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Historico

Seguindo a tradigdo da época no Departamento de
Quimica da ex-Faculdade -de Filosofia, Ciéncias e Letras
da Universidade de Sdo Paulo, ap6s a obtengdo do grau de
Bachare] (1943) e de Doutor (1946), o Prof. G. Cilento
iniciou sua carreira de pesquisador estudando compostos

de enxofre. Seu artigo “The Expansion of the Sulfur

Outer Shell”, publicado no Chemical Reviews 60, 147
(1960) despertou considerdvel interesse. Por este trabalho,
foi agraciado pelo Prémio H. Feigl, em 1962.

Posteriormente, durante vdrios anos, investigou a for-
magdo de complexos bioldgicos de transferéncia de carga.
Foi o primeiro a demonstrar a ocorréncia narural de um
destes complexos: a banda de absorgdo em 360 nm (“the
Racker band”) da enzima gliceraldeido fosfato desidroge-
‘nase era devida a uma transi¢o de transferéncia de carga
de um nicleo inddlico da enzima para o anel piridinium
da coenzima associada. Hoje em dia, sais de piridiniun
sio amplamente utilizados como sondas para nucleos
indélicos de proteinas.

Relacionados 4 complexagdo tipo transferéncia de car-
ga, estudou mecanismos de ativagdo de oxigénio mole-
cular, especialmente compostgs o-difendlicos. Os resul-
tados principais desta linha e suas potencialidades foram

publicados em Records of Chemical Progress 3/, 189

(1970). Nesta época (1969), o co-autor da presente revi-
sdo, Dr. Etelvino J.H. Bechara, iniciou sua carreira como
doutorando do Prof. Cilento, investigando a oxidagio
aerObica de coenzimas piridinicos e seus modelos, cata
lisada por p-fenilenodiaminas. As coenzimas respiratorias
de natureza piridinica haviam sido objeto de interesse
do Prof. Cilento desde 1956 quando, como bolsista du
Fundag@o Rockefeller, trabalhou durante um ano com
o Prof. F.H. Westheimer na Universidade de Harvard.

Esta nova linha gerou resultados de fundamental im-
portancia, entre eles, a proposta de uma reag¢do-modelo
para sintese de ATP no sitio 1 da cadeia respiratéria (Te-
se de Doutoramento do Dr. Bechara, Instituto de Qui-
mica da USP, 1971).

Toda a produgdo cientifica do Prof. Cilento sempre
manteve um cardter predominantemente fisico-quimico.
Em reconhecimento pelo trabalho realizado, foi conferen-
cista plendrio de nove Congressos e Simpdsios Interna-
cionais, além de ter ministrado um curso de pos-graduagido
*‘Special Topics in Physical Biochemistry’ na Universidade
de Detroit em 1970, onde foi “Foreign Scientist Visiting™
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com o patrocinio da US National Science Foundation.

Historicamente, a linha atual de pesquisa do Professor
Cilento sobre a produgdo bioquimica de estados eletro-
nicamente excitados, com a exclusdo da bioluminescéncia,
foi a primeira a despertar seu interesse. Grande parte
de suas publicagdes anteriores estava ligada a este proble-
ma como, por exemplo, o trabalho “On the possibility
of generation and transfer of electronic energy in
biochemical systems” (Photochem. Photobiol. 4, 1243
(1965) .

Assim. em 1973 (“Excited Electronic States in Dark
Biological Processes”, Quart. Revs. Biophys. 6, 485) ¢ em
1974 (“‘Dioxetanes as Intermediates in Biological Processes,
J. Theor. Biology 335, 471), concomitante mas indepen-
dentemente do Prof. E. White da Johns Hopkins University
t*Chemically Produced Excited States”, Angew. Chem.
Int. Ed. I3, 229 ( 1974), lan¢aram as bases da chamada
“Fotobiologia sem luz” ou “Fotobiologia no escuro™.
Como resultado deste interesse convergente, o Dr. Bechara,
na época membro do grupo de pesquisa do Prof. Cilento,
associou-se por um ano como pos-doutorando ao grupo
do Prof. White, quando investigou na planta Colchicum
autumnale a conversdo ‘‘escura” de alcaldides colchici-
nicos nos respectivos fotoprodutos (lumicolchicinas)
(Photochem. Photobiol. 36, 245 (1982)). Em seguida,
com o objetivo de aprofundar seus conhecimentos e ex-
periéncias sobre dioxetanos (compostos peroxidicos inter-
medidrios de processos quimi- e bioluminescentes), o
Dr. Bechara trabalhou como ‘“Research Associate” du-
rante um ano e meio com a Profa. T. Wilson, na Univer-
sidade de Harvad. Nesta colaboragdo, resultou o estudo
e efeitos estéricos de substituintes na estabilidade térmica

de dioxetanos e rendimentos quanticos de produgdo de

estados singlete e triplete na sua termolise (). Am. Chem.
Soc. 98, 4648 (1976) e J. Org. Chem. 43, 5261 (198)).

