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. INTRODUGAO

Diversos organismos vivos sao capazes
de emitir luz fria. Este fenomeno, conhecido por big-
luminescencia, & produto de um processo oxidativo alta-
mente exergonico onde energia quimica & convertida em
energia luminosa. Neste processo hd@ a formagao de um in-
termediario de alta energia, cuja clivagem leva a forma
¢ao de um produto eletronicamente excitado, o qual decai
para o estado fundamental emitindo Tuz (HASTINGS, 1968;
HASTINGS & WILSON, 1976; HENRY & MICHELSON, 1978a,b; ANC-
TIL, 1979; HART & CORMIER, 1979; WARD, 1981).

Acreditando que a bioluminescencia
particularize um fendmeno mais amplo, ou seja, que a
formagao de estados eletronicamente excitados ocorra "in
vivo" tendo outras finalidades que nao somente a emissao
de Tuz, CILENTO e colaboradores iniciaram uma linha de
pesquisa denominada "Fotobioquimica no escuro" (CILENTO,

1973, 1980a, 1980b, 1982).

A hipotese de que especies eletronica
mente excitadas possam ser formadas e usadas em proces-
sos biologicos ndo quimioluminescentes & sustentada por
analogia quimica, uma vez que moleculas quimicamente
geradas em um estado excitado podem realizar trabalho ti-
picamente fotoquimico (WHITE & WEI, 1970;GUNSTEN & ULLMAN,
19703 LAMOLA, 1971).



Diversos modelos enzimaticos geradores
de especies eletronicamente excitadas tem sido estudados,
assim como a transferencia de energia eletronica para va-
rios aceptores sinteticos e naturais, dentre 0s quais
macromoleculas e recentemente estruturas bioldgicas com-

plexas (CILENTO, 19823 NASSI & CILENTO, 1982, 1983).

.1 ESTADOS EXCITADOS

Moléculas eletronicamente excitadas sao
comumente formadas pela acgao da luz, Quando uma molécu-
la absorve luz visTvel ou ultravioleta ocorre a excitagao
(salto eletronico) de um elé@tron de wum orbital HOMO
(highest occupied molecular orbitals) para um outro de

mais alta energia LUMO (lowest unoccupied molecular or-

bitals).

A molecula no estado excitado possui
um eletron em um orbital antiligante; neste estado ela
pode ser singlete (spins opostos, multiplicidade 1) ou

triplete (spins paralelos, multiplicidade 3). A majoria
das moleculas organicas possui, no estado fundamental,
seus eletrons totalmente pareados, i. &, apresentam-se no

estado singlete (SO).

Estados eletronicamente excitados po-
dem ser considerados isomeros eletronicos de moleculas no
estado fundamental, Estes isomeros apresentam diferen-

tes distribuigdes eletronicas no espago,consequentemente,
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possuem diferentes estruturas, reatividades e propriedades.
0 que em geral distingue o estado excitado triplete do
singlete @ sua menor energia e maior tempo de vida (10-55

até alguns segundos), devido a menor repulsio eletrosta-

tica entre os seus eletrons (TURRO, 1978).

A espécie excitada pode ser desativa-
da por varios processos competitivos, Uma destas vias de
desativagdao e a emissao de luz que, se originada de transi
goes de estados de mesma multiplicidade e denominada fluo

rescencia (exemplo: S ~ S0 + h e de estados de multipli

»
cidade diferentes, fosforescencia (exemplo: Ty =S, +h



As demais vias de desativagao da es-
pecie excitada s3o nao radiativas e incluem conversao in-
terna, cruzamento intersistema e formagao de fotoprodu-
tos. Na conversao interna e cruzamento intersistema o de-
caimento ao estado fundamental ocorre com a liberagao de
energia na forma de calor, sendo que a primeira & caracte
rizada por transigoes entre estados de mesma multiplici-
dade (exemplos: 51 > SO + calor; T2 - T] + calor) e a
ultima por transicoes entre estados de multiplicidades di-
ferentes (exemplos: S] -+ T1 + calor). TransigOes entre es
tados de diferentes multiplicidades sao proibidas pela
regra de selegao de spin e portanto, ocorrem frequentemen

te com menor eficiencia.

A figura I.1 esquematiza vias de
formagao e desativacdo de espécies eletronicamente excita

das.
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I.2 FORMACAO QUTMICA DE ESTADOS EXCITADOS

Diversas reagoes quimicas geram espé-
cies eletronicamente excitadas. Dois mecanismos princi-
pais podem, a principio, explicar a formacdo de especies
excitadas na quimio e bioluminescencia: clivagem de peroxi
dos ciclicos e transferéncia de eletrons., No uUltimo ca-
so destaca-se o processo CIEEL ("Chemically initiated

electron-exchange Tuminescence").

Clivagem de perdxidos ciclicos

A reacao quimioluminescente mais ex-
tensivamente investigada & a clivagem unimolecular de
1,2-dioxetanos a dois produtos carbonilicos, um dos quais

gerado em um estado eletronicamente excitado.

Dioxetanonas (a-peroXilactonas) tam-
bém sofrem fragmentacdo com formagdo de um produto carbo-

nTlico excitado e CDZ‘



KOPECKY % MUNFORD (1969) sintetizaram
e caracterizaram o primeiro dioxetano estavel (trimetil-
1,2-dioxetano). Antes disto, Mc CAPRA (1968) havia sugeri
do, com base em diagrama de correlagao de simetria de
orbitais, que na clivagem unimolecular de dioxetanos pode
riam ser formados produtos no estado eletronicamente ex-
citado e que, portanto, dioxetanos poderiam ser os inter-
mediarios na etapa de quimioexcitagdo de reagoes quimio-

e bioluminescentes.

Dois mecanismos foram propostos para a
decomposigao de dioxetanos: a clivagem simult@nea das

ligagoes 0-0 e C-C (TURRO & LECHTKEN, 1973)

2 B



e um outro envolvendo duas etapas, com formacdao de um in-
termediario birradicalar (O'NEAL & RICHARDSON, 1970; RI-
CHARDSON et al., 1972).

—_—

v
—

A termGlise de alquil-, fenil- e alco-
xi-dioxetanos gera predominantemente carbonilos triplete
enquanto que os produtos de decomposigao de dioxetanos
substituidos por grupos com conjugagdo extensiva (como e-
xemplo, os dioxetanos postulados como intermediarios de
muitas das reagdes bioluminescentes) sido frequentemente

fluorescentes,

ReacOes de transferéncia de el&trons

Em reagoes de transferencia de ele-
trons, as moleculas excitadas resultam da oxidagao de um
anion-radical (equagdo 1), da redugdo de um cation-radi -
cal (equagdo 2) ou do aniquilamento cation-anion (Fig.I1.2)
Em muitos dos casos estudados, o estado excitado e capaz
de emitir luz e o processo total representa um exemplo sim

ples de quimioluminescencia (CHANDROS & SANNTAG, 1964
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FIGURA I,2 - Quimioexcitacdo via aniquilacao
cation-anion,

Processo CIEEL (Chemically Initiated Electron-

Exchange Luminescene

Este processo consiste essencialmente
da combinacao dos dois mecanismos anteriormente descritos

e foi proposto por SCHUSTER (1979).

A sequéncia do processo CIEEL aplica-
da a uma dioxetanona se inicia pela transferencia de
eletrons de uma molecula A (doadora de eletrons) para a
dioxetanona. 0 aniquilamento dos radicais formados pro-

duz o estado excitado de A. (pag. 11).

Se bem que este processo ocorra fre-
quentemente com dioxetanonas, existem evidencias de que
ele possa ocorrer com certos dioxetanos (ADAM et al.,

——

1981).
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.3 TRANSFERENCIA DE ENERGIA

A energia de excitagao pode ser trans-
*
ferida de wuma molecula doadora excitada (D ) para uma

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

Existem dois mecanismos para a transfe

rencia de energia: radioativo e nao radioativo.

1.3.1 Transferéncia radiativa

A transferéncia de energia radiativa
envolve a possibilidade de absorgao da emissao do doador.
Este e um processo de duas etapas que envolve a partici-
pacao de um foton, nao requer interagdao entre D* e A 2
pode ser bastante eficiente se A absorver fortemente na

— * .
regiao em que D emite,

Este tipo de transferencia de energia,
trivial do ponto de vista fotoquimico, & caracterizado
por: (i) invariabilidade do tempe de vida de D* na pre-
senga de A, (ii) distorgao no espectro de emissao de D*,
(ii1) alteragao da eficiencia de transferencia de ener-

gia com a mudanga de geometria do sistema (FbRSTER, 1959).
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A eficiencia deste processo dependet (i) do rendimento
quantico de emissdao do doador; (ii) da concentragao do
aceptor; (iii) da absortividade molar (¢) de A e (iv)
da 1integral de recobrimento entre o espectro de D* e o

espectro de absor¢dao de A.

1.3.2 Transferencia nao radiativa

A transferéncia de energia n3o radia-
tiva envolve a desativacdo simultanea do doador e excita
¢ao do aceptor num processo em que nao ha a participagao
de um foton e que requer interagao direta ou indireta
entre o doador (D*) e o aceptor (A). Para que a transi-
¢ao ocorra, o estado inicial (D* + A) e final (D + A*}

devem ser degenerados ou proximos a degenerescencia.

Dois tipos de interagoes contribuem na
velocidade deste processo: interagao coulombiana e inte

ragao de troca de eletrons.

A probabilidade da transicao ndo ra-

* *
diativa D A > DA ocorrer g dada por:

: 3 * 2T “
Probabilidade(D A+DA j— = (p) < V3 / H /[ yp >
equacao 3.

onde ?1 e Wf sdo as funcoes de onda correspondentes ao

estado inicial e final, p e a densidade de estados ini-

ciais e finais capazes de interagir estando, portanto,
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relacionada a extensdo do recobrimento espectral entre a
emissao de D* e absorcao de A, e H representa a interagio
especifica de acoplamento (hamiltoniano) de ¥; e Yp expres
sa como a soma dos termos de interagao coulombiana (HC) e

interagdo de troca ou "exchange" (H,).

A constante de velocidade de transfe
rencia de energia (KET), envolvendo ambas as 1interagoes,

pode ser derivada da equagao 1.3, asim sendo:

2 2
K —_— | <Y, /He /Y, > + < V¥, /Hc/Y¥. =
ET(tota]) ‘ 1 f i f

equagao [.4

Transferencia de energia por interacao de

troca

A interacao de troca representa uma

reacao de substituicao de elétrons onde o elé&tron inicial-
*

mente em D (1) & transferido para A com a passagem de

um el&tron de A (2) para D,
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A transferencia de energia por intera-
¢ao de troca necessita contato fisico entre D* e A com so
breposigdo pelo menos parcial de suas nuvens eletronicas(a
distincia entre D e A deve ser da ordem do didmetro de co

lisao).

DEXTER (1953) derivou a expressao pa-
ra a velocidade de transferencia de energia na qual 0
estado inicial e final estao acoplados a partir da intera
¢ao de troca. A constante de velocidade e dada pela equa-

cao

-2R

K = K Je

equagao I.5

onde K esta relacionado com a intera¢d3o orbital especifica
J e a integral de recobrimento espectral normalizada para
o coeficiente de extingao de A (sendo assim independente
de e,), R & adistancia entre D’ e Ael o raio de Van

der Waals,

A transferencia de energia por intera
¢ao de troca &€ dada pela regra de selegao de Wigner (LAMO
LA, 1969). Sendo a soma do numero quantico de spin (S) do
estado inicial SD* + SA e final SD - SA*’ o} processo
por interagao de troca @ permitido por spin se as duas se-
ries (SD* +Sp) 2/(Spx + Sy = 1)/ 3 === 3/(Sp* +S,) / e
(Sp * Sp*) > /(Sp + Spx - 1) 3=== 3f (Sq = SA*) / con=
tiverem pelo menos um elemento comum, Assim sendo, as

transigoes:
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singlete(S)-singlete(S)  D7(S) + A(S) - D(S) + A™(S)

triplete(T)~triplete(T) D*(T) + A(S) - D(S) + A (T)

e aniquilamento (T & AT(T) + D(S) + AT(S)
triplete-triplete
ou

D(s) + ATT(T)

sao permitidas por spin para a interagdao de troca.

Transferencia de energia por interagao

coulombiana

A interacao coulombiana representa uma
"acao a distancia", ie, ela ocorre atraves de um campo e-
letromagnetico e ndao requer contato fisico entre b e A,
Na transferéncia de energia por interagao coulombiana assu-
me-se que a molecula no estado excitado comporta-se como
um dipolo oscilante capaz de induzir oscilagao na molecula

aceptora,
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FBRSTER (1959) desenvolveu uma expres-
sao quantitativa de velocidade de transferéncia de energia
considerando somente o termo dipolo-dipolo da interagao
coulombiana e derivou para a constante de transferéncia

de energia a sequinte expressao:
ET el (B gD

onde K & uma constante dependente das condigoes experimen
tais, K2 € o termo relacionado a orientacao espacial dos
momentos de dipolo de D* e A, K% € a constante de desati
vagao radiativa do doador, J (EA) € a integral de reco-
brimento entre o espectro de emissao de D" e o de absor-

— - . *
¢ao de A e R representa a distancia entre D e A.

As transigoes permitidas por spin que
podem ocorrer segundo a interagao coulombiana obedecem a
regra: MD* = MD e My = Myx ((M= multiplicidade), (LAMO-
LA & TURRO, 1969)) e portanto, as transigoes permitidas

sao:
singlete-singlete D(S) + A(S) - D(S) + A*(S)
singlete-triplete D*(S) + A(T) > D(S) + A*(T)
Embora as transigoes
* *
triplete-singlete D (T) + A(S) - D(S) + A (S)
e o

aniquilamento * * *
D (T) + A (T) = D(S) + A (S)
triplete~triplete
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sejam proibidas pela regra de spin, elas podem ser favoreci
das pelo elevado tempo de vida do estado doador (BENNET et

al., 1964).

