob i õti cos

(KOSTER & SLEE, 1980) e; (i i i ) um processo promovido

por hidroperõxidos o qual não requer doadores de elé-
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trons e cuja formação de estados excitados se dã através da

quebra do hidroperóxido pelo citocromo P450 (CAOENAS & SIES,

1982).

A quimioluminescência e a peroxidação

de lipídeos microsomal, provénientes do processo enzimãtico

(NAOPH dependente) são diminuídas na presença de catalase

e tioureia (KOSTER & SLEE, 1980), alem de serem aboli das

por EOTA (SHAH e tal., 1983). SKF-525 A (um inibidor do

citocromo P450) inibe efetivamente a quimioluminescência

microsomal promovida por t-BuOOH (CAOENAS & SIES, 1982).

IV.Z INTERAÇAO DE MICROSOMAS COM SISTEMAS

DE ESPtCIES EXCITADAS TRIPLETE

GERADORES

A não ser quando especi fi cado, os expe-

rimentos são efetuados em tampão fosfato 0,5 M pirofosfa-

As concentrações dos reagentesto 0,04 M, pH 7,4 a 370C.

na mistura reacional (3 mT) são: HRP (tipo VI), o ,5 ).1M;

mi cros ornas contendo 8 mg de proteína por reação;

na 1 ( C3) 80 mM; e t an o 10 ,5 M. Os resul tados são

propa-

al ta-

mente reprodutíveis com a mesma preparação microsomal,

entretanto preparações distintas podem acarretar mudanças

não acentuadas na intensidade e cinetica das emissões de

1uz. Todos os experimentos foram comparados a re açoes

controle com a mesma preparação microsomal.

Microsomas também foram expostos aos

sistemas IBAL/HRP/02 e I AA/HRP/02 ' os quais geram res -
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pectivamente acetona triplete e indol-3-aldeído triplete. O

fato desses sistemas jã serem emissivos, limita a

zação do processo desencadeado nos microsomas.

visuali-

I V. Z. 1 Sistema aldefdos lineares/HRP/OZ

IV.Z. 1.1 Resultados

Quando microsomas estão p re s e n te s

durante a oxidação aerõbica do C3 catalisada pela HRP

observa-se emissão de luz de baixa intensidade (Fig. IV.2).

Esta emissão depende do sistema completo, Poi s os s i s te -
mas C3/mi crosomas e HRP/mi crosomas não são emissivos.

A adição de microsomas (8 mg de p ro-

teína) provoca um aumento na velocidade de consumo de oxi-

gênio (Fig. IV.3). Pode-se notar que a emissão de luz per-

siste apos o oxigênio ter sido esgotado e disponível so-

mente por difusão (Fig. IV.4). O efeito de quantidades

distintas de microsomas no tempo de indução e intensidade

de emi ss ão e a p re s e n t a do n a fi gu r a I V.5 .

Quan do se substitui tampão fos fa to

por Tri s o sistema C3/HRP/microsomas ainda consome oxi-

gênio (Fig. IV.5), porem nao se observa emissão.

Cineticas de emissão de luz a vã ri os

pHs e diferentes concentrações de tampão

representadas nas figuras IV.7 e IV.8.

fosfato aparecem

Passando-se de 35

a 400C a emissão total aumenta em cerca de 30%.

na concentração de HRP na faixa de 0,5 a2,O pM

Variação

não induz
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FIGURA IV.2 - Quimioluminescência microsomal promovida

pelo sistema C3/HRP/02'
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FIGURA IV.3 - Oxigênio consumindo durante a oxidação aerõbi
cade C3 catalisada por HRP na ausência (---) e na presençi
(- ) ae microsomas (8 mg de proteTna). O consumo de oxi-
gênio por C3/microsomas tamóêm e apresentado (...).
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cia (_u) e presença (-J de microsomas. O
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aumento significativo da emissão.

Apesar da emissão de luz ser pouco in-

tensa ela e suficiente para se obter, com o uso de fi 1-

1

I

tros, o espectro de emissão aproximado. Este e apresen-

tado na figura IV.9. Para fins comparati vos, nesta figura

são incluídos tambem o espectro de microsomas oticamente ex

ci ta dos p C = 400 nm) e o espectro de emissão deex fi b ro-

blastos de ratos IÀexc = 488; (BENSON ~ 21., 1979) I.