De volta ao Brasil, em fins de 1976, o Dr. Bechara no-
vamente associou-se ao grupo do Prof. Cilento, na pes-
quisa de sistemas enzimdticos geradores de espécies ele-
tronicamente excitadas e do aproveitamento desta energia
de quimiexcitagio para realizagdo de trabalho fotoqui-
mico a sistemas acoplados. Esta linha tem grandes poten-
cialidades para a compreensdo de processos normais e
patologicos das células e tem recebido crescente reconhe-
vimento internacional. Assim, jd4 em 1973, o Prof. Cilento
foi Professor Visitante na Universidade de Gunma (Ja-



pdo), a convite da Sociedade Japonesa para a Promogdo
o Ciéncia e, em 1976, foi conferencista plendrio da
American Chemical Society. Nos ultimos dez anos, fo-
ram proferidas vdrias conferéncias e semindrios interna-
cionais sobre a “fotobioquimica e fotobiologia no escuro”.
Também € digna de nota, a colaboragdo com o Prof. W.

Adam (University of Puerto Rico e University of Wurzburg)

sobre a quimica e bioquimica de estados eletronicamente
excitadas, iniciada em meados dos setenta. Dentro desta
linha, também foi de fundamental importdncia a cola-
boragdo de doutorandos, pos-doutorandos e outros pro-
fessores do grupo, tais como o Dr. Nelson Durin
(UNICAMP), Dr. Klaus Zinner (IQ-USP), Dra. Adelaide
Faljoni-Aldrio (IQ-USP), Dra. Ohara Augusto (IQ-USP)
e Dr. Roberto Casadei de Baptista (1Q-USP).

Mais recentemente, o Dr. Bechara iniciou a investigagdo
da bioluminescéncia de insetos, ampliando a abrangéncia
da linha de estados excitados em sistemas bioldgicos, e
o estudo da toxicidade de espécies ativadas (radicais)
de oxigénio molecular (Clin. Chem. 2&, 242 (1982) ¢
- Arch. Environm. Health 3§, 11 (1983) ).

Na presente revisdo, sdo abordadas as bases tedricas
da drea de “fotobiologia sem luz” e os resultados prin-
cipais obtidos nos ultimos dez anos nos laboratérios do
bloco 10 superior (Departamento de Bioquimica do IQ-
USP), sob coordenagdo dos autores desta revisdo.

A. Finalidades da fotobiologia

O efeito da luz em promover reagdes quimicas é objeto
da fotoquimica; as interrelagGes entre luz e a matéria
vivente constituem as bases da fotobiologia'?,27. Foto-
quimica e fotobiologia constituem amplos e importantes
setores da ciéncia.

A luz solar n3o somente providencia a energia neces-
sdria para que exista vida neste planeta mas também torna
possivel aos animais e as plantas responderem ao ambiente,
p. ex., aos ciclos diuturnos. Entre os fendmenos que resul-
tam da interagdo da luz com a matéria vivente destacam-se
a fotossintese, o fototropismo, visdo, fotoperiodismo,
fototaxis e os ritmos circadianos e sazonais. Entretanto
existem também processos fotobiologicos deletérios.
Entre estes se situam as ‘“‘ag¢des fotodinimicas”, resul-
tantes da irradiagdo na presenga de corantes e oxigénio,

a fotosensibilidade as drogas, as ulceragdes da pele na’

porfiria eritropoética e a fotocarcinogenese. A fotobio-
logia quando envolve estudo ao nivel subcelular ou mole-
cular pode mais convenientemente ser chamada de fo-
tobioquimica. '

A fotoquimica e a fotobiologia abrangem ndo somente
processos nos quais o estado excitado € gerado pela luz,
mas também processos que geram luz: a quimiolumines-
céncia e a bioluminescéncia.

B. Fotoexcitacdo e quimioexcitagio

Em geral, nas moléculas, os elétrons ocorrem em pares
com spins opostos, ocupando os orbitais de energia mais
baixa (Fig. 1A). Pela ag¢do da luz de freqiiéncia apropria-
da em elétron pode ser promovido a um orbital energe-
ticamente superior; caso este seja o orbital mais baixo
vazio teremos o primeiro estado excitado singlete (S,),
Fig. 1B; este estado tem uma vida bem curta e tendéncia
a devolver radiagdo (fluorescéncia). Existe outro estado
de energia mais baixa do que o S,, o estado triplete T,
no qual os elétrons desemparelhados tém spins paralelos
(Fig. 1C).
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Figura 1