I.4 ESTADOS EXCITADOS EM SISTEMAS BIOLOGICOS

Com o advento de técnicas mais sofisti-
cadas e sensiveis pode-se constatar que organismos Vvives,

mesmo oS nao bioluminescentes ,emitem luminescéncia de baixa
intensidade,Esta propriedade & originaria de processos enzi-
maticos e ndao enzimdticos de diversas subestruturas celulares.
Quimioluminescéncia acompanha a atividade fisioldgica nor-
mal de mitocondrias (LIPPMAN, 1980; BOH gt al., 1982), he-
patdocitos (CADENAS et al., 1981); outras celulas (LLOYD et
al., 1979); e fragoes microsomais (CADENAS & SIES,1982b).Lu
minescéncia de leucOcitos polimorfonucleares durante a fa-
gocitose (ALLEN, 1982) e de uma serie de células durante a
mitose (SLAWINSKA & SLAWINSKI, 1983) também tem sido cons
tatada.

Na realidade a hipotese de que especies
eletronicamente excitadas possam ser tambem geradas em sis-
temas biologicos n3ao bioluminescentes tem sido considerada
desde ha muito tempo por diversos autores (SZENT-G;ORGYI .
1941; ANDERSON, 1947; STEELE, 1963; CILENTO, 1965, 1973,
WHITE & WEI, 1970; WHITE et al., 1970, 1971, 1974) e ex-
plica fenomenos como a ocorréncia natural de compostos de

origem tipicamente fotoquimica em condigoes onde pratica-
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mente inexiste luz. Destes, dois exemplos significativos
s3o0: (i) a formagdo "in vivo" de lumiderivados da colchi-
cina (alcaloide extraido da plata Colchicum autumnale) du=
rante o ciclo escuro do desenvolvimento da planta (BRUNETTI
et al., 1982) e, (ii) a ocorrencia de enzimas de fotorrea-

tivacio em tecidos nao expostos a luz (CO0K,1967; PATERSON

t al., 1974),

Para que uma especie excitada possa de
sencadear um processc fotoquimico 2 necessario que ela
possua um tempo de vida suficientemente Tlongo para reagir
ou transferir energia eletronica, por isso, especies excita
das triplete tem sido consideradas potencialmente capazes

de realizar este trabalho.

Dioxetanos e dioxetanonas aparecem co-
mo intermediarios em grande numero de processos quimio e
bioluminescentes e, desde que sao sejam substituidos por
grupos de conjugagao extensivos, quando clivados produzem

essencialmente compostos carbonilicos no estado triplete(Mc

CAPRA, 1973; WILSON, 1976; BECHARA et al., 1976). Mui tos
processos fotoquimicos biologicamente importantes como a

conversao de santonina em lumisantonina, conversao de ergos
terol em vitamina Dz e formagao de dimeros de pirimidina em
DNA tem sido induzidos no escuro utilizando dioxetanos como
geradores de espécies excitadas (WHITE & WEI, 1970; ULLMAN,
19723 LAMOLA, 1971).

A possibilidade de que existam siste -
mas bioquimicos capazes de gerar produtos eletronicamente ex
citados cuja energia de excitac3o,ao invées de ser emitida,

possa ser transferida a uma molécula fotocromica e/ou ini-
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ciar um processo bioquimico normal e mesmo talvez um feno-
meno patologico, define o campo da "Fotobioquimica no es-

ol [ glefial

Fermacao enzimatica de Estados Excitados

Reagoes enzimaticas que envolvam  mo-
nooxigenases geram produtos que seriam os esperados da
clivagem de um intermediario dioxetanico hipotetico. Va-
rias reacoes foram consideradas, especialmente as catali-
sadas por peroxidase de rabano ("horseradish peroxidase"
HRP) queyatuando como uma oxidase, catalisa a oxidagao
aerobica de diversos substratos. Destas, as principais

sao:

(i) Oxidacdo enzimatica do iscbutiral-

deido (IBAL) - A oxidacdo aerdbica do IBAL catalisada por

uma peroxidase gerando acetona e acido formico foi pri=-
meiramente descrita por KENTEN (1953). Estes produtos s3o
os esperados da clivagem de um intermediario dioxetano, se

gundo o mecanismo:

CH, OH
c 0 3 H3C, fH3
3 >p——< 05 g Hac_'c—&—H s N T smoie
H3C H H I ! H
0—0

Em condigdes otimas (tampao fosfato e
um agente quelante) esta reagao & fortemente quimiolumines

cente e seu espectro de emissao e identico ao espectro
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de fosforescéncia da acetona (DURAN et al., 1977a; FARIA

OLIVEIRA et al,, 1978; BECHARA et al., 1979},

—— —— —

0 fato da acetona triplete gerada en-
zimaticamente fosforescer na presenca de oxigenio indica
que ela deve estar sendo gerada "protegida" de desativa-
coes <colisionais pelo 0,. A "protegao" desta especie ex-
citada pela enzima (HRP) & evidenciada por: (i) quando
HRP e substituida por hemina a oxidagdo do IBAL ocorre en
tretanto fosforescencia de acetona n3ao pode ser observada
(AUGUSTO & BECHARA, 1980) e (ii) estereoespecificidade
da supressao por D- e L- triptofano da acetona triplete

gerada enzimaticamente (RIVAS SUAREZ & CILENTO, 1981).

Evidencias espectrais indicam que du-
rante a catalise, participam dois estados redox da enzima
isto @, peroxidase composto I (HRP I) e composto II
(HRP II1). A convers3o de HRP 3 HRP I & realizada  por
tragos de H202 ou por peracidos (1) (DUNFORD et al.,
1984a). A dependencia de tamp3o fosfato indica ser a for-
ma endlica do IBAL(2) o substrato da HRP I (GALLARDO et
al., 1984)., DUNFORD et al. (1984b) propuseram recentemen-
te o seguinte mecanismo para a oxidagdo do IBAL catalisada

pela HRP:
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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 reacdo
IBAL/HRP/D2 e capaz de transferir energia para uma sarie

de aceptores emissivos tais como: biacetilo (BECHARA et

al., 1979), DBAS (FARIA-OLIVEIRA,et al., 1978), corantes

xanténicos (DURAN & CILENTO, 1980}, flavinas (HAUN et al,
1978), «clorofila em solucdo (AUGUSTO & CILENTO0,1979) ,clo
rofila em micelas (BRUNETTI et al., 1983) e clorofila em
cloroplastos (NASSI & CILENTO, 1982 e 1983). Este siste-
ma tambem & capaz de induzir quebras de fita simples em
DNA (FALJONI et al,, 1978; MENEGHINI et al., 1978), foto-
transformagao do fitocromo (AUGUSTO et al., 1978), forma
¢do de adutos lisozima-riboflavina (DURAN et al., 1983)e
fototransformagao de colchicina em lumicolchicina (BRU-
NETTI et al., 1982),

— —

(i) Oxidacdo enzimatica do acido in-

dol-3-acetico. 0 3cido indol-3-acético (um hormdnio ve-

4

getal) & oxidado pela HRP a indol-3-aldefdo e C0,. 0 en-
volvimento de um intermediario dioxetanico & compativel

com os produtos observados,

/ﬁo 40*

——p c
S HRP ‘
| e O s | T s
\ E

0

L=

- H2
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Existem evidencias de que a espécie
excitada (indol-3-aldeido triplete) & gerada livre em so
lTucdo e como consequencia & parcialmente suprimida pelo
oxigenio, com possivel formacao de oxigenio singlete (De
MELLO et al., 1980). A espécie excitada gerada pela rea-
¢do IAA/HRP/O2 € capaz de transferir energia para coran-
tes xanténicos (VIDIGAL et al., 1979) e para clorofila
em cloroplastos (NASSI & CILENTO, 1982 e 1983), além de

provocar alteragdes em DNA (VIDIGAL et al., 1979) e for-

mar aductos com t-RNAPM® (De MELLO et al., 1980, 1981).

—

(IIT) Oxidacao enzimatica de aldeTdos

e acidos alifaticos lineares. A oxidagao aerobica de pro-

panal catalisada por peroxidase conduz a acido formico e
acetaldeido, este altimo no estado excitado triplete (HAUN
et al., 1980). A oxidagao de um aldeTdo ao homdlogo infe
rior e acido fgrmico também ocorre na peroxidagao de lipi-
dios (ESTERBAUER, 1982) e & pois biologicamente importan
te. Com base no trabalho de HAUN et al. (1980) pode-se
formular a reagao geral:
b s 3 A

HRP 7
R-(CH,) —C-C\ + 0 —> R-(CH,), -c\ + HCOOH

Hy “H H

Com muito menor eficiencia esta reagdo também deve ocor-
rer com acides, pois partindo-se de acido butirico pode
ser identificado o acetaldeido, possivelmente tendo propa-

nal como intermediario (HAUN et al., 1980):
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0 0 0 0
V4 V4 \2 Vi

— HRP 2 HRP '
H,C=CH,y = CH, c\ +0, HBE__, 4 c-ch, c\ _%_> HoC c\
OH €0, H  HCOOH H

No caso de acidos graxos longos, a oxidacdao ao aldeido in-
ferior ocorre com eficiencia em plantas superiores onde €
promovida pelo sistema da a-peroxidase (MARTIN & STUMPF,
1959).

Estas reagoes que conduzem ao aldeido
inferior n2ao s3ao quimioluminescentes, entretanto a forma-
¢ao de estados excitados triplete foi evidenciada por trans
feréncia de energia para aceptores fluorescentes (HAUN ar
al., 1980). No caso do sistema da o-peroxidase existe evi
dencia de um precursor a-hidroperoxido (SHINE & STUMPF,

1974), tal como & de se esperar para um processo gue Jleva

ao aldeTdo excitado:

H
A b S Vi
R=CH,=C7 > —> R = C = C >R=0C-C > R-C
“ Ny e b c;o Y
ooy OH Jrz ) 2

1.5 |IMPORTANCIA BIOLOGICA DOS ACIDOS DE CADEMA CARBONICA

CURTA, EM ESPECIAL A DO ACIDO BUTFRICO

Rcido butirico exerce uma série de 2-
feitos biologicos. Quando adicionado a cultura de cglu-
las, induz reversivelmente varias modificagoes bioquimi-

cas e morfologicas (HAGOPIAN et al., 1977; PRASAD, 1980

—
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BELL & JONES, 1982). Nao estd ainda estabelecida a nature
za destas indugOes, entretanto, parece tratar-se de uma

atuacao a nivel de genoma,

Comparac¢ao entre acidos homologos in-
dica que a atividade & sempre maxima a nivel de 3cido bu-
tirico, as vezes de forma dramatica (LEDER & LEDER,1975),
outras vezes menos acentuadamente (COUSENS et El'* 1979
SAMUELS et al., 1980). Dois exemplos sao mostrados na fi-
gura 1.3 referentes a indug¢3ao de atividade de fosfatase al
calina de c&lulas HeLa (DEUTSCH et al., 1977) e a inibi

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

90 — — 90
o O -
Q
N -~
&3 [ ] 1C)
a <L
o — b LY
w oe)
B 2
I ] ae
10 — ; — 10
b o ] S I T

3 4 5 6 2 3 4 5 6
COMPRIMENTO DA CADEIA

FIGURA I.3 - Efeito dos acidos alifaticos (C,-Cg) sobre a:
(A) inducao da atividade da fosfatase alcali-
na de células Hela e
(B) inibi¢ao da deacetilase de timo de vitela,
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1.6 OBJETIVOS DA TESE

Visto que especies excitadas triple-
tes geradas enzimaticamente sdo capazes de transferir
energia para diversos aceptores incluindo macromoleculas
(AUGUSTO et al., 1978; De MELLO et al,, 1980; De MELLO
et al., 1982; FALJONI et al., 1978; MENEGHINI et al..,
1978; RIVAS-SUAREZ et al., 1984), torna-se 1importante
verificar o efeito destas espécies em estruturas mais
complexas, Assim sendo, este trabalho objetiva a procura
de emissoes sensitizadas ou induzidas em cloropladtos e
microsomas, Com este intuito utilizou-se como geradores
de especies excitadas triplete, os sistemas aldeTdos 1i
neares/HRP/OZ, que devido a ndo serem emissivos sao po-
tencialmente Uteis na procura de emissoes induzidas. Com
tais estudos pretende-se obter informa¢oes adicionais com
respeito ao mecanismo de formacao de espécies excitadas e
transferéncia de energia, Adicionalmente, surge inerente
a este estudo a oportunidade de analisar os resultados
considerando o comprimento da cadeia carbonica do substra
to; 1isto & potencialmente importante em relagdo a origem

das multiplas atividades biologicas dos acidos graxos li-

neares curtos,



I1, MATERIAIS E METODOS

1.1 REAGENTES
Reagentes Procedencia
- Acetato de sodio Carlo Erba
-~ Acetona Merck
- Kcido cloridrico Carlo Erba
- Albumina Sigma
- Ascorbato Sigma
- Azul de tetrazolium Mann Research Lab,
- t-BuOOH Sigma
- Butanal Fluka
- Catalase Sigma
- Cloreto de magnésio Merck
- Cloreto de potassio Carlo Erba
- Cloreto de sodio Qeel
- Clorofila a Sigma
- CTAB Merck
- EDTA Quimbras
- Etilenodiaminotetraceato
de sodio Quimbras
- Desoxicolato de sodio Sigma
- Eosina amarela Merck
- Etanal (Acetaldeido) Merck
- Etanol Merck
- Fluoresceina B.D.H.

- Fosfato bibasico de potdssio Merck



Fosfato monobasico de potassio
Glucose

Glucose oxidase
Hemina

Hexanal

Hidrdxido de sodio
Histidina

HRP

IAA

IBAL

NADPH

Pentanal

Pirofosfato de sodio
Propanal

Rosa bengala

SKF - 525A

Sorbitol

Sulfato cuprico
Superoxido- dismutase
Tioureia

Tripsina

D- e L- triptofano
TBA

Tris

29,

Merck
Becto
Sigma
Sigma
Fluka
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Fluka
Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Fisher Scientific
Smith Kline & French
Sigma

J.T. Baker
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Riedel de Haen
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1.2 APARELHAGEM

As medidas de consumo de oxigenio foram
feitas num monitor biologico de oxigenio da "Yellow Springs

Instruments", modelo 53 e num mandmetro Warburg,

0s espectros na regido ultra-violeta e
visivel foram obtidos num espectrofotometro de duplo fei-

Xxe Zeiss DMR-10.