Medidas da f o rm a ç ã o de malonaldeído

~

de microsomasexpostos por 15 minutos ã reação C3/HRP/02
-10 ...

mostram o mesmo valor (5,6 x 10 moles de malonaldeldo/

mg de proteína mi crosomal) que o de microsomas não expos-

tos e conservados em tampão.

,
A participação de espécies ativas de

oxigénio no processo emissivo e examinada atraves de su-

.~

pressores específicos. A adição de histidina (10-3 M), ti2

urêia (10-5 - 10-4 M), SOD (100 U); ascorbato (10-6 M) ou

catalase (10-7 M), não altera significativamente a emis-

são de luz.
A presença do radical HO' é excluída pela exi~

tência de etanol
n a m i s tu r a re a c i o n a 1 ( O ,5 M).

A fim de

obter outras evidências contrãrias ã participação de pero-

xi dÓs, H202 (10-6 - 10-4 M) e t-BuOOH (5 mM) sao adi-

ci on ados a micros ornas. Nenhuma destas espécies p romove

emissão de luz detectãvel pela aparelhagem utilizada.

Microsomas mantidos em tampão fosfato

liberam a NADH-citocromoD5 redutase (DEY ~!l., 1981).

Para verificar se a emissão e proveniente de um componente

microsomal solubilizado pelo meio,foram realizados dois ex-
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apre s ent ado C...}, Es t eS eSpect r os f or am
n o rm a 1 i z a dos.

F I GUR"A I V . 9 -



88.

perimentos. Primei ramente .manteve-se microsomas em tampão

por 3 horas antes da reação C/HRP/02 ser iniciada. A

missão e anãloga ã obtida com microsomas imediatamente

e-

u-

s ados . Num outro experimento.microsomas foram mantidos em

tampão por 30 minutos e então recentrifugados; a emissão

desenvolvida pelo sobrenadante e muito menor do que aquela

promovida pelo precipitado.

Quando microsomas são incubados com C3

ou HRP. por 10 minutos e a reação em seguida é iniciada.

a emissão de luz permanece praticamente a mesma. Se mi-

crosomas sao adicionados após a reação C3/HRP/02 ter con-

sumido oxigênio. a intensidade de emissão diminui mas a

cinética permanece a mesma.

o sistema também não e afetado q uan -
do reoxi gen ado, e nt re t an t o o esgotamento extensivo de

oxigênio. obtido através da adição de glucose / glucose 0-

xidase / catalase, leva a uma drãstica diminuição da emis-

são (Fig. IV.10). Quimioluminescência microsomal jã foi

descrita em condições completamente anaerõbicas (CADENAS

~ 2..!.., 1983). Entretanto. não se pode averiguar se a

emissão microsomal aqui observada requer oxigênio, já que

este e indispensãvel para o sistema que a aciona (C3/HRP/

/02) .
A mesma cinetica de emissão de luz e

observada com microsomas contendo altos níveis de ci tocro

mo P450' microsomas estes provenientes de fígados

tos tratados com fenobarbi tal.

de ra-
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Efeito do consumo extensivo de °2 na emissão
microsomal promovida por C3/HRP/02' A primei-
ra flecha ind1'ca o tempo onde o °2 foi consu-
mido tornando-se disponfvel apenas por difu-

são. A segunda flecha indica a adição, em

experimento duplicata (---), de glucosejgluc.2

se oxidasejcatalase; neste a cela foi compl~
tamente preenchida e vedada com parafilme.

FIGURA IV.1O -
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Para se obter maiores informações re-

fe ren tes ã espécie microsomal emissiva, microsomas fo ram

t ra tados com tripsina e desoxicolato. o tratamento com

tripsina remove 35% das proteínas totais: destas ap ro-

ximadamente 50% representam proteínas ribossomais, as de-

mais são proteínas expos tas nas upe r fi ci e ex te rn a da

membrana microsomal (De PIERRE & OALLNER, 1975). .As pro-

teínas mais attngidas por este tratamento sjo a NAOPH-ci-

tocromo P450 redutase, o citocromo b5 e o citocromo P450'

as quais perdem, respectivamente, 88,70 e 41% de suas

atividades no precipitado obtido após recentri fugação do

materi al tratado (De PIERRE & OALLNER, 1975). A emissão

de 1uz de ri va da do precipitado é moderadamente reduzi da

e a do sobrenadante é muito baixa (Fig. IV.ll).

Tratamento brando com desoxicolato dis

socia 25% das proteínas microsomais, diminuindo drasti-

camente a atividade da IOPase, B-glucoronidase e esterase

(De PIERRE & OALLNER, 1975). A emissão proveniente do

precipitado e moderaàamente maior (Fig. IV.12).