O estado T, ndo pode ser alcangado por irradiagdo
mas sim a partir do estado S, por cruzamento intersiste-
ma; a eficiéncia deste, dependendo da molécula, pode
variar de praticamente nula & unitdria. O estado triplete
T, tem uma vida intrinseca vdrias ordens de grandeza
maior do que S,, pois a volta ao estado fundamental
requer uma mudanga de spin ¢ este processo é normal-
mente proibido. A emissdo que provém de T, € a fosfo-
rescéncia, mas esta nfo € normalmente observada pois
outros processos, entre os quais colisdes com oxigénio,
suprimem o estado T,. As relagdes entre os estados fun-
damental, S; e T, estdo esquematizados na Fig. 2.
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Nas reagGes quimioluminescentes um produto é for-

mado no estado excitado S, e este decai para o estado -
fundamental S com emissdo de luz.
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Nos seres vivos € comum o processo da biolumines-
céncia. Em muitos destes processos um substrato (luci-
ferina) é oxidado sob a agdo de uma enzima (luciferase)
a oxiluciferina no estado excitado emissivo. A biolumi-
nescéncia é um fendomeno que vem sendo amplamente
estudado mas em alguns casos se desconhece sua fungio.
A compreensdo dos eventos moleculares que levam a for-
magdo do estado excitado recebeu forte impulso com o
desenvolvimento da quimica dos dioxetanos e das dio-
xetanonas (a-peroxilactonas)'>2-*? | cuja clivagem térmica
¢ unimolecular e quimiluminescente, devido & produ¢do
de compostos carbonilicos eletronicamente excitados.

Nos ultimos quinze anos foram sintetisados e estuda-
dos mais de uma centena destes perdxidos, alifdticos e
aromdticos, com o intuito de esclarecer-se como a natu-
reza dos substituintes afeta sua estabilidade térmica e a
particdo da energia de quimi-excitagdo disponivel neste
processo em produtos excitados singletes e tripletes. Assim,
em colaboragdo com a dra. T. Wilson (Harvard University)®,
. estudamos efeitos estéricos envolvendo substituintes em
posigdes 3 e 4 nos seguintes dioxetanos:

(1) (2)
0—0 0—0 0-0
Eq= 3! kcal/mol Eq= 26 kcal/mol Eq= 27,5 kcal/mol

Em outro estudo, realizado em colaboragdo com o

Dr. Baumstark (Georgia State University)®, observamos

que interagdes estéricas-3,3 também aumentam a estabi-

lidade de dioxetanos. Através do estudo da termolise
_ dos dioxetanos:

R 1R R Or R1
7‘ l\/ lento :l l:
R
R R R R o
R
rdpido ¥
0 + (o]
R R

A maior estabilidade do tetraetildioxetano, analogamente
a0 observado para outros dioxetanos com substituintes
volumosos*®, foi explicada por interagdo estérica “gauche™
entre os grupos vizinhos de modo a facilitar a recombina-
¢do do diradical intermedidrio, regenerando o dioxetano:

tj<\ 1 t_ok\/\
Eq= 24,5 kceal 24,6 24,4
mol
0—0 0—0
25,0 25,8
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verificamos que, para cada grupo meti] adicional no car-
bono o do substituinte, a estabilidade € aumentada de
cerca de 0.7 kcal/mol. Este efeito foi explicado, entre
outros argumentos, por intera¢des “‘gauche™ oxi-carbono a
no diradical intermedidrio.

Em todos estes casos, é observada u lfnnmqim prefe-
rencial dos produtos no estado triplete (rendimento quén-
nee de T,/¥ rendinento quantico de §, = 10° a 10%):
osta tendéncia é tipica de dioxetanos alifaticos>?.

Mais recentemente, especialmente a partir de contri-
bui¢des de Schuster e colaboradores'?®, verificou-se que
dioxetanos contendo substituintes com conjugagio ex-
tensiva (portanto, com baixo potencial de oxidagao)
clivam-se termicamente por um mecanismo diferente,
iniciado por transferéncia de eletron do substituinte para
o anel dioxetanico (‘‘chemically initiated electron exchange
luminescence™, CIEEL), levando a produgdo preferencial
de produto carbonilico no estado S, (natureza n*®. Este
¢, provavelmente, 0 mecanismo que opera no caso de
muitos processos bioluminescentes, inclusive aquele de

vagalumes, crustdceos e celenterados’s'?:
H V OOH
0 02 0
R —< R —_—
Luciferase
X X

LUCIFERINA

0<0

0-0 -
+. ) . €Oz
. 0 o)

1\‘

7 S N A
R C=0 —_— R C=0 + hv fluorescencia
NS

R tem natureza hidroxi-benzotiazblica no caso da
luciferina de vagalumes e arilpirazinica no caso de crustd-
ceos e celenterados.