Para as medidas de quimioluminescencia
utilizou-se um contador de fotons construido neste labora-
torio (INABA et al., 1979) composto de uma valvula fotomul
tiplicadora Hamamatsu R-562 acoplada & um contador de fo-
tons Hamamatsu C-767. Este equipamento & provido de um
disco giratorio contendo vinte e cinco filtros de vidro

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

permitindo a obtengd3o de espectros de emissdo.

Os espectros de fluorescéncia foram
obtidos num espectrofluorimetro Perkin Elmer MPF-4, Nao
foram feitas corregoes para a fonte de excitagcdo nem para

o monocromador,

1.3 METODOS

I1.3.1 Purificacdo e armazenamento do IBAL e aldefdos

alifaticos lineares

0 IBAL foi destilado sob borbulhamento
de No. Todos estes aldeidos foram mantidos em atmosfe-

ra inerte a -ZOOC.
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Ll 8.2 CTAB
0 CTAB foi recristalizado de acetona/me
tanol (85:15, vol:vol). A concentragao micelar critica

(cmc) deste detergente foi determinada pelo metodo da
tensao superficial em tampao fosfato 0,1M, pirofosfato 38,5
mM, pH 7,4 e 0,43 M de etanol, O valor obtido foi de

5x107° M. (I.L. Brunetti, comunicacao pessoal).

11.,3.3 Clorofila

A clorofila comercial foi solubilizada
em etanol imediatamente antes de sua utilizacdo e mantida
em gelo ao abrigo da luz. A concentragao de clorofila foi

determinada espectrofotometricamente a 660 nm (Eetanol
6,94 x 104 M'cm'1). 0 espectro de absorgdo neste solven
te apresenta a vrelagao A431/A665 = 1,023 (SEELY e JEN

SEN, T1965).

A clorofila foi incluida em micelas de
CTAB através da adigdao da solucao etanolica desta a uma

solugao aquosa do detergente.

I1.3.4 Extracac de cloroplastos

Os cloroplastos foram extraidos de fo-
Thas de espinafre (Spinacea olerdacea] segundo COCKBURN et

al. (1968).

0 método de extragao consiste na tritu-

racao de 50 g de folhas (sem o talo central) cortadas em pe
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quenos pedagos, durante 3 a 5 segundos num liquidificador

domestico em presenca de 200 m1 de meio de extracdao (sorbi-
tol, 0,33 M; pirofosfato de sddio, 0,01 M e cloreto de magne
sio, 0,1%, pH 6,5). Este material € filtrado atraves de
gaze, centrifugado a 4.000 xg e ressuspenso em meio de sus-
pensao (sorbitol, 0,33 M; &cido N-2-hidroxietilpiperazina ,
N'=2-etanolssulfonio, 0,05 M; cloreto de manganés, 1 mM; e-
tilenodimaminotetraacetato de sodio, 2 mM; pH 7,6). A ex-

tracio & efetuada a 4°C ao abrigo da luz.

0s cloroplastos resultantes sao integros
exceto pela ruptura das suas membranas externas, sendo capa-
zes de promover fotofosforilacao, evolugao de oxigenio e re-
dugao de aceptores de eletrons na presenga de cofatores ade-

quados, mas sao incapazes de fixar C02.

A funcionalidade da preparacao foi ates-
tada pela sua capacidade em efetuar a reagao de Hill, se-

gundo as condigoes de ASH et al. (1961).

I1.3.5 Dosagem de clorofila em cloroplastos

0 conteudo de clorofila total nos cloro-
plastos foi determinado espectrofotometricamente por meio
da extracao em acetona 80% utilizando a seguinte equacao
(VERNON, 1960):

clorofila total (ug/mL) = 6,45(A665) + 17,72(A549)
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I1.3.6 Extrac3o de microsomas

A fragao microsomal foi preparada de fT
gados de ratos machos pesando aproximadamente 200 g. Os f7-
gados foram perfundidos "in situ" com solugd@ao salina, pica-
dos e homogeneizados com uma solugdo contendo KC1 140 mM e
KH2P04, 10 mM, a pH 7,0. O homogenato foi centrifugado a
10.000 g por 20 minutos. O sobrenadante recolhido foi cen
trifugado a 100.000 xg por 60 minutos, O precipitado foi
ressuspenso e a operagao acima foi repetida. A fragcao mi-
crosomal isolada foi ent3ao utilizada ou estocada a -20°c

num periodo maximo de duas semanas.

I1.3.7 Dosagem de Proteina microsomal

" A concentragao proteica da preparagao
microsomal foi estimada pelo metodo do biureto utilizando

albumina serica bovina como padrio. .

I1.3.8 Tratamento com fenobarbital

0 tratamento com fenobarbital consiste
em permitir aos ratos o consumo de agua contendo 0,1% da
droga durante os cinco dias que antecedem o sacrificio dos

mesmos,

11.3.9 Dosagem de malonaldeido

A formagdo de malonaldeTdo foi acompa-

nhada como descrito por BUEGE e AUST (1978).
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I1.3.10 Tratamento de microsomas com tripsina ou

desoxicolato de sddio

Estes tratamentos foram efetuados como
descrito por De PIERRE & DALLNER (1975). Incubbou-se mi-
crosomas com tripsina (50 Hg/mg de proteina microsomal)ou
desoxicolato de sodio (0,05%/mg de proteina microsomal
por 10 minutos a 36°¢. Interrompeu-se aprotedolise (trata-
mento com tripsina) pelo resfriamento do material atra-
vés de banho de gelo. As suspensoes provenientes destes
dois tratamentos foram recentrifugadas a 100.000 xg por
60 minutos. MNos experimentos foram utilizados quantida -
des de precipitado e sobrenadante originados de microso-
mas integros contendo 8 mg de proteina, Em experimentos
controle, microsomas sofreram o processamento acima des-

crito exceto peda adigao de tripsina e de desoxicolato.

I1.3,11 Adig3o de clorofila a microsomas

Clorofila foi adicionada a microsomas
(8 mg de proteina). Esta mistura foi agitada (mecanica
mente) por 20 segundos, a seguir adicionou-se 1 ml de
tampao e a amostra foi novamente agitada por 20 segun-
dos. O volume (3 ml) foi completado pela adigdo de tam-
pao e a reacgao iniciada. A concentrac3o final de cloro-

fila nestes experimentos foi de 1,5 uM,
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I'1.3.12 Condicoes experimentais

Os experimentos que contiverem HRP fo-
ram iniciados pela adicao da enzima. Etanol (0,5 M) foi
adicionado 3 mistura reacional com o intuito de facili-
tar a solubilizagao dos substratos, 0 volume final da mis

tura reacional foi de 3 ml,

Os experimentos referentes a III.1 fo-
ram efetuados em tampao fosfato 0,5 M/pirofosfato 0,04 M,
pH 7,4, Varios tipos comerciais de HRP foram utilizados e
gquando nao especificado fez-se wuso de HRP tipo VI (2 uM).
A temperatura (salvo quando mencionada) foi de 40°c. Condi
¢0es experimentais particulares aos demais capitulos sao
especificadas nos subcapitulos que antecedem a apresenta-

¢ao dos resultados (III.2.2 e IV.,2).

I1.3.13 Adicao de glucose/glucose oxidase/catalase

Em experimentos nos quais adicionou-se
glucose (0,3%) /glucose oxidase (0,4 pM) /catalase (0,04
uM), o volume final fol de 25 ml, sendo que as concentra-
goes dos reagentes (mistura padrdo de reagdo) foram manti
das, A cela de reagao foi completamente preenchida com
tampdo e vedada com parafilme para prevenir o contato da

solugdo com o ar,
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I1.3.14 Calculos de rendimento gqudntico de

quimiocexcitacao x rendimento quan-

tico de transferéncia de energia

A emiss3o integrada foi comparada &
uma mistura padraoc de 2,5 difeniloxazol (PPO) e 1,4 bis
2-(5-feniloxazolil)-benzeno (POPOP) contendo uma fonte de

14 6 1 -1

C que emite 6,2 x 10° fotons.ml ' .seg com maximo a

0] . X . -~ B 4 (0] -
416 nm. 0s valores de *quimioexcitagdo “transferen -

cia de energia foram calculados com base no numero de fo-
tons emitidos por molecula de oxigenio consumido e levan-
do-se em conta o rendimento quantico de fluorescéncia do
aceptor (clorofila), o rendimento de quimioexcitagao da
especie triplete doadora e a resposta da fotomultiplicado

ra na regiao do vermelho.



I'l. OXIDAGAO AEROBICA DOS ALDEIDOS ALIFATICOS LINEARES

(Cz-Cé), CATALISADA PELA HRP

I11.1 ESTUDOS CINETICOS COMPARATIVOS. TRANSFERENC!A DE
ENERGIA PARA CORANTES XANTENICOS E CLOROFILA

EM MICELAS

111,171,717 Resultados

A utilizagao dos aldeidos lineares Cy-Cp
como substratos da HRP & 1limitada pela baixa solubilidade
de C5 e C6' Nas concentragoes de aldeidos necessarias pa-
ra as medidas polarograficas de consumo de oxigénio somente
62, C3 e C4 sao totalmente solluveis. A reacao CZ/HRP/O2 a=-
presenta-se anomala, a velocidade de reagcao e lenta sendo
que as vezes o consumo de oxigenio nao & detectavel, entre
tanto a oxidag3dao aerobica de C; e C, catalisada pela HRP &
mensuravel e pode ser observada com diferentes tipos comer-
ciais da enzima (diferentes misturas de isoenzimas), As ci-

néticas de consumo de oxigénio referentes a C3 e C4/HRP,/{J2

sao apresentadas nas figuras III.,1 e III.2 respectivamente,

Utilizando a tecnica manométrica de con-
sumo de oxigenio (Warburg), & possivel acompanhar as rea-
¢oes aldeTdo linear/HRP/0, em concentragdo de substrato
onde todos sao soliveis (8 mM), A velocidade de consumo de
oxigénio & extremamente lenta, mas & possivel inferir a se-

guinte sequencia de reacgao: CZ<C3<C4~C5ﬂC6.
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FIGURA III.1 - Oxigenio consumido na oxidagdao aerobica de
C3(SO mM)} catalisada por diferentes tipos
de HRP, Tipo I,II e VI, 2 uM; tipo NIL,
VIII, IX e X, 1 uM,
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FIGURA III.2 -
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Oxigénio consumido na oxidagao aerobica do
butanal (80 mM) catalisada por_diferentes ti
pos de HRP (as concentragdes sao como indica
do na Figura III.1).
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Visto que estes sistemas nao sao emissi
vos a formacao de estados excitados deve ser monitorada
atraves da transferéncia de energia para moléculas acepto-
ras capazes de fluorescer,tais como: fluoresceina, rosa ben
gala e eosina, Destes corantes xantenicos eosina mostra-
se mais adequada, uma vez que fluoresceina & extensivamente
destruida quando exposta a estes sistemas e rosa bengala &
menos eficiente na monitoracao dos estados excitados gera-
dos por estas reacoes. Medidas de emissao de luz s3o acom-
panhadas avarjas concentragoes de substratos (2, 4, 8 e 80
mM) e em alguns casos com varios tipos de HRP, Os resulta
dos sao resumidos na tabela III.1 que relaciona ordena
damente a intensidade de emissao da fluorescencia de eosi
na observada com os diferentes homologos. Na maioria
dos experimentos C4 promove a mais intensa emissao de luz.
Alguns dos resultados mais acentuados a nivel de C4 sao a-
presentados nas figuras III.3, III1.4 e III.S5.

RIVAS-SUAREZ & CILENTO (1981), observa-
ram uma discriminagao quiral na supress3o por D- e E=Eriptn
fano da fosforescencia da acetona triplete gerada enzimati-
camente. Isto 0s levou 2 concluir a existéncia de uma"pro
tecao" da especie excitada pela enzima. Projecdes de Stern-
Volmer para a supressdo por D- e L- triptofano de acetaldel
do e propanal triplete gerados enzimaticamente (ambos moni-
torados por eosina), sao apresentados nas figuras III.6 e
ITI.7 respectivamente, Observa-se que ndao existe discri-
minagao quiral na supress3o de acataldeido triplete, entre-
tanto um certo grau de discriminacdo & observado no caso do

propanal triplete indicando uma protecao deste pelo menos



TABELA III.1 Sequéncia das intensidades da fluorescencia de eosina produzida durante a oxidacao
aerobica dos aldeidos alifaticos lineares C,-C; catalisada pela HRP.

. —

HRP Concentragao do Aldeido

tipo 2 M 4 mM g mi 20 mM® _ gomm” ¢
I Cq>>C5~C6~C3 C4>>C5>83 C4>>C3
I1 €4>C6>C5>C3 C4>C5~C3 C4>>C3
VI C4>C3>>C5>C6>Cz C4>C3>>C5>CG>{22 C4>[23>C5~C6 C3~C4
VII C3>C4
VIII C3~C4
IX C3>C4

X C3>C4

aC6 nao soluvel; b05 e Cg ndo solliveis;

C emissao relativamente insignificante de C2

"l
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FIGURA III.3 - Fluorescéncia de eosina (1x10° "1) produzida
durante a oxidagao 2erobica dos aldefdos
C2-Cq (8 mM) catalisada pela HRP. A insepr-
gac mostra a emissao total em fun(;ao do ni-
mero de atomos de carbono do substrato.
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concentracao dos aldeidos que e
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FIGURA III.6 - Projecao de Stern-Volmer para a supressao
do acetaldeTdo triplete por D- (c-0-0) e
L- triptofano (e-e-e)., A formacdao de ace
taldeido triplete, gerado na oxidacao ae~
rebica do propanal (80 mM) catalisada pe-
la HRP, foi monitorada pela fTuorescgncia
da eosina (1x10-5M), Temperatura= 387C.
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Projecdo de Stern-Volmer para a supressao
do propanal triplete por D- (0-0-0) e L-
triptofano (-e-e-¢), A formagao de propa-
nal triplete, gerado na oxidacZo aerdbica
do butanal (80 mM) catalisada pela HRP,
foi monitorada pela fluorescéncia da e0si
na (1x10-5M), Temperatura = 380C,
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parcial.