A adição de SKF-525A (um inibidor do

citocromo P450} no sistema C3/HRP/02/microsomas, sã di-

minui a emissão quando em altas concentrações (150 ]JM):

ainda assim o efeito é pouco pronunciado. A P re s e n ç a de

EOTA (0,1 M) também não modifica a emissão.

Para veri fi car se o estado re d u z i do

dos componentes microsomais influenciaria as propriedades ~

missivas, adicionou-se NAOPH(10-3 M) ao sistema. Esta

adi ção , seja ela feita inicialmente ou durante a re a-
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1 3 5 7
MINUTOS

Cineticas de emissão de luz acompanhadas a-

pós o tratamento de ml'crosomas com tripsina.
Com o precip1'tado deste tratamento obtem-

se menor emissio de luz promovida por C3/
HRP/02 do que a obtida com microsomas nio
tratados (controle). Com o sobrenadante de~
te tratamento tambem se observa~baixa porem
stgnl'ficativa,emissão de luz.

FIG.URA IV.ll -
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PRECIPITADO

CONTROLE

6
MINUTOS

10

Emissão de luz acompanhada apõs o tratamen-

to de microsomas com desoxicolato. Com o

precipitado deste tratamento obtem-se maior
emissão de luz promovida por C3/HRP/02 do

que a de microsomas nio tratados(controle).
Com o sobrenadante deste tratamento não se

obtem emissio de luz.
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çao , suprime totalmente a emissão sem haver modificação no

consumo de oxigênio da reação C3/HRP/02' Entretanto, este

efeito estã associado ã supressão de acetalde;do triplete,

pói s NADPH tambem suprime a emissão de eosina promovi da

por transferência de energia do acetaldeído triplete ge rado

na reação C3/HRP/02' sem contudo afetar a fluorescência oti

camente excitada da eosina.

CADENAS & SIES (1982) observam quimio-

luminescênc;a microsomal promovida por t-BuOOH.

luminescência provem parcialmente de carboni 1os

Esta quimiE.

t ri p 1e te ,

uma vez que um aumento acentuado desta emissão e observado

na presença de clorofila (CADENAS !.!.!l., 1984).

Emissão de luz acompanhada com microso-

mas contendo clorofila(l .5~M) e apresentada na fi gu ra

IV. 13. Observa-se neste caso novo perfil cinetico. Com a

utilização de filtros de interferência constata-se que nos

primeiros dois minutos esta emissão situa-se acima de 630nm

(região de fluorescênci a de cl orofil a). Entretanto com o

decorrer da reação hã contribuição crescente de emissão a-

baixo de 600nm. Isto sugere que a especie microsomal reSpDnS!

vel pela emissão (À - 560 nm,vide Figura IV.9) n ao transfe

re energia para clorofila; enquanto que a emissão ini ci al

p > 630 nm) ê produto da transferência direta de energia do

acetaldeldo tr;plete para clorofila (emissão anãloga ao sis-

tema C3/HRP/02/cloroplastos,

fi 1a/ CTAB, Fi g. Ir I. 10) .

Fig. IrI.13B e C3/HRP/02/clor.<?

Para fins comparativos, butanal (80 mM)

foi usado como substrato. O sistema C4/HRP/02/microsomas a-
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fila ( ).
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presenta emissão um pouco mais intensa, porem de mesmas

características daquela promovida por C3/HRP/02/microsomas

(Fig. IV.14). Redução da concentração de C3 (8 mM), dim.!.

nui acentuadamente a emissão de microsomas, entretanto

permite a comparação entre os homõlogos C3-C6' Como apre-

sentado na figura IV.15, a intensidade da emissão aumenta

de C3 a C6; contudo, consumo de oxigênio não pode ser de-

tectado devido ã baixa concentração dos aldeídos.

IV.2.1.2 Discussão

Uma das característi cas mais pro-

nunciadas da emissão de luz, observada quando microso-

mas estão presentes na oxidação enzimãtica do propanal, e

um período de indução ("lag time"). Este fato sugere que

cromõforos microsomais não são excitados por transferên-

ci a di reta de energi a, mas sim através de um processo in-

duzido. Após o período de indução, o processo emissivo

se mantem às custas da difusão de oXigênio.