Na maioria destes processos bioluminescentes a oxilu-
ciferina, por apresentar extensiva conjugacdo, aparece
no estado emissivo S;; nos casos nos quais se forma uma
espécie triplete, via mecanismo ‘“diradical”, a energia ¢

transferida para um aceptor fluorescente.

Earmacho

[3:4

nzi-dtica de eonécies excitadas tripletes

Um dos grandes sucessos da quimica dos dioxetanos e
dioxetanonas ¢ a “fotoquimica sem luz”'?:!'4,2%  Usam-
-se dioxetanos com substituintes simples, cuja clivagem
fornecerd portanto um composto carbonilico no estado
triplete: este, por transferéncia de sua energia, poderd
induzir um processo fotoquimico num aceptor apropria-
do.
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Nosso interesse por mais de duas décadas tem sido
a possibilidade de se formarem “in vivo” estados excitados
essencialmente ndo emissivos que pudessem realizar certas
fungdes; também outros autores preocuparam-se¢ com esta
possibilidade ' ?.

Nada se sabe da possibilidade de rea¢Ges bioldgicas
gerarem um produto no ‘estado S, cuja fungdo seria a de
sofrer uma reagdo fotoquimica ou induzi-la em outros
sistemas por transferéncia de energia. Entretanto, visto
que a vida do estado S, € geralmente bem curta e que os
componentes biologicos podem existir em concentragles
extremamente baixas, a possibilidade de uma fotoqui-
mica induzida ndo deve ser muito vidvel. Ao contrdrio,
estados tripletes, tendo uma vida intrinsica muito mais
longa, oferecem uma potencialidade muito maior. Até
“a década passada nunca tinha sido feito qualquer estudo
sistemdtico na procura de estados tripletes em sistemas
| bioquimicos, muito menos em sistemas biologicos. Este
fato € de certo modo compreensivel, pois estados exci-
tados sdo geralmente detectados através da emissdo que
originam e nenhuma emjssdo é de se esperar de estados
tripletes mormente na presen¢a de oxigénio. Também
ndo se sabendo quais reagGes poderiam gerar estados
tripletes ndo se podia langar mdo de métodos indiretos.
Uma brecha para a procura de estados tripletes em sis-
temas bioquimicos e biologicos que nds amplamente
exploramos foram os conhecimentos sobre dioxetanos e
dioxetanonas acima mencionados.

Para um estudo sistemdtico, nossa abordagem foi,
numa primeira fase, a de selecionar rea¢des bioquimicas
que geram produtos esperados de um hipotético inter-
medidrio dioxetanico ou dioxetandnico. Logo verificamos
que vdrios sistemas satisfazem este critério. Entre as pri-
meiras reagdes que selecionamos para estudo — e que
depois viria a mostrar-se como uma das mais gratifican-
tes — foi a da oxidag¢do do isobutanal a acetona e dcido
formico catalisada por peroxidase de rdbano (‘‘horseradish
peroxidase”; HRP)”.

0  HRP
+ 0p —— —_—
H oM
\n/ +  HCOOH
o

Esta rea¢do tinha sido mencionada, por Kenten'’
o qual a tinha observado mesmo com extratos de plantas.
O motivo desta escolha foi o fato de se conhecer bem a
fotoquimica da acetona e, portanto, da acetona triplete.
Na verdade muitos conhecimentos uteis vinham do pro-
prio estudo da clivagem de dioxetanos, tais como trime-
tildioxetano e tetrametildioxetano, os quais fornecem
acetona triplete com alto rendimento na sua clivagem.
Assim, visto que na procura e quantificagdo desta acetona
triplete, usa-se o 9,10-dibromoantraceno (DBA), prepara-
mos o derivado 2-sulfonato de sédio (DBAS), mais aquoso-

- Br
3
I-l3c\ ICH3
i —
"0

Br (pBA)

Br .

oy GO0

L ]
Br (‘DBA)

L ]
DBA ————» DBA ¢ hv,

livel, e o ensaiamos na reag¢do isobutanal/HRP/O,. Pode-se
observar uma emissdo bastante forte de fluorescéncia do
DBAS. Tal como a acetona triplete, gerada na clivagem de
dioxetano, € incapaz de sensitizar a emissdo do antraceno,
também o sistema enzimdtico se mostrava incapaz de ex-
citar antraceno-2-sulfonato de sédio (AS) ao nivel S;.
Estes resultados indicavam pois que o sistema enzimdtico
gera a acetona no estado triplete. Que, de fato, a espécie
excitada doadora gerada enzimaticamente é de longa vi-
da, e portanto presumivelmente um triplete, era indicado
pelo proprio fato de a adigdo de DBAS provocar um au-
mento da emissdo mesmo estando em concentragdo micro-
molar. Obviamente, s6 uma espécie de vida longa tem
oportunidade de transferir energia para um aceptor em
tdo baixa concentragdo.