A adigao de CTAB a mistura reacional pro
picia a total solubilizacao dos aldeidos CS e C6 mesmo em
concentracao 80 mM, assim sendo.e possivel obter cinéticas
de consumo de oxigenio de toda a serie homologa C3-C6 (Fig.
IIT1.8). CTAB nao afeta significativamente a velocidade de
consumo de oxigenio dos aldeTdos j3a sollUveis no meio reacio-
nal (C3 e C4), entretanto acelera acentuadamente a veloci-
dade de reacao para CS e C6. Este aumento na velocidade de

reacao reflete-se nas cinéticas das emissoes monitoradas por

eosina (Fig. III.9).

Clorofila solubilizada em micelas & um
eficiente detector de especies eletronicamente excitadas
(BRUNETTI et al., 1983). 0s aldeTdos triplete gerados nas
reacoes aldeido 11near/HRP/02 tambem transferem energia pa-
ra clorofila solubilizada em micelas de CTAB (Fig.III.10)}
a emiss3ao aumenta com o aumento da cadeia carbonica do subs-
trato (C; + C5). 0 espectro de emissao (Fig., III.11) coinci

de com o espectro de fluorescencia de clorofila.

It1.1.2 Discussao

A escolha em se trabalhar com uma serie
hombloga de aldeTdos lineares, substratos de HRP foi motiva
da pela série de efeitos biologicos induzidos pelo acido bu-
tirico (vide I.5). Suas multiplas atividades sugerem que
este acido age sobre um processo chave, Como hipotese de

trabalho, ele poderia atuar sobre uma molecula fotocromica
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FIGURA III.8 - Oxigénio consumico durante a oxidag3ao aerdbica
dos . aldeTdos (Ca2-Cg) (80 mi), catalisada pela
HRP, na presenga %e CTAB (0,5 mM),
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FIGURA III,2 - Fluorescencia de _eosina (1x10 M) promovida
durante a oxidagao aerobica dos aldefdos
C3-C5; (80 mM) catalisada pela HRP, na pre-
senca de CTAB (0,5 mMJ,
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Fluorescéncia de clorofila_(2,4uM)
promovida durante a oxidagao aero-
bica dos aldeidos C3-Cg (1 mM) ca-
talisada pela HRP (1 uM), na npre-
senca de CTAB (0,3 mM),
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FIGURA III1.11 - Espectro de emissdo do sistema aldeido linear (C3+Cq)/
HRP/02/clorofila/CTAB, o qual coincide com o_ espectro
de fluorescencia de clorofila., As concentragoes utili-

zadas sao as mesmas que especificadas na Figura III.10,

"L
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atraves de espécies eletronicamente excitadas (P*) gerando

uma forma biologicamente ativa, Esquematizando:

o

acido butirico + 0

2

onde Ai e Aa sao formas biologicas inativas e ativas de uma
molecula fotocromica. Isto representaria um "processo fo-
tobioquimico na ausencia de luz" (CILENTO, 1982) analogo a
interconversao do fitocromo (AUGUSTO et al, 1978). Em mui-
tos destes processos fotobioguimicos "escuros", a especie
doadora excitada e um carbonilo triplete gerado na oxida-
cao aerobica de substratos apropriados, catalisada pela

HRP (AUGUSTO et al., 1978; BRUNETTI et al., 1982).

Teria sido interessante estudar uma sa-
rie homologa de acidos carboxilicos alifaticos lineares co-
mo substratos da HRP e observar um efeito especial associa
do com-o homologo C4, em particular um maior rendimento de
estados excitados, entretanto a oxidag3o enzimdtica destes
acidos e extremamente lenta (HAUN et al., 1980). A investi
gagao de uma série homologa de aldeidos alifaticos lineares

reflete o fato de que, pelo menos em certos casos, acidos
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sao convertidos in vivo no aldeido (JOHNSON & GILBERTSON,
19723 NATARAJAN & SASTRY, 19763 ULITZUR & HASTINGS, 1978;
DAY & GOLDFINE, 1978; CLARK & CRONAN, 1980; BISHOP & HA-
JRA, 1981; De POOTER et al., 1981; RODRIGUEZ et al.,1983).
Adicionalmente, no Unico caso em que o acido butirico e
comparado a butanal — indug3ao de diferenciagdo eritrocita-

ria em celulas eritroleucémicas de ratos (MALININ & EBERT,

1980) — o aldeido mostra-se mais eficiente.

E interessante notar que maior intensi-
dade de emissdo monitorada por eosina €, na quase totali-
dade dos experimentos, obtida com a reagao Cd/HRP/OZ sem
que a este fato se associe uma maior velocidade de reagao
Se bem que a discriminacdao quiral sO possa ser estudada com
os homologos Cy e Cy, e importante notar que Cy ja apresen

ta comportamento diferente do homdlogo Cq.

De modo geral, os resultados suportam
a hipotese de trabalho inicial se bem que esta seja limita
da por algumas suposigoOes: (i) wuma vez que alguns compos-
tos estruturalmente n3o relacionados ao acido butirico(BELL
& JONES, 1982) tambem exercem algumas das atividades men-
cionadas, supOe-se neste caso que o meéanismo seja diferen
te do operante com a série homologa dos acidos, (ii) embora
a conversao de acido a aldeido tenha sido demonstrada para
acidos graxos longos (JOHNSON & GILBERTSON, 1972; NATARAJAN
& SASTRY, 19765 ULITZUR & HASTINGS, 1978; DAY & GOLDFINE,
1978; BISHOP & HAJRA, 1981; RODRIGUEZ et al., 1983), e para
acido acetico (CLARK & CRONAN, 1980) e propionico (De P0O-

TER et al., 1981), assume-se que a conversao pode tambem
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ocorrer com outros acidos alifaticos e com eficiencias si-
milares. Curiosamente, em um caso de administragao de aci
do butfirico (De POOTER et al., 1981), acetaldeido e buta-
nol sao encontrados, sugerindo que butanal e propanal sao

gerados como intermediarios.

A hipotese de que acido butirico age
através de um produto excitado numa molecula fotocromica
pode explicar a rapidez e completa reversibilidade dos

efeitos produzidos por este 3acido e seus homdlogos.

Quando estas reacgoes sao efetuadas na
presenca de CTAB, a intensidade maxima de emissao monitora
da por eosina ou clorofila aumenta «com o aumento da ca-
deia carbonica do aldeTdo., Isto presumivelmente se deve
a um efeito micelar que favorece a reagao com os homologos
superiores, nao se encontrado portanto efeito maximo em
C4.

Observa-se que o0s homdlogos superio-

res tambem levam a uma maior emissao com cloroplastos 2

microsomas (vide III.2 e IV),.
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I11,2 TRANSFERENCIA DE ENERGIA PARA CLOROPLASTOS

[11.2,1 Cloroplastos — Estrutura e Funcao

Cloroplastos tipicos de plantas superio
res sao organelas lentiformes com um diametro de 3 a 10um.
Possuem um sistema triplice de membranas, duas externas,gque
definem e compartimentalizam a organela e uma interna, bas
tante complexa e densa embebida na matriz. A membrana in-
terna consiste no empilhamento de membranas na forma de dis
cos que sao chamadas de tilacOides, onde esta contido to-

do o aparato fotossintetico,

Tratamento brando com detergentes e sub
sequente fracionamento permite isolar tres principais com-
plexos macromoleculares dos tilacoides (BOARDMAN et al. ,
1966; JENNINGS et al., 1980): (i) fotossistema II(PS II),
que contém uma molécula de clorofila especializada denomina
da P-680 e um complexo antena constituido por centenas de
moleculas de clorofila e pigmentos acessorios); (i1) um
complexo clorofila a/b-proteina captador de luz {(*Tight=
harvesting chlorophyll a/b-protein complex-LHCP) e (iii)}
fotossistema I (PS I) constituido por uma clorofila espe-

cializada P e um complexo antena.

700

Nos cloroplastos ocorre a fotossintese
que € o processo biologico da conversdao de energia lumino-
sa em energia quimica. Este processo se realiza em duas e-
tapas: vreacoes luminosas e reacoes escuras, Nas reagoes
luminosas a clorofila e outros pigmentos absorvem energia

luminosa que & convertida em energia quimica na forma de
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ATP e NADPH atraves de um sistema de transporte de ele-
trons da agua (ou outra molécula doadora de hidrogenio) ao
NADP+. Nas reacoes escuras o ATP e NADPH, formados nas
reacoes luminosas, sao utilizados na biossintese de car-

boidratos (ciclo de Calvin),

Nas reacoes luminosas est3ao envolvidos
os PS I, PS II e uma serie de moleculas transportadoras de
eletrons. A figura III.12 esquematiza o fluxo de eletrons
atraves dos diversos transportadores e Tlocaliza os sitios

de fosforilacao.

Em cloroplastos isolados observa-se uma
via alternativa do fluxo de elétrons que envolve somente
o PS I e alguns dos aceptores de eletrons da cadeia. Esta
via nao forma NADPH nem libera oxigenio, entretanto possui

um sitio de fosforilag3ao (fotofosforilagao ciclica).

I11.2.2 Interacao de cloroplastos com sistemas

geradores de aldefdos alifaticos 1li-

neares triplete

Os experimentos sao efetuados em tampao
fosfato 0,5 M/pirofosfato 0,04 M, pH 7,4, As concentragoes
dos reagentes na mistura reacional sao: HRP (tipo VI), 2uM;
cloroplastos contendo 3,5 pM de clorofilaj a1de?dos(£2-06],
80 mM; etanol 0,5M., Deve-se salientar que os homologos Cg
e C6 nao est3o totalmente solubilizados quando utilizados
na concentragao acima especificada, entretanto sao também
descritos experimentos efetuados a baixas concentracoes (8

e 2 mM) de aldeTdo,
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FIGURA III.12 - Diagrama de energia do transporte de elétrons
fotossintetico; fosforilagdao ciclica (--->) e
ndao ciclica (+), em fungdo do potencial redox.
P-680,centro de rea¢ao de PS-IIl; Q, primeiro
aceptor de PS-II; PQ, plastoquinona; cit f,ci
tocromd fy PC, plastocianina; P-700, centro
de reagao de PS-I1; P-430, ferredoxina,associa
da a membrana; Fd, ferredoxina livre; FNR,fer
redoxina-NADP-redutase; <cit b-6, citocromo,
b-6; Pi, fosfato inorganico.
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[ I e Resultados

Emissao de luz proveniente de
cloroplastos & promovida tanto pelos aldeTdos C,-Cg, como
pelas reacoes CZ-CG/HRP/O2 (Fig.III13A-E). Estas emis-
soes situam-se acima de 630 nm, como atestado pelo uso de
filtro. As curvas de consumo de oxigenio das reagoes
CE-CS/HRP/D2 na presenga e na ausencia de cloroplastos
sao apresentadas na figura III,14, Cloroplastos diminuem
discretamente a velocidade das reacgoes C3-C4/HRP/02, as
demais nao chegam a esgotar o oxigenio, sendo que para Cy
e CG a velocidade & extremamente baixa. N3o se observa

consumo de oxigenio na ausencia de HRP.

A emissao induzida pelo aldefdo & ra
pida e em decaimento, sendo que no caso de CS e CG ela e
maior e mais persistente, Quando HRP & adicionada apdos o
decaimento da emissao aldeido/cloroplasto, desenvolve-se
uma nova e persistente emissdao com as mesmas caracteris-
ticas daquela observada quando HRP & adicionada inicial=-

mente. (Fig. III.13)

0s sistemas CZ-CSXHRP/c1oropTastos e
aldeTdo/cloroplastos ensaiados a baixas concentragbes do
aldeido (2 e 8 mM) mostram que a emissao do sistema que
contem HRP & sempre maior do que aquela promovida somen
te pelo aldeTdo. As intensidades de emiss3do seguam a or-

dem C.>C.>C dCSACZ (2 mM) e C.>C »C4AC

6>€s>C, 6Ce >C, (8 mM).

3
Superoxido dismutase (100 U) e catala-

se (1x107 M) nac alteram a emiss@ao de 1luz proveniente
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FIGURA III.13 - Emissao de cloroplastos promovida pela oxi
dac3ao aerobica cata1lsada por HRP dos al-
deidos (80 mM): A, acetaldeido, B, propa-
nal, C, butanal, D, pentanal, E, hexanal,.
A 11nha traceJada corresponde a emissao de
cloroplastos desencadeada pelo aldeido. Em
B-E o efeito da adigao posterior de HRP,
1nd1cado pela flecha, tambem e mostrado.
A emissdao proveniente de cloroplastos so-
zinhos e insignificante.
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FIGURA III1,14 - Oxigenio consumido durante_ a oxidagdo dos aldeidos alifaticos C,-C (80 mM)
catalisada por HRP, na ausencia (---) e na presencga (—) de cTor%p]gstos,
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das reacoes Co—CG/HRP/OzchoropTastos.

As emissoes provenientes dos sistemas
C3—C4/HRP/02/c1orop]astos nao estao correlacionadas ao con
sumo de oxigenio (Figs.III13B e C comparadas a III.14),
entretanto quando se esgota extensivamente o oxigenio do
meio, atraves da adig3o de glucose/glucose oxidase/catala-

se, a emissao decai abruptamente (Fig. III.15).

A emiss3ao da reacgao CS/HRPJOZ/c1orop1aE
tos e suficientemente intensa para que seu espectro seja
registrado em fluorimetro convencional (Fig. III.16). 0
espectro de emissao mostra intensidade mixima a 685 nm, re-
¢ido na qual se situa a fluorescencia de clorofila. As
reacgoes CZ—CG/HRP/D2 também transferem energia para cloro-
fila livre em solucao, porém a intensidade da emissao e
acentuadamente menor quando comparada as obtidas com 0
uso da clorofila em micelas e cloroplasplastos. Isto pro-
vavelmente se deve ao baixo rendimento quantico de fluores

cencia da clorofila em 3gua (¢g ~ 0,001).