A possibilidade de especies intermedi~

rias do sistema,isto e: HRP I, HRP II e o radical aperõxi-

do, promoverem o processo quimioluminescente pode ser ex-

cluíd a, pois microsomas não inibem a oxidação enzimãtica

do propanal. Alem do mais HRP I (HRP + H202)' tert-BuOOH

e H202 não induzem emissão de microsomas detectãvel pela

aparelhagem utilizada. Provavelmente, seja o ace ta 1 dei do

triplete o responsãvel pela indução do processo emissivo

nos microsomas. De fato NADPH (um' supressor de acetaldei

do triplete) suprime a emissão microsomal sem afetar a
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G5

G4

G3

2
-L
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--- --- - u_-- ----

. FIGURA IV.15 - Luminescência microsomal proveniente de sua
exposição ã oxidação aerõbica dos aldeídos

C3-C6 (8 mM) catalisada pela HRP.
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reaçao C3/HRP/02' Esta suposi ção e reforçada pel a ausenci a

de emissão em tampio Tris, de acordo com a supressao de

espécies excitadas triplete por aminas.

Qualquer que seja o processo emissivo

induzido em microsomas, ele aparentemente não envolve esp!

cies ativas de oxigênio e é diferente dos processos qui-

mioluminescentes comumente induzidos. Assim sendo, temos

que: (i) não hã f ormação de mal ona1de f do; (i i) SKF não afe

ta a emissão; (iii) a emissão não se dã na região espera-

da para a emissão bimol de oxigênio singlete (NAKANO et

a 1. , 1975; CADENAS & SIES, 1983); ( i v) a emissão con -
tinua quando se usam microsomas que contem clorofila.

Se bem que a especie microsomal emissi-

va nao tenha sido identificada, o espectro de emissão

parece com os obtidos de vãrios tipos celulares, tal

se

como

fibroblastos de ratos (Fig. IV.9), os quais tem sido atri-

buidos a flavoprotefnas (BENSON!;.!~., 1970). Evidência

da participação de uma flavoprotefna também ê suportada pe-

1os re sul t a dos ob t i dos com mi c r osom a s t r a t a dos c om tripsi-

na (Fig. IV.ll).

o espectro oticamente excitado se si -
tua a comprimentos de onda menores que a emissão de mi cro

somas expostos a reação (Fig. IV.9). Isto sugere que o

processo microsomal excita um componente que não

majoritariamente no espectro oticamente excitado.

contribua
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IV.2.2 Exposição a outros sistemas

A intensi.dade da

fosforescência da acetona triplete Pmax = 435 nm), gerada

na oxidação aerõbica do IBAL catalisada pelo HRP, é dimi-

nuida na presença de microsomas (8 mg de proteína) ( Fi g .
IV.16). Esta diminuição deve-se, em g ran de parte, ã su-

pressão da espécie excitada por proteínas. Emissão de luz

integrada e consumo de oxigênio se correlacionam no sistema

IBAL/HRP/02/microsoma (Fig. IV.l7). Uti 1 i zan do-se fi 1t ro s

constata-se uma pequena diminuição, quando microsomas es-

tão presentes, da relação: emissão acima de 300 nm / emis-

são acima de 500 nm. Esta diminuição não e acentuada, mas

s ugere que a emissão proveniente do sistema IBAL/HRP/02 /

mi c ro s oma s se j a a soma da emissão de acetona triplete e

de uma emissão proveniente de microsomas. A localização e-

xata desta última não pode ser averiguada devido a sua bai

xa intensi'dade.

A oxidação aerõbica do IBAL, gerando ac!

t ona t ri p1e te , também pode ser catalisada pela hemina

(AUGUSTO & BECHARA, 1980). Entretanto a fosforescência de

acetona não é observada devido a desativação colisional da

espécie excitada, gerada livremente em solução, por oxi-

gênio.
Microsomas ensaiados no sistema IBAL/hemina/02 n ao

promovem emissão de luz.

Um processo de transferência de energia

da acetona triplete gerada enzimaticamente

foro microsomal é viãvel.

para um cromo-
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A oxidação aeróbica do ãcido indol-3-ac!

tico, cata1isada pela HRP, gera indol-3-a1deído excitado.