Ao se optimizar as condigBes, e para tanto fez-se tam-
bém uso de quelantes tais como EDTA e pirofosfato, os
quais- previnem a clivagem ‘“‘escura’’ de dioxetanos catali-
sada por fons metdlicos de transi¢do>°, foi observado
que a propria reag3o enzimdtica, isto €, mesmo sem DBAS,
é fortemente emissiva. A relagdo entre fétons emitidos
e moléculas de oxigénio consumido é de cerca 10°. A
observagdo de fosforescéncia, se bem que confirmava
plenamente a formagdo de acetona triplete, constituia-se
numa surpresa devido ao oxigénio presente. A explicagdo
aventada foi a de que a acetona triplete é gerada num si-
tio da enzima onde ela estd protegida de colisGes desa-
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tivantes pelo oxigénio. Esta explica¢do foi posteriormente
- confirmada pelo fato de a fosforescéncia ser suprimida
com eficiéncia diferentes por D— e L—triptofano®*.

co0~ coo”
N +
HEe= C < NHy HaN o C - H
R R
D- Triptofano L-Triptofano
CHo-
N)-=r
N
H

Obviamente esta discriminagdo quiral ndo seria de se
esperar se a acetona triplete estivesse livre em solugdo;
o resultado também prova que D— e L—triptofano com
diferentes eficiéncias, devem ‘‘ver’” a acetona triplete
dentro do enzima.

~ Que a acetona triplete estd protegida da O, é também
confirmado pelo fato de a intensidade da quimilumines-
céncia aumentar apenas por um fator de 2.3 enquanto o
oxigénio passa da concentragdo inicial (ca. 2 x 10* M)
ao esgotamento7. Quando a enzima ¢ substituida por
hemina, a oxida¢do do isobutanal a acetona triplete ainda
ocorre, mas ndo se observa fosforescéncia, presumivel-
mente devido ao fato de a acetona triplete estar ‘‘des-
protegida”?
dificultar a supressdo da fosforescéncia da acetona triplete
gerada enzimaticamente seria a de o sitio ser altamente
polar, o que certamente nio facilitaria a presenga do
oxigénio.

E surpreendente que acetona triplete fosforesga apesar
de estar perto do grupo heme do enzima. O espectro de
fosforescéncia da acetona recobre em grande parte o es-
pectro de absor¢do do grupo heme (banda Soret) razio
pela qual dever-se-ia esperar uma eficiente transferéncia
de energia triplete-singlete do tipo Forster'®, mesmo a
longa distancia. E possivel que a orientagdo relativa da
molécula da acetona triplete e do grupo heme dentro
do enzima ndo favoreca a transferéncia.

Acetona triplete, apesar de protegida de colisGes com
oxigénio, € eficientemente suprimida por uma série de
agentes. Apenas com alguns destes, ex., flavinas, cuja fluo-
rescéncia € eficientemente sensitizada pelo sistema enzi-
mdtico, é concebivel uma transferéncia a longa distancia
do tipo Forster. Na maioria dos casos, a supressio (confor-
me descrito abaixo) requer a participagio do estado T,
ou estados tripletes superiores do aceptor, o que constiue-
-se numa dificuldade pois a transferéncia de energia triple-
te-triplete requer colisdes. De alguma forma que ainda
resta a esclarecer, apesar da prote¢do, a potencialidade
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. Além da protegdo, outro fator que poderia

toda da acetona triplete continua disponivel. Assim, ao
adicionar-se biacetilo, observa-se a fosforescéncia deste,
0 que cabalmente atesta a transferéncia de energia triple-
te-triplete:

»
3 HxC . .
s 3
"’c‘/c=o + HaC-C-C-CH3 —» ‘/cso s W3C-C-C-CH3
!
HoC 4o Hc o0
,.
MG-C-Cucly ~———s HgC=C=C-CHy + Y,
oo oo

Em alguns casos de fluorescéncia sensitizada, sabemos
que ela € o resultado de transferéncia de energia para um
triplete superior do aceptor seguida de cruzamento inter-
sistema para o estado S,. E o caso do proprio DBAS:
tanto ele como o AS suprimem a acetona triplete, mas
somente com DBAS se observa a emissdo sensitizada.
A explicagdo mais plausivel é de que a acetona triplete
transfere energia para o segundo triplete do DBAS e do AS,
transferéncia esta que se dd com a mesma eficiéncia. No
caso do AS passa-se do estado T, para o estado T,, pas-
sagem esta altamente favorecida pois n3o envolve mudan-
¢a de spin. Entretanto, no caso de DBAS, visto que a
regra da conservacdo do spin deixa de ser vdlida no caso
de dtomos pesados, ocorre em parte cruzamento inter-
sistema de T, para S, (favorecida pelos dtomos de bromo
substituintes) e portanto pode ser observada emissfo
(Fig. 3).