As eficiencias em povoar estados sin-
glete S1 da clorofila foram calculadas baseadas no consu
mo de oxigénic e assumindo aque o rendimento quantico de
fluorescencia (¢g) da clorofila em cloroplastos & de a-
proximadamente 0,01 (Tabela T1II.2), Fosforescencia de
clorofila (Amax ~ 960-980 nm) nao seria detectada pela apa
relhagem utilizada, O homdlogo Cy nao esta contido na
Tabela devido ao baixo (e as vezes nao detectavel) consu-
mo de oxigenio. Os valores referentes ao homologo C6 tam-

bem nao foram incluidos devido a baixa velocidade de rea-
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Supressao da emissao do sistema Cgq/HRP/02/cloroplastos atraves do
esgotamento extensivo de 02. A ercha esquerda indica o tempo On-
de o 02 foi esgotado tornando-se disponivel somente por difusao.No
tempo indicado pela flecha a direita fez-se a adicao de glucose/
glucose oxidase/catalase (tornando o sistema praticamente anaero- -
co).
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FIGURA III.16 -

Comparagao entre o espectro de
fluorescéncia de cloroplastos
(Aexc = 430 nm) (---) e o0 es-
pectro de emiss3o do sistema
C5/HRP/02/cloroplastos (—)
sendo que o Ultimo foi obtido
com a fenda completamente aber
ta.,

67.



TABELA III.2 - Eficiencias das reacgoes a]dero/HRP/Oz popularem o estado singlete S da

clorofila em cloroplastos.

Intervalo de Moles de 0, NO de fotons NO de estados Lunimicns:x'.cita(_;’éo
AldeTdo @ tempo b consumidos emitidos S popu]adosC ® 4 o

(minutos) transferencia
Propanal (C,) i ] 5,2x10"7 3,7x10'0 3,7x1012 4,2x107°
Butanal (Cg) 1 s 5,3x10" 7 5,7x1077 5,7x1012 6,3x107°
Pentanal (Cs) 1= 3,0 7,5x107 8 3,4x1010 3,4x10'? 2,6x10"%

2 80 mM;
do/cloroplastos;
culado atraves
consumidas.

valores apos o primeiro minuto para minimizar a contribuigao da emissao aldei-
e g de clorofila em cloroplastos ~ 0,01 (KOCHUBEI et al., 1980); 9 cal-
do numero de estados Sy populados dividido pelo numero de moléculas de 03

89
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cao e 06/c10rop1astos possuir emissdao equivalente ao sis-

tema completo. Os valores referentes a C5 incluem par-
te da emiss3@o desencadeada em cloroplastos somente pelo
aldeido.

Nenhum dos sistemas e capaz de reduzir

azul de tetrazolium, um aceptor de Hill.

111.2.2.2 Discussao

Devido aos cloroplastos possui-
rem significativa atividade peroxidasica (HENRY et al.,
1981), deve ser considerada a possibilidade desta ser res-
ponsavel pela emissao desencadeada pelo aldeido, entretan
to isto parece improvdavel pois nenhum dos sistemas CZ—CG/
cloroplastos consome oxigenio, As emissdes promovidas pe
lo aldeTdo devem provavelmente constituir um caso de lumi-
nescéncia escura ("dark luminescence"), refletindo a ha-
bilidade dos sistemas fotossintéticos totalmente relaxados
e adaptados ao escuro emitirem luz como consequencia de
certos tipos de estimulos (BJORN & SIGFRIDSSON, 1971; LA-
VOREL, 1980; LAVERGNE & ETIENNE, 1980; LAVOREL et al.;
1982).

Visto que as reacgoes CZ-Cs/HRP/O2 nao
sao emissivas e que HRP nao promove emissdo em cloroplas-
tos, a emissao de luz proveniente das reagoes CZ-CSXHRP/
02/c1orop1astos pode ser originaria de dois processos nao

excludentes, ambos como consequencia da transferencia de
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energia do aldeido triplete para o cloroplasto. Estes pro
cessos sao: (i) emissao da clorofila sensitizada pela
propria transferéncia e, (ii) emissao da clorofila ex-
citada durante um processo induzido nos cloroplastos. A
transferéencia de energia dos aldeidos triplete para cloro-
fila @ suportada pela capacidade dos sistemas CZ-CG/HRP;‘O2
transferirem energia para clorofila livre e/ou solubiliza-
da em micelas, Adicionalmente NASSI & CILENTO (1983) evi-
denciaram transferéncia de energia de carbonilos triplete

para clorofila contida em cloroplastos.

Transferéncia de energia tambem pode
estar ocorrendo para fragmentos de cloroplastos, uma vez
que emissao de luz de aproximadamente mesma magnitude e
observada com fragoes enriquecidas em fotossistemas I e II

(NASST & CILENTO, 1984),.

0 processo que desencadeia a excita-
cao de cloroplastos parece ndao envolver as especies H202
e 05, visto que a catalase e superdoxido dismutase nao al-
teram a emissao de luz. A presenca de etanol na mistura
reacional exclui a participacdo do radical HO" . A pre-
senga de oxigénio singlete (102) e improvavel, pois: (i)
nao existem evidencias de sua formagao durante a oxida-
¢ao dos aldeidos lineares catalisada pela HRP; (ii) caro-
tenoides presentes nos cloroplastos suprimem 102 (ASADA et
al., 1983); (iii) as emissoes provenientes das reagoes
C3~C4/HRP/clorop1astos nao estdao relacionadas com a con~-

centracao de oxigenio presente na solucao.
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A emissao de cloroplastos permanece pra
ticamente inalterada quando o oxigénio est3 esgotado 2
disponivel apenas por difus3o. A persistencia desta emis
sdo pode refletir: (i) a dependencia de ordem zero dessas
reacoes em relagao ao oxigenio indicada pela Tlinearidade

do consumo de oxigenio com os homologos C, e C,; (ii) maior

3
tempo de vida das especies triplete em baixas concentra-
goes de oxigénio, ou (iii) a geragdao de um processo emis-

sivo induzido cuja contribuigcao aumenta com o tempo,

Os resultados demonstram que a emissao
provém da fluorescencia da clorofila, entretanto a partici

pacao do primeirs triplete (T) nao € rigorosamente exciui-

da. Embora carotenoides suprimam eficientemente o T.| da
clorofila, poderiam existir nos cloropiastos populactes
ndo suprimiveis (provavelmente devido a flutuagoes natu-

rais, resultando no afastamento entre molé&culas de clorofi
la e caroteno; KRASNOVSKY, 1982). Entao, a participacao do
triplete T, da clorofila sera posstel se a transferencia
da energia se der para as moleculas nao suprimiveis ou se-
gundo o mecanismo seguinte (KRASNOVSKY et al., 1981; JENSEN

—— —

et al., 1980; DALLINGER et al., 1981):

3 3 *

* =
Clorofila + Carotendide - Clorofila + “Carotenoide

*

" * — * -
3Caroten61de + 3Carotenoide - ]Carotena1de + Carotenoide

- * = *
]Carotenoide + Clorofila -+ Carotenoide + 1C1orof11a

Também o envolviments de um trinlete superior da clorofi-
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la, que atraves do cruzamento intersistema povoa o estado
S, da mesma, pode ocorrer, como sugerido por BRUNETTI et

1
al. (1983).
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IV, QUIMIOLUMINESCENCIA DE MICROSOMAS EXPOSTOS A OXIDAGAO
DE ALDEIDOS LINEARES E OUTROS SUBSTRATOS CATALISADA

PELA HRP

V.1 RETICULO ENDOPLASMATICO E MICROSOMAS

Estrutura e funcao. Quimioluminescencia

0 retfculo endoplasmatico consiste numa
complexa e extensa rede de membranas situadas no citoplas-
ma, Nestas membranas estdo localizadas varias enzimas e 595,
temas enzimaticos. Aproximadamente 60% do reticulo endoplas
matico possue ribossomos aderidos & sua membrana — regioes
denominadas de reticulo endoplasmatico rugoso. A constitui
¢ao aproximada do reticulo endoplasmatico & de 70% de pro-
teTnas e 30% de lipideos (dos quais 85% sao fosfolipideos).
Algumas das fungdes associadas a esta organela sao: 'metabo-
lismo de xenobioticos, sTntese e transporte de um grande ni-
mero de proteinas, sintese de colesterol, fosfolipideos e
triglicerideos, aléem da participagao na clivagem do glico-
genio.

0 reticulo endoplasmatico de figado res-
ponde a fenobarbital e outros xenobioticos, aumentando seu
volume e area de superficie, Jjuntamente com um substancial

acrescimo quantitativo do citocromo 9450 (CONEY, 1967).

Contrario a outras organelas, tais como
mitocondrias e 1isossomos, o reticulo endoplasmatico se rom

pe extensivamente quando o tecido e homogeneizado. 0s frag-
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mentos obtidos pela homogeneizacao formam vesiculas que
sao chamadas de microsomas. Essas vesiculas sao heteroge-
neas quanto ao tamanho, densidade e carga de superficie

(DALLNER & ERNSTER, 1968; SIEKEVITZ, 1962). A memb rana
microsomal externa corresponde a superficie «citoplasmatica

do reticulo endoplasmatico.

0 reticulo endoplasmatico contem flavo-
proteTnas e citocromos que funcionam em reagoes de trans-
porte de elétrons requerendo oxigenio, NADH e NADPH. Um
dos principais sistemas de transporte de el@trons nos mi-
crosomas & o sistema do citocromo Pysg dependente de NADPH,
que @ classificado como oxidase de func@ao mista ou monoxige
nase. Este sistema transfere eletrons do NADPH ao oxige-
nio catalizando a hidroxilagao ou demetilagdao de um substra

to pelo oxigénio ativado,

Qutro sistema de transporte de eletrons
envolve o citocromo bS’ sua NADH desidrogenase e uma fer-
roproteina — dessaturase. 0 citocromo b5 reduzido partici-
pa da dessaturacao de acidos graxos. Essa reagao converte
0 palmitil coenzima A (CoA) e estearil CoA em respectivamen
te palmitoleil CoA e oleil CoA. Em condigbes especiais o
NADPH citocromo P450 redutase pode tambem catalisar a trans
ferencia de equivalentes redutores do NADPH para o citocro-

mo b, (ESTABROOK, 1978).

Esses dois sistsmas de transporte
de eletrons microsomais est3o representados na figura

5 |
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Em microsomas e em outras fracoes sub-
celulares como nucleos, Tlisossomas e mitocondrias, po-
de ocorrer peroxidagao de lipideos (PLAYER & HQRTON, 1981;
YONAHA & OHBAYASHI, 1980; KOSTER & SLEE, 1980; VLADIMIROV
et al., 1980; CHANCE et al., 1979; FONG et al., 1973). Na
lTipoperoxidacao acidos graxos insaturados s3ao peroxida-
dos e clivados com formagao de malonaldeido e outros pro-
dutos. O0s microsomas estao entre as fragdes subcelulares
mais ativas e bem caracterizadas com respeito 3a peroxida
cao de lipideos. Varias especies reativas de oxigénio,
entre elas Ton superoxido, radical hidroxila e oxige-
nio singlete, parecem estar envolvidos tanto na fase de
iniciagao como na propagacao deste processo (AUST & PE-
DERSON, 1972; KING et al., 1975; NAKANO et al., 1975,
FONG et al., 1973; LAY & PIETTE, 1977; SVINGEN et al.,
1978; SVIGEN et al., 1979).

A peroxidagao de lipideos e acompanha-
da por uma emissao fraca que tem sido atribuida ao oxige-
nio singlete com uma possivel contribui¢3ao da quimiolumi -
nescencia de carbonilos (SHOAF & STEELE, 1974; NAKANO &
SUGIOKA, 1978; CADENAS et al.,,1987a; CADENAS & SIES,1982).

Varias classes de processos de lipope-
roxidagao em microsomas podem ser distinguidos: (i) um
processo nao enzimatico e que pode ser induzido por ascor
bato; (i1) um processo enzimatico dependente de NADPH
e ferro, o0 qual esta associado com a cadeia de transporte
de eletrons que catalisa a oxidagdo de xenobioticos
(KOSTER & SLEE, 1980) e; (iii) wum processo promovido

por hidroperoxidos o qual nao requer doadores de ele-
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trons e cuja formacao de estados excitados se da atraves da
quebra do hidroperoxido pelo citocromo 9450 (CADENAS & SIES,
1982).

A quimioluminescencia e a  peroxidagao
de 1ipTdeos microsomal, provenientes do processo enzimatico
(NADPH dependente) s3ao diminuidas na presenga de catalase
e tiouré@ia (KOSTER & SLEE, 1980), aléem de serem abolidas
por EDTA (SHAH et al.,, 1983). SKF-525 A (um inibidor do
citocromo P450) inibe efetivamente a quimioluminescencia

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

IV.2 INTERAGAO DE MICROSOMAS COM SISTEMAS GERADORES

DE ESPECIES EXCITADAS TRIPLETE

A nao ser quando especificado, os expe-
rimentos saoc efetuados em tampao fosfato 0,5 M pirofosfa-
to 0,04 M, pH 7,4 a 37°C. As concentragoes dos reagentes
na mistura reacional (3 ml) sao: HRP (tipo VI), 0,5 wuM;
microsomas contendo 8 mg de proteina por reagao; propa-

nal (C 80 mM; etanol 0,5 M. 0s resultados sao alta-

3)
mente reprodutiveis com a mesma preparagao microsomal,
entretanto preparagoes distintas podem acarretar mudancgas
nao acentuadas na intensidade e cinetica das emissoes de

luz. Todos os experimentos foram comparados a reagoes

controle com a mesma preparagao microsomal.

Microsomas tambem foram expostos aos

sistemas IBAL/HRP/02 e IAA/HRP;OZ, 0s quais geram res-
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pectivamente acetona triplete e indol1-3-aldeido triplete, 0
fato desses sistemas ja serem emissivos, limita a visuali-

zagao do processo desencadeado nos microsomas.