Este sistema apresenta emissão fraca porem nítida. Esta

reação pode ser acompanhada em diferentes pHs, sendo que em

meio ácido existe maior rendimento do indol-3-a1de;do (MO-

RIrA!.!!.!., 1967). A adição de microsomas (2 mg de p ro-

doteín a) não altera a velocidade de consumo de oxigênio

sistema IAA/HRP/02 em nenhum dos meios tamponados estuda

dos, i.é. pH 5,6 e 7,4; o oxigênio e esgotado linearmente

em 90 e 140 segundos. A pH 5,6 microsomas duplicam a in-

tensidade máxima da emissão sem alterar a cinetica da re a-

ção (Fig. IV.18); a pH 7,4 a emissão se desenvolve após o

esgotamento do oxigênio (Fig. IV.19). Com a utilização de

filtros não e pos s í ve 1 di fere nci a r a emi s são do sistema

IAA/HRP/02 daquela obtida quando microsomas estão presentes.

O efeito da adição de microsomas no sis-

tema IAA/HRP/02 em quaisquer dos meios ensaiados é anãlogo

ao obtido pela adição de c1orop1astos (NASSI & CILENTO,

19 83 ) sugerindo que pelo menos a pH 5,6 o efeito de orga-

nelas se limita a favorecer fisicamente a emissão (efeito

do meio).
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v. CONCLUSÕES

Este trabalho extende a observação de

que al de;dos sao geradores de energia eletrônica tripl~

te e que esta energia pod~ ser transferi da para es trutu-

ras biológicas complexas como cloroplastos e microsomas.

Particularmente em microsomas constata-se um novo e imp°.r

tante dado que e a indução de um processo quimiolumine~

cen te di fe ren te dos j ã descritos (KOOSTER & SLEE, 1 9 80 ;

SHAH ~ ~., 1983). Neste caso a quimioluminescência e

p r o d u to dare a ç ã o ou transferência de energia de uma

espécie eletronicamente excitada gerada en zi mat i camen te

num processo em que não há a formação de malonalde;do. Es

tes resultados podem explicar o fato de que em determina-

dos cas os a quimioluminescência microsomal iriduzida nao

se relaciona ã formação de malonaldeido (CADENAS ~~.,
1984) .

Quanto a cloroplastos a luminescênci a

pode ser originãria da transferência de energia direta p~

ra clorofila e/ou de um processo induzido. r i n te re s s an

te a conecção destes resultados co'm fenômenos relaciona-

dos ã germinação, uma vez que luminescência espontânea na

região espectral do vermelho ê observada na g e rm i n a ç ã o

de sementes de trigo contendo clorofila (SLAWINSKI ~~.,
1981) .

A hipõtese de que a quimiobioluminescen-

cia pode ser derivada de fontes de energia triplete é re-

forçada por este trabalho.
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V'I. SUMARIO

Peroxidase de rábano (lIhorseradish p!

roxi dase - HRP), atuando como uma oxi dase frente a subs-

tratos apropriados, cata1isa a formação de espécies e1e-

tronicamente excitadas trip1ete. Os produtos obti dos s ao

os esperados da c1ivagem de um intermediãrio 1,2-dioxetân.:!.

co hipotético.

Espécies trip1etes geradas enzimatic!

mente são capazes de transferir energia a vãrios acepto-

res incluindo macromo1écu1as tais como: fitocromo, RNA,

DNA e proteínas, além de organe1as como c10rop1astos.

Acompanhamos a oxidação aerõbica de

a1deídos a1ifãticos lineares (C2-C6) cata1isada

esta reação gera o a1deído inferior (Cn-1) no

pela HRP;

es tado

e x c i t a do trip1ete e ãcido fõ~mico segundo o mecanismo:

o

H- ( CH 2) n - CH 2 -C1",
H

+ 02
HRP
-+ -+

[H -( CH2 ) n +;-OH ]O-O

HCOOH1 *O

3 /;
H-( CH 2 ) - C

n \
H

Dois aspectos principais s ao ab orda-

dos nes te trana1ho: (i) anã1ise dos res u1tados em bas e
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ao comprimento da cadeia carbõnica do substrato (C2 + C6)

e (ii) a procura de emissões sensitizadas em estruturas

biolõgicas (cloroplastos e microsomas}.