Ty ~ 7 T2 T2

S| S,

et s el

So Gcefona DBAS °° a5 Se
Figura 3

Estes resultados foram recentemente corroborados
com o préprio DBA e antraceno solubilizados em mice-
las® e o mecanismo confirmado usando corantes xanté-
nicos como aceptores'*.

A acetona triplete gerada enzimaticamente também
pode transferir enérgia para a clorofila mas o mecanismo
ainda nio foi elucidado. Quando a clorofila estd dissol-
vida em micelas a transferéncia é mais eficiente® e também
o rendimento qudntico de fluorescéncia € muito maior.
Vidrios outros sistemas enzimdticos geradores de espécies
triplete sdo capazes de promover fluorescéncia de clorofila
em micela tanto que convertendo-se a situagdo, tem-se
usado clorofila em micelas para detectar espécies tripletes
carbonilicas geradas enzimaticamente. A clorofila por
simples ligagdo a estruturas bioldgicas pode mostrar uma
grande eficdcia na detecgdo de estados excitados gerados
por estas estruturas, ex. microsomas.



D. Estudossmodelo com tetrametildioxetano em meio
aquoso:

O tetrametildioxetano (TMD) tem sido preparado e
cristalizado rotineiramente em nossos laboratérios para
estudos-modelo em tampdes aquosos. A dificuldade da
nfo disponibilidade de H,0; > 85% no mercado brasi-

leiro para sintese foi contornada pela preparagdo de solu- -

¢Oes anidras de H,O, — 5 M em éter etilico, usando-se
técnicas de extragdo e concentragdo, a partir de H,0,
30%.

Paralelamente ao estudo de processos de “quenching”
e transferéncia de energia da acetona triplete produzida
enzimaticamente (isobutanal/O, /HRP), protegida parcial-
mente pela apoprotefna de colisdes desativadoras com o
oxigénio dissolvido, investigamos estes mesmos processos
com a acetona triplete l/ivre gerada em solugdes aeradas
de TMD sob aquecimento''. Entre os interceptadores
estudados, incluem-se o indol e derivados inddlicos
(kq" r® ~2a5x 10® M), tirosina e derivados 3,5-dihalo
genados (kg 7° ~ 2 x 10? a 7 x 10®* M), quinonas
(kq r° ~ 1a4x 10} M), flavinas (kq °~4x10° M),
acido sorbico ( kg 7> ~ 5 x 10> M'!) e corantes xanté-
nicos (kg 7° ~ 18’ a 10* M™'. E interessante notar que:

(i)o quadio geral comparativo de acetona triplete
“livre” (gerada quimicamente) com acetona triplete *“pro-
tegida™ (gerada enzimaticamente), suprimidas por aquelas
categorias de compostos, mostra que a vida média da

*¥3
H+CO H N/
3 l: I ]
HCO NHAC o ,
0CH3
COLCHICINA
%3

Kd

/- LUMICOLCHICINA
_—p

B~ LUMICOLCHICINA

HiCO' ocH3 HaCO

acetona gerada enzimaticamente € cerca de dez vezes maior .
que aquela da acetona “livre; e

(i) a constante de Stern-Volmer (kq 7°) é tanto menor
quanto mais baixo o potencial de ionizagdo (PI) do supres-
sor, sugerindo mecanismo de supressio controlado por
transferéncia de eletron ou transferéncia de carga. De fato,
as quinonas (PI-11 e V. Pl de indois e fendis <9 e V) cons-
tituem os supressores mais eficientes de acetona triplete;
as constantes de velocidade de supressio estdo no limite
tedrico esperado para processos controlados por difusdo.

E. Inducdo de processos fotoquimicos: fotobioquimica
sem luz

E ébvio que acetona triplete gerada enzimaticamente,
da mesma forma com elicia emissdo sensitizada, deve ser
capaz de induzir processos fotoquimicos em aceptores
apropriados.

Alguns dos casos investigados — e com sucesso — foram
as transformagbes do fitocromo (P, = Pg)*, a adigdo
covalente de riboflavina a lisozima'® e a conversdo da
colchicina em lumicolchicina®. A indugdo destes processos
tipicamente fotoquimicos, produzidos por espécies tri-

" plete geradas enzimaticamente, abriu o campo da “foto-

bioquimica sem luz”. Especialmente interessante é a
eficiente transforma¢do da colchicina em seus lumide-
rivados (o, S ey):

OCH3
s - LUMICOLCHICINA

NHAC
OCH3

H=CO
H3CO OCH3

o{*- LUMICOLCHICINA

Figura 4
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Esta transformacdo é termicamente proibida e, entre-
tanto, ela ocorre em Colchicum autumnale L., mesmo
«r1 partes da planta nio expostas & luz. Deve-se pois sus-
peitar que espécies tripletes enddgenas geradas enzimati-
camente promovam a conversdo.