IV.2.1 Sistema aldeidos lineares/HRP/O

2
IV.2,1.1 Resultados

Quando microsomas estao presentes

durante a oxidagao aerobica do C, catalisada pela HRP

3
observa-se emissao de luz de baixa intensidade (Fig. IV.2),
Esta emissao depende do sistema completo, pois os siste-

mas C3/microsomas e HRP/microsomas nao sao emissivos.

A adicao de microsomas (8 mg de pro-
teTna) provoca um aumento na velocidade de consumo de oxi-
genio (Fig. IV.3). Pode-se notar que a emiss3o de luz per-
siste apos o oxigénio ter sido esgotado e disponivel so-
mente por difusao (Fig. IV.4), 0 efeito de quantidades
distintas de microsomas no tempo de inducao e intensidade

de emissao € apresentado na figura IV.5,

Quando se substitui tampao fosfato
por Tris o sistema C3/HRP/microsomas ainda consome oxi-

géenio (Fig. IV.6), porém nao se observa emissao.

Cineticas de emissao de luz a  varios
pHs e diferentes concentragoes de tampao fosfato aparecem
representadas nas figuras IV,7 e IV.8. Passando=-se de 35
a 40°C a emiss3ac total aumenta em cerca de 30%. Variagao

na concentracao de HRP na faixa de 0,5 a 2,0 UM n3o induz
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FIGURA IV.2 - Quimioluminescencia microsomal promovida
pelo sistema CB/HRPXOZ.
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FIGURA IV.3 - Oxigenio consumindo durante a omdagao aerobi
ca de Cy catalisada por HRP na ausencua (---) e na pr‘esenga
(= ) de microsomas (8 mg de proteina). O consumo de oxi-
genio por C3/m1crosomas tambem & apresentado (...)
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FIGURA IV.5 - Efeito da concentragao (proteica) de
micrnsomas (——, 85 =1-e- ¢ 163 w5283
--- 80 mg de protefna) na emissao pro-
movida por CB/HRPJDZ.
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FIGURA IV.7 - Efeito do pH (tamp@ao fosfato 0,5M, pH 6,83
-e=, 7,4 ——, 7,8 =0~ e 8,0 —4=) na emig‘
s3o de Tuz proveniente de CB/HRP/Oz/micrE
somas.
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FIGURA IV.8 - Cinéticas de emissao de luz proveniente
de C /HRP{O /microsomas, acompanhadas a di-
ferentes mo'lamdades de tamp3o fosfato pH 7,4
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aumento significativo da emissao.

Apesar da emissao de luz ser pouco in-
tensa ela & suficiente para se obter, com o uso de fil-
tros, o espectro de emissao aproximado. Este e apresen-
tado na figura IV.9, Para fins comparativos, nesta figura
sao incluidos também o espectro de microsomas oticamente ex

citados (A = 400 nm) e o espectro de emissao de fibro-

exc

blastos de ratos |A = 488; (BENSON et al., 1979)].

exc
Medidas da formagao de malonaldeido

de microsomas expostos por 15 minutos a reacao CB/HRP/O2

10

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

mg de proteina microsomal) que o de microsomas nao expos-

tos e conservados em tampao.

A participacao de espécies ativas de

oxigenio no processo emissivo & examinada através de su-

pressores especificos. A adicao de histidina (10"3

urgia (107° - 107% M), SOD (100 U); ascorbato (1075 M) ou

M), tio

catalase (10'7 M), nao altera significativamente a emis-
sdo de luz. A presenca do radical HO* & excluida pela exis
tencia de etanol na mistura reacional (0,5 M). A fim de
obter outras evidéncias contrarias a participagao de pero-
xidos, H,0, (107% - 107 M) e t-BuOOH (5 mM) s3o adi-
cionados a microsomas. Nenhuma destas espécies promove

emissao de luz detectavel pela aparelhagem utilizada.

Microsomas mantidos em tampao fosfato
liberam a NADH-citocromo b5 redutase (DEY et al., 19871).
Para verificar se a emissao & proveniente de um componente

microsomal solubilizado pelo meio,foram realizados dois =2x-
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FIGURA IV.9 - Espectros de emissao da luminescéncia mi-

crosomal promovida por: ——, exposicao ao
sistema C,/HRP/0, e --- irradiacdao a 400
nm, O espectro da emiss3dao de fibroblas-
tos de ratos irradiados a 488 nm tambem &
apresentado (...). Estes espectros foram
normalizados.
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perimentos. Primeiramente,manteve-se microsomas em tampao
por 3 horas antes da reacgao C3/HRP/02 ser iniciada. A e-
missao € analoga a obtida com microsomas imediatamente u-
sados. Num outro experimento,microsomas foram mantides em
tampao por 30 minutos e ent3ao recentrifugados; a emissao
desenvolvida pelo sobrenadante &€ muito menor do que aquela

promovida pelo precipitado.

Quando microsomas sao incubados com C3
ou HRP, por 10 minutos e a reagdo em seguida € 1iniciada,
a emissao de luz permanece praticamente a mesma. Se mi-
crosomas sao adicionados apos a reagao CS/HRP/O2 ter con-
sumido oxigénio, a intensidade de emissao diminui mas a

cinética permanece a mesma,

0 sistema tambem ndo € afetado quan-
do reoxigenado, entretanto o esgotamento extensivo de
oxigénio, obtido atraves da adig¢do de glucose / glucose o-
xidase / catalase, leva a uma drastica diminuicdo da emis-
sao (Fig. IV.10). Quimioluminescéncia microsomal ja foi
descrita em condigoes completamente anaergbicas (CADENAS
et al., 1983). Entretanto, nao se pode averiguar se a
emissao microsomal aqui observada requer oxigenio, ja que
este @ indispensavel para o sistema que a aciona (CB/HRP/

/05).

A mesma cinetica de emissao de luz &
observada com microsomas contendo altos niveis de citocro

mo P microsomas estes provenientes de figados de ra-

450°
tos tratados com fenobarbital.
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FIGURA IV.10

MINUTOS

Efeito do consumo extensivo de 0, na 2missdo
microsomal promoyida por Cj/HRP/Oé. A primei-
ra flecha indica o tempo onde o 02 foi consu-
mido tornando-se disponivel apenas por difu-
sao. A segunda flecha indica a adigao, em
experimento duplicata (---), de glucose/gluco
se oxidase/catalase; neste a cela foi comple
tamente preenchida e vedada com parafilme.
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Para se obter maiores informagoes re-
ferentes a espécie microsomal emissiva, microsomas foram
tratados com tripsina e desoxicolato. 0 tratamento com
tripsina remove 35% das proteinas totais: destas apro-
ximadamente 50% representam proteinas ribossomais, as de-
mais sao protefnas expostas na superficie externa da
membrana microsomal (De PIERRE & DALLNER, 1975). -As pro-
teTnas mais atingidas por este tratamento sao a NADPH-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 apos recentrifugagao do
material tratado (De PIERRE & DALLNER, 1975). A emissao
de Tuz derivada do precipitado & moderadamente reduzida

e a do sobrenadante € muito baixa (Fig. IV.11).

Tratamento brando com desoxicolato dis
socia 25% das proteinas microsomais, diminuindo drasti-
camente a atividade da IDPase, 8-glucoronidase e esterase
(De PIERRE & DALLNER, 1975). A emissao proveniente do

precipitado & moderadamente maior (Fig. IV.12).

A adigao de SKF-525A (um inibidor do
citocromo P4501 no sistema C3XHRP/02/m1crosomas, so di-
minui a emissdao quando em altas concentragdes (150 uM):
ainda assim o efeito € pouco pronunciado. A presenca de

EDTA (0,1 M) també@m nao modifica a emissao.

Para verificar se o estado reduzido

dos componentes microsomais influenciaria as propriedades g

3

missivas, adicionou-se NADPH (10 ° M) ao sistema. Esta

adic¢3ao , seja ela feita inicialmente ou durante a rea-
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FIGURA IV,11 - Cineticas de emiss3o de luz acompanhadas a-

pos o tratamento de microsomas com tripsina.
Com o precipitado deste tratamento obtem-
se menor emissao de Tuz promovida por CB/
HRP/0, do que a obtida com microsomas n3o
tratados (controle). Com o sobrenadante des
te tratamento tambem se observa,baixa porém
significativa,emissao de 1luz.
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Emiss3o de luz acompanhada apds o tratamen-
to de microsomas com desoxicolato, Com 0
precipitado deste tratamento obtem-se maior
emissao de luz promovida por C3fHRP/02 do
que a de microsomas nao tratados(controle),
Com o sobrenadante deste tratamento nao se

obtem emissao de luz,
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¢ao, suprime totalmente a emissao sem haver modificagao no
consumo de oxigenio da reacao C3/HRP/02. Entretanto, es te
efeito esta associado a supressao de acetaldeido triplete,
pois NADPH tambem syprime a emissao de eosina Promovida
por transferencia de energia do acetaldeTdo triplete gerado
na reacao CB/HRP/OZ, sem contudo afetar a fluorescéncia oti

camente excitada da eosina,

CADENAS & SIES (1982) observam quimio-
Tuminescéncia microsomal promovida por t-BuOOH. Esta quimio
lTuminescencia provem parcialmente de carbonilos triplete,
uma vez que um aumento acentuado desta emissdo e observado

na presenga de clorofila (CADENAS et al., 1984).

Emissao de luz acompanhada com microso-
mas contendo clorofila(1,5uM) & apresentada na figura
IV.13. Observa-se neste caso novo perfil cinetico, Com a
utilizacao de filtros de interferencia constata-se que nos
primeiros dois minutos esta emissao situa-se acima de 630nm
(regidao de fluorescencia de c]orofi1a); Entretanto com o
decorrer da reagdao ha contribuigdao crescente de emissao a-

baixo de 600nm. Isto sugere que a espécie microsomal respnns§

vel pela emissao (A ~ 560 nm,vide Figura IV.9) nao transfe
re energia para clorofila; enguanto que a emissao inicial
(A >630 nm) & produto da transferéencia direta de energia do
acetaldeido triplete para clorofila (emissao analoga ao sis-
tema CafHRP/DZ/c1orop1astos, Fig., TII.13B @ C3/HRPXOZ/C10fg
fila/CTAB, Fig, III.10).

Para fins comparativos, butanal (80 mM)

foi usado como substrato. 0 sistema Cd/HRPXOZ/microsomas a-
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FIGURA IV,13 - Emissao de luz dos sistemas C3/HRP/0,/mi-
crosomas/clorofila (——) e CB/HRP/Oz/clorE
fila (=---=).
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presenta emissao um pouco mais intensa, porém de mesmas
caracteristicas daquela promovida por C3KHRP/02/microsomas
(Fig. IV.14). Redugdao da concentragao de 63 (8 mM), dimi
nui acentuadamente a emissdo de microsomas, entretanto
permite a comparagao entre os homologos C3—CG. Como apre-
sentado na figura IV.15, a intensidade da emissao aumenta
de C

3 a CE; contudo, consumo de oxigenio n3do pode ser de-

tectado devido 3@ baixa concentracao dos aldeTdos.

IV.2.1.2 Discussao

Uma das caracteristicas mais pro-
nunciadas da emissao de Tuz, observada quando microso-
mas est3o presentes na oxidagdo enzimidtica do propanal, &
um periodo de indugdo ("lTag time"), Este fato sugere que
cromoforos microsomais nao sao excitados por transferen-
cia direta de energia, mas sim através de um processo in-
duzido. Apos o perTodo de inducdo, o processo emissivo

se mantém as custas da difusao de oxigenio.

A possibilidade de espécies intermedia
rias do sistema,isto €: HRP I, HRP II e o radical aperoxi-
do, promoverem o processo quimioluminescente pode ser ex-
cluida, pois microsomas n3o inibem a oxidag3o enzimatica
do propanal. Além do mais HRP I (HRP + HZOZ)’ tert-BuOOH
e HZOZ nao induzem emiss3ao de microsomas detectavel pela
aparelhagem utilizada. Provavelmente, seja o acetaldeido
triplete o responsavel pela indug¢dao do processo emissivo
nos microsomas, De fato NADPH (um supressor de aceta1dei

do triplete) suprime a emissao microsomal sem afetar a
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FIGURA IV.14 - Emissao de luz acompanhada durante a oxida-
¢do de C, (=) e Cy(---) catalisada pela
HRP, na presenga de microsomas,
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* FIGURA IV.15 - Luminescéncia microsomal proveniente de sua
exposicao a oxidagao aerdbica dos aldeidos
C3-Cp (8 mM) catalisada pela HRP,
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reagao CB/HRP/OZ. Esta suposigao &€ reforgada pela ausencia
de emissao em tamp3do Tris, de acordo com a supressao de

especies excitadas triplete por aminas.

Qualquer que seja o processo emissivo
induzido em microsomas, ele aparentemente nao envolve e5p§
cies ativas de oxigénio e & diferente dos processos qui-
mioluminescentes comumente induzidos, Assim sendo, temos
que: (1) n3o ha formagao de malonaldeido; (ii) SKF ndo afe
ta a emissao; (iii) a emiss3ao n3o se da na regido espera-
da para a emissao bimol de oxigénio singlete (NAKANO et
al., 1975; CADENAS & SIES, 1983); (iv) a emiss3ao con-

tinua quando se usam microsomas que contem clorofila.

Se bem que a espécie microsomal emissi-
va nao tenha sido identificada, o espectro de emiss3o se
parece com os obtidos de varios tipos celulares, tal como
fibroblastos de ratos (Fig. IV.9), os quais tem sido atri-
buidos a flavoproteinas (BENSON et al., 1970). Evidéncia
da participagao de uma flavoproteina também e suportada pe-
Tos resultados obtidos com microsomas tratados com tripsi-

i (Figs IVl 1)

0 espectro oticamente excitado se si-
tua a comprimentos de onda menores que a emissao de micrg
somas expostos a reagdao (Fig. IV.9). Isto sugere que 0
processo microsomal excita um componente que nao contribua

majoritariamente no espectro oticamente excitado.
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IV.2.2 Exposicao a outros sistemas

A intensidade da

fosforescencia da acetona triplete (A = 435 nm), gerada

max
na oxidagao aerobica do IBAL catalisada pelo HRP, & dimi-
nuida na presencga de microsomas (8 mg de proteina) (Fig.
IV.16). Esta diminuicao deve-se, em grande parte, a  su-
pressdao da espécie excitada por proteTnas. Emiss3o de 1luz
integrada e consumo de oxigenio se correlacionam no sistema
IBAL/HRP/szmicrosoma (Fig. IV,17). Utilizando-se filtros
constata-se uma pequena diminuig¢ao, quando microsomas es-
tao presentes, da relagdo: emissao acima de 300 nm / emis-
sao acima de 500 nm. Esta diminuig3o n3o & acentuada, mas
sugere que a emissao proveniente do sistema IBAL/HRP/O2 /
microsomas seja a soma da emiss3ao de acetona triplete e
de uma emissdo proveniente de microsomas. A localizag3o e-
xata desta Ultima nao pode ser averiguada devido a sua bai

Xxa intensidade.