- Oxidação aeróbica dos aldefdos alifáticos

lineares C2-C6 cata11sada pela HRP

Corantes xantênicos e clorofila a so-

lubilizada em micelas foram utilizados para monitorar es-

tados eletronicamente excitadas ge radas pela oxidação

aerõbica dos alde;dos alifãticos lineares catalisada pela

HRP. Quando eosina e o aceptor fluorescente, mãxima

emissão ocorre com butanal. Este resultado é discutido

em conecçao com o fato de que uma série de efeitos bio-

lógicos de ácidos alifãticos lineares são máximos com o

ãcido butírico. A possível participação de estados exci-

tados no processo que desencadei a

cas deste ácido é sugerida.

as atividades biolõgi-

Transferênçia de energia para cloroplastos

Alde;dos alifãticos lineares (C2-C6)

promovem emissao em cloroplastos na região de fluorescên-

cia de clorofila. Esta habi lidade deve provavelmente

constituir um caso de IIluminescência escura" (lIdark lu-

mi ne s ce n ce 11) . Se HRP estiver presente o aldeído (Cn) e

oxidado ao homõlogo inferior eCn-l} no estado

o qual sensi ti za di reta e/ou indi retamente a

t ri p1e te ,

fluorescên-

cia de clorofila. Clorofila excitada por este pro ce ss o
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é incapaz de reduzir um aceptor de Hill.

Quimioluminescência de microsomas expostos ã

oxidação aeróbica de aldeídos lineares cata-

lisada pela HRP

Microsomas expostos ao sistema propa-

nal/HRP/02 desenvolvem luminescincia de baixa intensida-

de. Este processo emissivo é distinto daquele originãrio

durante a peroxidação de lipideos uma vez que: (i ) a

emissão se situa próxima a 560 nm e nao na regi ão es pe~

tral do vermelho (como esperado para a emissão bimol de

oxiginio singlete) e (ii) não hã formação de malonaldei-

do. Acetaldeido triplete parecer ser a espécie

sãvel pela indução deste processo através da

respon-

exci tação

de algum componente microsomalt possivelmente uma

proteina.

flavo-
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ABSTRACT

Horseradish peroxidase (HRP), acting as

an oxi dase up on app rop ri ate substrates, promotes the for-

mation of electronically excite triplet species.

products obtained are those which would be expected

The

from

the cleavage of a hypothetical 1,2 dioxetane intermedi a-

te.

Enzyme-generated triplet species are

able to transfer energy to several acceptors, including

macromolecules such as phytochrome, RNA,DNA and proteins,

as well as to organeles such as chloroplasts.

In the present study, we investigated

the HRP-catalyzed aerobic oxidation of linear aliphatic

aldehydes (C2 to C6)' a reaction which generates the next

lower aldehyde in the triplet state and formic acid:

O

[

H H

]

(; HRP I I

H-(CH2)n-CH2-C, + 02-- H-(CH2)n -f-y-OH
H ~O

HCOOH1 *
t0°

3H-(CH ) - c'I2 n "-
H

Two main aspects were emphasized in this

work: (i ) the de pen den ce of the results of the length

of the carbonic chain of the substrate (C2 to C6) and (ii)
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the possibility of inducing sensitized emission from biolo

gical structures (chloroplasts and microsomes).

HRP-catal,yzed aerobic oxidation of aliehatic

aldehydes

Xanthene dyes and mice11e-solubilized

chlorophyll-a were used to monitor the electronically ex-

cited species generated by the peroxidase-catalyzed aerobic

oxi dati on of C2-C6 linear aldehydes. Maximal emission

occurs with butanal as substrate and eosine as the flu-

ores cent acceptor. This result is discussed in connection

with the fact that the multiple biological effects of short-

chain aliphatic acids are maximal for butyric acid. Our

observations strengthen the case for a possible role of

excited state formation in the biological activity of

butyrate.

Ene rgy trans fe r to ch 1o r02l as ts

Linear aldehydes trigger red emission

from chloroplasts. I f h o rs e r a d i s h peroxidase is also

present, the aldehyde is oxidized to the next lower homolog

in the triplet state, which in turn sensitizes (directly

or indirectly) chlorophyll fluorescence. Th is phenomen on

p rob ab 1 y is a case of "dark lumtnescence"; th e ch 10 ro

phyll excited by this process is unable to reduce a Hi11

acceptor.
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!'1;crosomal lum;nescence el;c;te_d by enzxmat;c

systE~m~ that generate - tr;_plet species

Microsomes exposed to the propanal/HRP/

02 system develop a weak lum;nescence. The underly;ng

process ;s d;stinct from that occur;ng dur;ng l;p;d pero-

x;dat;on because the em;ss;on ;ntens;ty peaks at around

5 6 O n m r at h e r than ;n the red (as would be expected for

b;mol s;nglet oxygen em;ss;on) and no malonaldehyde ; s

formed. Tr;plet acetaldehyde appears to be respons;ble

for ;n; t; at;ng the process, wh;ch ;n turn leads to

exc; tat; on of a component of microsomes, poss;bly a

flavoprote;n.
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