Naturalmente a propria espécie excitada gerada enzima-
ticamente pode sofrer alteragdo do tipo fotoquimico.
Assim a formagdo de acetona € acompanhada da formagdo
de isopropanol (ca. 7%) e todos os controles indicam
que o isopropanol provém da redugdo da acetona triplete.

Obviamente a “fotoquimica no escuro™ pode fornecer
uma explicagdo para a ocorréncia “in vivo” de certos
processos tipicamente fotoquimicos apesar da auséncia
de luz. Vidrios destes processos foram salientados por
E.H. White e colaboradores?®. De especial relevancia

Clorofilao
( Micelas)

hvp ?

Supressdo

Doador de H

Biacetilo

é a formac¢do do anel ciclobutdnico por dimerizagdo.
E interessante pois que a a-lumicolchicina contenha este
ane! e pode ser formada a partir da B-lumicolchicina pela
agdo do sistema enzimatico de acetona triplete ' ®.

O fato de a acetona triplete induzir as transformagdes
P, = Pg do fitocromo jd indica que ela é capaz de trans-
ferir energia para macromoléculas. J4 conseguimos também
detectar transferéncia para grupos triptofano de proteinas
e para moléculas ligadas a proteinas. Pela agdo sobre DNA,

. observam-se quebras de fitas simples. Surpreendentemente,

observa-se transferéncia mesmo para organelas: adicionan-
do-se cloroplastos, observa-se a emissdo da clorofila®*.

A Figura 5 esquematiza os processos observados com
acetona triplete gerada enzimaticamente.

Clorofila
( Cloroplastos)

Aduto
Riboflavina
Lisozimo

> 3’Bioc:e\‘ilo

Isopropanol €¢— 3
\"/
o
oc(d“ 0o
D
P P 2
—p
re— "fr g S
9 g
(3]
3
Q
Quebras de +
fit i . .
Itas simpies Lumicalchicinas

3(:orcm'res XOnfanicog‘*—. 1Coron’res Xonfanicos:x'

‘ 3’:I:ndois"(' {Triptofaono, Proteinas)

Figura 5

Alguns dos processos observados com acetona triplete gerada enzimaticamente.

F. Outros sistemas enzimdticos geradores de espécies
triplete

Aldeidos alifdticos sdo eficientes geradores de espé-
cies ‘mono-carboxilicas excitadas tripletes quando oxi-
dados por peroxidase/oxigénio!®. Por razdes de solu-
bilidade os substratos mais usados tém sido o propanal

e o butanal. Forma-se o homdlogo inferior no estado

triplete:

3
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.
3
(o}

¥

a ,Io
”3°°(°"z)n‘°\n + 0y —> HCOOH + HC-(CH,), -C

\

Naturalmente, enquanto isobutanal gera uma acetona
triplete, aqui gera-se um aldeido triplete. Existem diferen-
¢as e semelhangas notdveis entre os dois sistermnas. Uma
importante diferenca é que estes sistemas ndo sdo emis-
sivos. Este fato tem sido vantajosamente explorado na



detecgdo de emissGes induzidas fracas como por exemplo
de sondas do DNA, de organelas e fragdes celulares (mi-
tocOndrias, microsomos). As maiores semelhangas dizem
respeito a excitagdo da clorofila em micelas e em cloro-
plastos. Cloroplastos excitados por estes sistemas ndo sao
capazes de levar a cabo a reagdo de Hill; isto indica que
apenas algumas moléculas de clorofila s3o excitadas. Abre-
se portanto a possibilidade de excitagdo seletiva por
transferéncia em sistemas complexos.

Outro sistema amplamente estudado quanto a formagdo
de produto-excitado é o da oxidagdo aerdbica do dcido
indol-3-acético (IAA) catalisada por peroxidase®?. Os
principais produtos s3o indol-3-aldeido (IAL) e metile-
neoxindol, a forma¢do do primeiro sendo favorecida
em pH baixos. A formagdo de A1 ao lado de CO,, pode-
ria sugerir um intermedidrio dioxetdnico e, portanto,
formagdo de 1A1 no estado excitado:

CHp- COOH
HRP
+ 0 ——
N
L}
TAA 5 o?
7 0
CH-C CH
\ 1
b |—CU T oo
N N
H H

IAl

De fato o IAl gerado enzimaticamente reage com
uridina fornecendo o (s) mesmo(s) produto(s) esperado(s)
" da reagdo fotoquimica, ou seja de uma reag¢do Paterno-
-Biichi:

3‘
f
ICH* ‘ NH
N N’&o
H H
0
H
0 /'LH
Innu °

~ Qutras bases ndo substituem a uridina. Entretanto

3IA1 — seja Otica ou enzimaticamente gerado — pode -

ser sequestrado por t-RNA. A adi¢do deve ocorrer num
grupo de uridina do t-RNA; de fato apds a clivagem do
aduto, pode-se isolar o mesmo produto Paterné-Biichi

acima descrito. Esta reagdo de >IA1 com uridina e t-RNA
sugere que *1A1 é formado fora do enzima.