A oxidagao aerdbica do IBAL, gerando ace
tona triplete, tambem pode ser catalisada pela hemina
(AUGUSTO & BECHARA, 1980). Entretanto a fosforescéncia de
acetona n3do & observada devido a desativagdo <colisional da
especie excitada, gerada livremente em solugao, por oXi=-
genio. Microsomas ensaiados no sistema IBAL/hemina/O2 nao

promovem emissao de luz.

Um processo de transferencia de energia
da acetona triplete gerada enzimaticamente para um cromo-

foro microsomal & viavel,
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FIGURA IV.16 - Emissao de luz da reacao IBAL (80 mM)/HRP
(2 uM)/0, na ausencia (—) e na presenca
(---) de microsomas (2 mg de protefna).
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FIGURA IV.17 - Correlacdao entre o consumo de oxigenio
(—) e emiss3ao de luz integrada (0) da
reagao IBAL/HRP/0,/microsomas.



102.

A oxidagao aerdobica do acido indol-3-ace
tico, catalisada pela HRP, gera indol-3-aldeido excitado.
Este sistema apresenta emissao fraca porem nitida. Esta
reacdo pode ser acompanhada em diferentes pHs, sendo que em
meio acido existe maior rendimento do indol-3-aldeido (MO-
RITA et al., 1967). A adigao de microsomas (2 mg de pro-
teTna) nd3o altera a velocidade de consumo de oxigenio do
sistema IAA/HRP/O2 em nenhum dos meios tamponados estudg
dos, i.e€. pH 5,6 e 7,4; o0 oxigenio e esgotado linearmente
em 90 e 140 segundos. A pH 5,6 microsomas duplicam a in-
tensidade maxima da emissao sem alterar a cinética da rea-
¢ao (Fig. IV.18); a pH 7,4 a emissdao se desenvolve apos o
esgotamento do oxigénio (Fig. IV.19). Com a utilizagao de
filtros nao e possivel diferenciar a emissao do sistema
IAA/HRP/02 daquela obtida quando microsomas estdo presentes.

0 efeito da adicao de microsomas no sis-
tema IAA/HRP/O2 em quaisquer dos meios ensaiados & analogo
ao obtido pela adi¢3ao de cloroplastos (NASSI & CILENTO,
1983) sugerindo que pelo menos a pH 5,6 o efeito de orga-

nelas se limita a favorecer fisicamente a emissao (efeito

do meio).
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FIGURA IV.19 - Emissao de luz do sistema I;ﬂuﬂ\XHRP/O2 na pre
senga e(---) e na ausencia (——) de mi-
crosomas (2 mg de proteina). A reacdo :
efetuada em tampao fosfato 0,5M, pH 7,4,
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V. CONCLUSDES

Este trabalho extende a observagao de
que aldeidos s3ao geradores de energia eletronica triple
te e que esta energia pode ser transferida para estrutu-
ras biologicas complexas como cloroplastos e microsomas.
Particularmente em microsomas constata-se um novo e impor
tante dado que & a indugao de um processo quimiolumines
cente diferente dos ja descritos (KOOSTER & SLEE, 1980;
SHAH et al., 1983). Neste caso a quimioluminescencia e
produto da reagao ou transferencia de energia de uma
especie eletronicamente excitada gerada enzimaticamente
num processo em que nao ha a formagao de malonaldeido. Es
tes resultados podem explicar o fato de que em determina-
dos casos a quimioluminescéncia microsomal induzida nao
se relaciona a formacao de malonalde7do (CADENAS et &l

—_

1984).

Quanto a cloroplastos a Tluminescéncia
pode ser originaria da transferencia de energia direta pa
ra clorofila e/ou de um processo induzido, E interessan
te a conecgao destes resultados com fenomenos relaciona-
dos a germinag3ao, uma vez que luminescéncia espontanea na
regido espectral do vermelho € observada na germinagao
de sementes de trigo contendo clorofila (SLAWINSKI et al.

1981).

A hipotese de que a quimiobioluminescén-
cia pode ser derivada de fontes de energia triplete & re-

forgada por este trabalho.
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Vi, SUMARIO

Peroxidase de radbano ("horseradish pe
roxidase - HRP), atuando como uma oxidase frente a subs-
tratos apropriados, catalisa a formagao de espécies ele-
tronicamente excitadas triplete. O0s produtos obtidos sao
os esperados da clivagem de um intermediario 1,2—dioxet§ni

co hipotético.

Especies tripletes geradas enzimatica
mente sao capazes de transferir energia a varios acepto-
res incluindo macromoleculas tais como: fitocromo, RNA,

DNA e proteinas, além de organelas como cloroplastos.

Acompanhamos a oxidagao aerobica de
aldeTdos alifaticos lineares (Cr-Cg) catalisada pela HRP;
esta reagao gera o aldeTdo inferior (Chaq) o estado

excitado triplete e acido formico segundo o mecanismo:

0 H H
H-(cH,) . - ci-¢” + 0, HR® lu_(cH,) -c-c-on
2)n 2-C_ 2 2)n ~§°
L 0-0
HCOOH
*
/Y

3
H-(CH,) = C
2'n \

Dois aspectos principais sao aborda-

dos neste tranalho: (i) analise dos resultados em base
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ao comprimento da cadeia carbonica do substrato (C2 =¥ CG)
e (ii) a procura de emissoes sensitizadas em estruturas

bioldgicas (cloroplastos e microsomas).

- Oxidagdo aerdbica dos aldefdos alifaticos

lineares CZ—C6 catalisada pela HRP

Corantes xantenicos e clorofila a so-
lubilizada em micelas foram utilizados para monitorar es-
tados eletronicamente excitadas geradas pela oxidagao
aerdbica dos aldeidos alifaticos lineares catalisada pela
HRP. Quando eosina & o aceptor fluorescente, maxima
emissao ocorre com butanal. Este resultado & discutido
em conecgao com o fato de que uma serie de efeitos bio-
1ogicos de acidos alifaticos lineares sao maximos com ©
dcido butirico. A possivel participacio de estados exci-
tados no processo que desencadeia as atividades biologi-

cas deste acido & sugerida.
- Transferéncia de energia para cloroplastos

AldeTdos alifaticos lineares (C,-Cgq)
promovem emiss3ao em cloroplastos na regiao de fluorescen-
cia de clorofila., Esta habilidade deve provavelmente
constituir um caso de "luminescencia escura" ("dark Tu-
minescence"), Se HRP estiver presente o alde7do (C,) e
oxidado ao homologo inferior (Cn‘]) no estado triplete,
o qual sensitiza direta e/ou indiretamente a fluorescén-

cia de clorofila. Clorofila excitada por este processo
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e incapaz de reduzir um aceptor de Hill.

- Quimioluminescéncia de microsomas expostos 3
oxidagao aerobica de aldeidos lineares cata-

lisada pela HRP

Microsomas expostos ao sistema propa-
na]/HRP/02 desenvolvem luminescéncia de baixa intensida-
de. Este processo emissivo e distinto daquele originario
durante a peroxidagao de lipideos uma vez que: (i) a
emissdo se situa proxima a 560 nm e n3ao na regiao espegc
tral do vermelho (como esperado para a emissao bimol de
oxigenio singlete) e (ii) n3o h3 formac3ao de malonalde-
do. AcetaldeTdo triplete parecer ser a espécie respon-
savel pela induc3o deste processo atraves da excitagao
de algum componente microsomal, possivelmente uma flavo-

proteina.
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ABSTRACT

Horseradish peroxidase (HRP), acting as
an oxidase upon appropriate substrates, promotes the for-
mation of eiectronically excite triplet species. The
products obtained are those which would be expected from
the cleavage of a hypothetical 1,2 dioxetane intermedia-

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 CS), a reaction which generates the next

lower aldehyde in the triplet state and formic acid:

; HH
H e’ b R L L OH
.(CH2)n 25 g -(C 2)n -l_l_

H 0-0
HCO OH
O*
/

3 -
H=(CHy) =&
H

Two main aspects were emphasized in this
work: (i) the dependence of the results of the length

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

gical structures (chloroplasts and microsomes).

HRP—catalyzed aerobic oxidation of aliphatic

aldehydes

Xanthene dyes and micelle-solubilized
chlorophyll-a were used to monitor the electronically ex-
cited species generated by the peroxidase-catalyzed aerobic
oxidation of CZ'CG linear aldehydes. Maximal emission
occurs with butanal as substrate and eosine as the flu-
orescent 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.

Energy transfer to chloroplasts

Linear aldehydes trigger red emission
from chloroplasts. If horseradish 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, This phenomenon

probably 1is a case of "dark luminescence"; the chloro
phyll excited by this process is unable to reduce a Hill

acceptor.
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Microsomal luminescence elicited by enzymatic

systems that generate triplet species

Microsomes exposed to the propanal/HRP/
02 system develop a weak luminescence, The underlying
process is distinct from that occuring during lipid pero-
xidation because the emission intensity peaks at around
560 nm rather than in the red (as would be expected for
bimol singlet oxygen emission) and no malonaldehyde is
formed. Triplet acetaldehyde appears to be responsible
for initiating the process, which in turn leads to
excitation of a component of microsomes, possibly a

flavoprotein,



112

VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adam, W.; K. Zinner, A. Krebs e H. Schmalstieg (1981) Te
trahedron Lett. 22, 4567-4570,

Allen, R.C. (1982) em "Chemical and Biological Generation
of Excited States" (Adam, W. e G. Cilento, eds.) pp.309-

344, Academic Press, New York.

Anctil, M. (1979) Photochem. Photobiol. 30, 777-780.

Anderson, W, (1947) Nature (London) 160, 892-895.

Ash, 0.K.,, W.S., Zaugg e L.P, Vernon (1961) Acta Chem.Scand.
15, 1629-1638.

Asada, K., M, Takahashi, Y. Nakano e S. Shimada (1983) em
"Oxygenases and Oxygen Metabolism" (Nazaki,M.,, S. Yamamo
to, Y. Ishimura, M,J, Coon e L.Ernster,eds.) pp. 255-266.

Academic Press, New York,

Augusto, 0. e G, Cilento (1979) Photochem. Photobiol. 30,
191-193.

Augusto, 0. e E,J,H. Bechara (1980) Biochim, Biophys.Acta

631, 203-209.

Augusto, 0., G, Cilento, J. Jung e P.S. Song (1978) Bio-

chem, Biophys. Res, Commun, 83, 963-969.
Aust, S.D, e T,C. Pederson (1972) Biochem. Biophys. Res,
Commun. 48, 789-795,

Bechara, E.J.H., A.L. Baumstark e T. Wilson (1976). J. Am.
Chem, Soc. 98, 4648-4649,



Bechara, E.J.H., O,M.,M, Faria Oliveira, N. Duran, R.C. Bap

tista e G. Cilento (1979) Photochem, Photobiol. 30,101~

110.
Bell,P.A. e C.,N.Jones (1982) Biochem,Biophys.Res.Commun,104,
1202-1208. '

Bennet, R.G., R.P. Schwenber e R. Kellog (1964) J. Chem,

Phys. 41, 3040-3041.

Benson, R.C., R.A, Meyer, M,E, Zamba e G,M, McKhann (1979)

J. Histochem. Cytochem. 7, 44-48.

Bishop, J.E. e A.K. Hajra (1981) J. Biol. Chem., 256, 9542-

9550,

Bjorn, L.0. e B. Sigfridson (1971) Physiol. Plant 25, 308-

315.

Boardman, N.K,, S.W. Thorne e J.M, Anderson (1966). Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 56, 586-593.

Boh, E.E.,, W.H, Baricos, C. Bernofsky e R.H, Steele (1982)

J. Bioenerg, Biomembr. 14, 115-133,

Brunetti, I,L,, E.J.H, Bechara, G.Cilento, e E,H., White

(1982) Photochem. Photobiol., 36, 245-249,

—

Brunetti, I.L., G. Cilento e L. Nassi (1983) Photochem.
Photobiol, 38, 551-519.

Buege,J,A, e S,D, Aust (1978) em "Methods in Enzymologoy",
vol, LII (Fleischer, S. e L. Packer, eds.) pp. 302-310.

Academic Press, New York.

Cadenas, E, e H, Sies (1982) Eur, J. Biochem. 124,349-356.



114.

Cadenas, E. e H, Sies (1983) Hoppe-Seyler's Z. Physiol,
Chem. 364, 519-528.

Cadenas, E., H. Wefer e H, Sies (19812) Eur. J.Biochem.119,

——

531-536.

Cadenas, E., A.,I. Varsavsky, A. Boveris e B. Chance (1981b)
Biochem, J. 198, 645-654,

Cadenas,E,, H. Sies, H. Graf e V. Ullrich (1983) Eur. J.
Biochem, 130, 117-121.

Cadenas, E., H. Sies, A, Campa e G, Cilento (1984) Photo-

chem, Photobiol, no prelo,
Cilento G. (1965) Photochem. Photobiol., 4, 1243-1247.

Cilento,G. (1973) Q. Rev. Biophys., 6, 485-501.
Cilento,G. (1980a) Acc., Chem. Res. 13, 225-230.
Cilento,G. (1980b) Photochem. Photobiol. Rev. 5,199-228.

Cilento,G. (1982) em "Chemical and Biological Generation of
Excited States" (Adam W. e G, Cilento, eds.) pp.207-307.