O sistema 1AA/HRP/O, é também capaz de suscitar
emissdo de t-RNAPE. O espectro da emissio sensitizada
indica que o emissor € o grupo tiorudina; de fato, nenhu-
ma emissdo € observada com t-RNA de levedura, a qual
ndo possui a base tiouridina. A excitagdo deve dar-se por
transferéncia de energia do 1Al para tiouridina; é mesmo
possivel detectar — se bem que em pequena extensio —
formagao de fotoaduto com a citidina na posi¢do 3.

Também os corantes xanténicos e a clorofila (micelas
¢ cloroplastos) sdo excitados quando adicionados ao sis-
tema IAA/HRP/O, .

Mais recentemente, verificamos que também bases de
Schiff preparadas a partir de isobutanal e butanona com
aminas alifdticas (incluindo o-aminodcidos) quimilumi-
nescem em tampdes aerados na presenca de HRP??2:

R ! .
N =N_Rd H-
"CH-CH=N-R® + 0p — HH —
R? HCONMR®

0-0

: fosforescencia
Rl ./
\ 3

1
-~ (0 —»
2 DBAS DBAS — DBAS + hy;
sorbatd -
indol, e supressdo
quinonas

L:stes estudos foram ampliados para adutos tipo bases de
Schiff entre glicolaldeido e proteinas, tais como soroal-
bumina, lisozima, ribonuclease e protamina. A formagdo
dos adutos com aminodcidos bdsicos das proteinas pode
ser seguida por espectrofotometria e espectrofluorimetria
¢ a intensidade observada de quimiluminescéncia depende
diretamente da concentragdo de proteina na mistura de
incubagdo com glicolalderdo. Estes dados constituem
a base para o desenvolvimento de método analitico alter-
nativo para dosagem de proteinas.

G. Papel de fosfato nas reagBes catalisadas por HRP:

A velocidade de consumo de oxigénio por isobutanal,
outros substratos aldeidicos e bases de Schiff, na presenga
de HRP, mostra uma dependéncia de primeira ordem na -

i concentragio de fosfato'’. Com excessdo de arsenato,

outros compostos ndo sdo efetivos. Os resultados obtidos
foram interpretados em termos de uma catdlise bifuncional,
promovida por fosfato, na interconversio aldeido-enol
(ou imina-enamina), em que a forma endlica seria o real °
substrato da peroxidase. .
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Outra evidéncia experimental de que a abstragdo de
elétron do enol (em equilibrio tautomérico) constitui
o passo inicial da reagdo é o fato que a oxidagdo enzimi-
tica aerobica de S-dicetonas ndo requer a presenga de fos-
fato2®. E sabido que B-dicetonas, em meio aquoso, exis-
tem predominantemente na forma endlica, estabilizada
por ponte de hidrogénio intramolecular:

H...
0 o o~
H |
L — " 3 R
Situagdo andloga foi encontrada com S-cetosulféxidos,
como substratos de HRP. Em relagdo ao sulfeto repre-

sentado abaixo, o sulfoxido correspondente oxida-se
mais rapidamente:

H
o o 0~ I
N

H. Conclusbes e comentarios

Espécies excitadas tripletes podem ser geradas enzi
maticamente em alto rendimento. Eficientemente, trans-
ferem sua energia e, assim, além de induzirem emissdo
sensitizada, promovem processos fotoquimicos. Com isto
abriu-se um novo campo, a ‘fotobioquimica sem luz’.
A célula parece ter a sua disposicdo a potencialidade da
fotoquimica, o que por sua vez leva a entender a ocor-
réncia’ “in vivo” de processos fotoquimicos na auséncia
de luz. Mesmo moléculas com valor informacional podem
ser afetadas. E possivel talvez entender as bases de alguns

- processos deletérios haja visto que espécies excitadas
endégenas sFo responsdveis por certas mutagGes exponti-
neas®. Resta acrescentar que o amplo espectro de técni-
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cas utilizadas neste projeto, equipamentos e conhecimentos
bdsicos sobre o comportamento quimico de perdxidos
e de oxigénio molecular, capacitaram-nos a incursionar
em virios estudos aplicados, por exemplo, na drea de
“toxicidade de oxigénio”?°:?! e producdo de peroxidos
para fins industriais.
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