Academic Press, New York.

Chance , B., H. Sies, A. Boveris (1979) Physiol. Rev, 59,

527-605.,

Chandross ,E.A. e F.I. Sonntag (1964) J. Am. Chem. Soc. 86,

Clark , D,P, e J. E. Cronan Jr, (1980) J. Bacteriol, 144,

179-184.



115

Cockburn,W., D,A, Walker e C.S, Baldry (1968) Biochem.J.

107, 89-95,

Coney,A.H. (1967) Pharmacol. Rev. 19, 317-366,
Cook,J.S. (1967) Photochem, Photobiol, 6, 97-101.

Cousens,L.S., D, Gallwitz e B.M. Alberts (1979) J. Biol,
Chem. 254, 1716-1723.

—

Dallinger,R.F., W.R. Woodraff e M,A,J. Rodgers (1981) Pho-
tochem. Photobiol. 33, 275-277.
Dallner,G. e L., Ernster (1968) J. Histochem. Cytochem. 16,

611-632.

Day,J.I.E. e H., Goldfine (1978) Arch. Biochem. Biophys.
190, 322-331.

—

De Mello,M.P., S.M., De Toledo, M, Haun, G.Cilento e N. Du

ran (1980) Biochemistry 19, 5270-5275.

De Mello,M.P. S.M, De Toledo, H. Aoyama, H,K. Sakar, G, Ci-
lento e N. Duran (1982) Photochem. Photobiol. 36, 21-24,

De Pierre, J.W. e G. Dallner (1975) Biochim., Biophys. Acta
15, 411-472,

De Pooter, H,L., P.J. Dirinck, G.A. Willaert e N.M. Schamp

(1981) Phytochemistry 20, 2135-2138.

Dexter, D.L. (1953) J. Chem. Phys. 21, 836-850.

Deutsch, S.I., N.K., Ghosh e R.C. Cox (1977) Biochim. Bio-
phys. Acta 499, 382-391.

Dey,A.C., S.Rahal, R,L.Rimsay e I.R.Senciall (1981) Analyti

cal Biochemistry 110, 373-379.



116.

Dunford, H.B., W.J.Baader, C,Bohne e G,Cilento (1984a) Bio-
chem. Biophys. Res. Commun, 122, 28-32,

Dunford, H.B., W,J.Baader, C.Bohne e G,Cilento (1984b) sub-
metido,

Duran, N., O,M M ,Faria O0liveira, M.Haun e G.Cilento (1977a)

J. Chem. Soc. Chem, Commun. 13, 442-443,

Duran, N., K, Zinner, C,C,C, Vidigal e G. Cilento (1977b)
Biochem, Biophys. Res. Commun. 74, 1146-1153,

Duran,N. e G.Cilento (1980) Photochem.Photobiol.32, 113-116.

Duran,N., M,Haun, S.M, De Toledo, G.Cilento e E.Silva(1983)
Photochem, Photobiol. 37, 247-250,

Esterbauer,H,(1982) em "Free Radicals, Lipid Peroxidation
and Cancer"(Mc Brien, D,C.M. e T.F.,Slater,eds.) ,pp.101-

128, Academic Press, iNew York,

Estabrook, R.H. (1978) em "Methods "in Enzymology" (Fleis-
cher S, e L. Packer, eds.) vol., LII, pp. 43-47, Acade-

mic Press, Hew York.

Faljoni, A., M.Haun, M.E, Hoffmann, R,Meneghini, N. Duran e
G. Cilento (1978) Biochem, Biophys. Res, Commun. 80,490-
495, '

Faria de Oliveira, 0.M.M,, M.Haun, N. Duran, P.J.0'Brien,
C.R. 0'Brien, E.J.H, Bechara e G, Cilento (1978) J.Biol.
Chem, 253, 4707-4712.

Fong, K.K,, P.B. McCay, J.E., Poyer, B.B. Keele, H, Misra
(1973) J. Biol, Chem., 248, 7792-7797.

Forster, T. (1959) Discuss. Faraday Soc. 27, 7-17-



117,

Gallardo, H., L.A.Guillo, N, Duran e G. Cilento (1984) Bio
chim, Biophys. Acta, no prelo.

Gunsten, H., e E.F, Yllman (1970) Chem, Commun, 28-32,

Hagopian, H.K., M,G, Riggs, L.A, Swartz e V., M. Ingram
(1977) Cell 12,

—

855-860.

Hart, R.C, e M,J. Cormier (1979) Photochem. Photobiol. 29,
209‘215-

Hastings, J.W. (1968) Annu, Rev. Biochem, 27, 597-630.
Hastings, J.W. e T, Wilson (1976) Photochem. Photobiol.
23, 461-473,

Haun, M,, N, Duran e G, Cilento (1978) Bicchem, Biophys.

Res. Commun., 81, 779-784.

Haun, M,, N, Duran, O, Augusto e G. Cilento (1980) Arch.
Biochem, Biophys. 200, 245-252,

Henry, J.P, e A.M, Michelson (1978a) Photochem, Photobiol,
27, 855-858.

Henry, J.P. e A,M, Michelson (1978b) Photochem, Photobiol.
28, 293-310,

Henry, E.W,, M,N,0'Connor, S.M, Shank e J.M, Demorrow
(1981) Photobiochem, Photobiophys., 3, 145-151,

Hercutes, D.M, (1969) Acc. Chem, Res, 2, 301-307.

Inaba, H,, Y, Shimizu, Y. Tsuji e A, Yamagishi (1979) Pho-

tochem. Photobiol. 30, 169-175.

Itaya, K,, M. Kawai e S.Toshima (1976) Chem. Phys. Lett.
42, 179-183.



118

Jennings, R.C., F.M. Garloschi e G, Forti (1980) FEBS Lett.

115, 39-42,

——

Jensen, N.M., R, Wilbrandt e P.B., Pagsberg (1980) Photochem.

Photobiol., 32, 719-725,

Johnson, R.C. e J.R., Gilbertson (1972) J. Biol. Chem. 247,

6991-6998.
Kenten, R.H. (1953) Biochem. J. 55, 350-350.

King, M.M., E.K, Lai e P.D. McCay (1975) J. Biol. Chem,
250, 6496-5502.

Kopecky, K.R. e C. Munford (1969) Can. J. Chem. 47,709-711.

Koster, J.F. e R,G, Slee (1980) Biochim. Biophys. Acta 620,

4389-499,

Krasnovsky, A.A. (1982) Photochem. Photobiol. 36, 733-741.
Krasnovsky, A.A., Y.V, Kavalev e E. Lehoski (1981) Dok1,
Akad., Nauk SSSR 256, 726-730.

Kruh, J. (1982) Mol. Cell, Biochem. 42, 65-82.

Lamola, A.A. (1969) Tech. Org., Chem. XIV, 17-132.

Lamola, A.A., e N.,J, Turro (1969) em "Energy transfer and
Organic Photochemistry" (Leermakers, P.A. e A. Weissber

ger, eds,) Interscience Publisher, New York.

Lamola, A.A. (1971) Biochem, Biophys. Res. Commun, 43,893-
898.

Lavergne, J. e A.L. Etienne (1980) Biochim. Biophys. Acta
593, 136-148,



119,

Lavorel, J. (1980) Biochim. Biophys. Acta 590, 385-399,
Lavorel, J., J. Laverge e A-L. Etienne (1982) Photobio-

chem, Photobiophys. 3, 287-314,

Lay, C.-S, e L.H. Piette (1977) Biochem.Biophys.Res.Commun,
78, 51-59,

Leder, A. e P. Leder (1975} Cell 5, 319-322.

Lee, C.-S. e T, Wilson (1973) em "Chemiluminescence and
Bioluminescence" (Cormier, M.J., D.M., Hercules e J.

Lee ,eds.), pp.265-283, Plenum Press, New York.
Lippman, R.D. (1980) Exp. Gerontol, 15, 329-351,

Lloyd, D., A. Boveris, R, Reiter, M. Filipkowski e B.Chan
ce (1979) Biochem. J. 184, 149-156.

Malinin, G.I, e P.S. Ebert (1980) FEBS Lett 109, 264-266.

Martin, R.0. e P.K. Stumpf (1959) J. Biol, Chem.234, 2548-
2554,

Mc Capra, F. (1968) Chem. Commun. 155-156.

Mc Capra, F. (1973) Prog. Org. Chem. 8, 231-277.

Meneghini, R., M.E. Hoffmann, N. Duran, A. Faljoni e G.Ci

lento (1978) Biochim, Biophys. Acta 518, 177-180.

Morita, Y., Y. Kominato e K. Shimizu (1967) Mem.Res,Inst,

Food. Sci. Kyoto Univ. 28, 1-17,

Nakano, M., T.Noguchi, K. Sugioka, H. Fukuyama e M, Sato
(1975) J. Biol., Chem. 250, 2404-2406,

Nakano, M, e K. Sugioka (1978) Biochim. Biophys. Acta 529,
387-397,



120.

Nassi, L. e G. Cilento (1982) Photochem. Photobiol.36,121-
124.

Nassi, L. e G. Cilento (1983) Photochem. Photobiol.37, 233~
237,
Nassi, L. e G. Cilento (1984). Submetido,

Natarajan, V. e P.S. Sastry (1976) J. Neurochem. 26, 107-
13,

O'Neal, H.E. e W.H. Richardson (1970) J. Am. Chem. Soc.,
32, 65536557,

Paterson, M.C,, P.,H.M, Lohman, E.A. De Weerd-Kastelein e

A. Westerveld (1974) Biophys. J., 14, 454-466.

Player, T.J. e A.A, Horton (1981) J. Neurochem. 7, 422-

426,

Prasad, K.N. (1980) Life Sci. 27, 1351-1358,

Rapaport, E., M.W. Cass e E.H. White (1972) J.Am.Chem.Soc.

94, 3153-31589,

Richardson, W.H., B. Yelvington e H.E. 0'Neal (1972) J.

M.
Am. Chem, Soc. 94, 1619-1622.

Rivas-Suarez, E. e G, Cilento (1981) Biochemistry 20 ;7323
7333.

Rivas, E., A, Paladinidr. e G, Cilento (1984) Photochem.

Photobiol., no prelo,

Rodriguez, A,, D. Riendeau e E. Meighen (1983) J. Biol,.
Chem. 258, 5233-5237.



121,

Samuels, H.H., F. Stanley, J. Casanova e T.C, Shao(1980)
J. Biol. Chem. 255, 2499-2508,

Schuster, G.B. (1979) Acc. Chem. Res, 12, 366-373.

Seely, G.R. e R.G.H.Jensen (1965) Spectroquim. Acta 21,
1835-1945,

Shah, S.V., F.C. Cruz e W.H. Baricos (1983) Kidney Inter-

national, 3, 691-698.

Shine, W.E. e P.K. Stumpf (1974) Arch. Biochem. Biophys.

162, 147-157,

Shoaf, A.R. e R.H. Steele (1974) Biochem. Biophys. Res.

Commun. 61, 1363-1371,

—_—

Shropshire Jr., W, (1977) em "The Science of Photobiology"

(K.C. Smith, ed.) pp. 281-311, Plenum Press, New York,

Siekevitz, P. (1962) em "Methods in Enzymology" (Colowick,
S.P. e N.O., Kaplan, eds.), vol. V, pp.61-68, Academic

Press, New York,

Slawinska, D. e J. Slawinski (1983) Photochem. Photobiol.
37, 709-715.

Slawinski, J., E. Grabikowski e L,Ciesla (1981) J. Lumi-
nesc 24/25, 791-794,

Steele, R,H. (1963) Biochemistry 2, 529-536.

Svingen, B,A,, F.0. O'Neal e S.D. Aust (1978) Photochem,
Photobiol., 28, 803-809.



122.

Svingen, B.A., J.A, Buege, F.0,0'Neal e S.D. Aust (1979)

J. Biol. Chem. 254, 5892-5899,

Szent-Gyorgyi, A. (1941) Science, N.Y. 93, 609-611.

Tichonicky, L., M,A, Santana-Calderon, N. Defer, E.M.Gi-
esen, G. Beck e J. Kruh (1981) Eur. J. Biochem, 120,

—

427-433.

Turro, N.J. (1978) em "Modern Molecular Photochemistry".
The Benjamin/Cummings Publishing Co. Inc., California,

USA.

Turro, N.J. e P. Lechtken (1973) J. Am. Chem. Soc. 95,
264-269,

Ulitzur, S. e J.W., Hastings (1978) Proc. Natl, Acad.Sci.

USA 75, 266-269.

Ullman, E.F. (1972) U.S. patent 3.689.391. Chem. Abstr.78,
35851,

Vernon, L.P. (1960) Anal. Chem. 32, 1144-1150,

Vidigal, C.C.C., A. Faljoni-Alario, N. Duran, K. Zinner,Y.
Shimizu e G. Cilento (1979) Photochem. Photobiol. 30,
195-198.

Viadimirov, Y,A.,, V.I. Olenev, T,B, Suslova, Z.P.Cheremi

seria (1980) Adv. Lipid Res, 17, 173-249.

Ward, W.W. (1981) Photochem. Photobiol. 33, 965-974.

Weller, A, e K. Zachariasse (1967) J. Chem. Phys, 46,
4984-4986.



1235

White, E.H., e C.C. Wei (1970) Biochem. Biophys. Res,
Commun. 39, 1219-1223.

White, E.H., J. Wiecko e C.C. Wei (1970) J. Am. Chem.
Soc., 92, 2167-2168.

White, E.H., E. Rapaport, H.H, Seliger e T.A. Hopkins
(1971) Bioorg. Chem, 1, 92-122.

White, E.H.,, J.D., Miano, C.J. Watkins e E. J. Breaux
(1974) Angew. Chem. Int. Ed., Engl. 13, 229-243,

Wilson, T. (1976) em "Chemical Kinetics" (D.R. Hersbach,
ed.) MTP Int. Rev. Sci., pp. 265-322, Butterworths,Lon

don.

Yonaha, M, e Y, Ohbayashi (1980) Res. Commun. Chem.Pathol,

Pharmacol. 30, 113-122.

e



