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INTRODUCAOD

A identificagao histoquimica de uma substancia
ou de um grupo funcional pode ser efetuada, desde que a
substancia ou o grupo funcional sejam capazes de reagir ,
especificamente, com determinado reagente, produzindo com
posto de cor propria; a identificagdo pode,também, ser efe
tuada quando a substancia ou o grupo funcional s3o capazes
de Tigar-se a um corante ou a uma substancia fluorescente,
propriedade essa que também possibilita sua demonstragao:
topoquimica. Muitas subs tancias tissulares n3o apresentam
essas propriedades e', portanto, nao podem ser demonstradas
dessa maneira. Neste caso, para que essas substancias pos
sam ser demonstradas, histoquimicamente, € necessiario 0
-~ emprego de prée-tratamentos, que Thes confiram propriedades
que possibilitem sua detecgdao. Dentre os pre-tratamentos
uﬁados destaca~se o emprego de oxidantes capazes de dar
origem a produtos de oxidacgao dotados de reatividade, 0
que permite sua identificacdo.

Com a finalidade de tornar possivel a identifi-
‘cacdao histoguimica de substancias originalmente n3o reativas, ou
destituidas de propriedades que permitam sua demonstracdc por
métodos especificos, Hadler et afii (1968a) estudaram o e~
feito de varios oxidantes sobre o comportamento dessas substan
cias.\ Dentre os oxidantes wusados destacam-se: 1 - 0 permanga-
nato de potassio em meio alcalino, neutro, ou acido; 2 - al-
guns peracidos, tais como: o peracético, o performico e o perc1§

rico; 3 - o peroxido de hidrogenio; 4 - o bismutato de sddio; 5 - o
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bromo. A agao desses oxidantes foi verificada em substancias
de diversas naturezas, quais sejam: 1 - hidrocarbonetos satu

rados; 2 - lipides, inclusive fosfolTpides; 3 - esteroides;

4 - diversos compostos insaturados e aromaticos. Hadler
et alii {1968b) verificaram que alguns oxidantes agiam
de modo preferencial scbre algumas dessas substancias e

que o0s compostos oxidados ‘tornavam-se capazes de corarem - se
pela hematoxilina crémica ou pela aldeTdo-fucsina. A "colo
ragao seletiva" apresentava interesse pratico, pois o em-
prego de oxidantes adequados permitia caracterizar subst&g
cias dotados da estrutura A5-3-hidroxiesteréides (Hadler
et aklii ,1968c). Assim, usando-se como oxidante uma solu-
¢do de permanganato de potd3ssio em meio acido ou, entdo, o
dcido peracetico, obtém-se produtos resultantes da oxida
¢io dos AS-3-hidroxiesterdides os quais coram-se seletiva
mente com azul de Alcian ou azul de toluidina, em solugao
ﬁortemente acida (pH = 0,3). As outras substancias empre-
gadas nao apresentavam essa propriedade.

0 acido peracético; da mesmé maneira que ¢ per
manganatd de potassio em meio acido, tem sido usado COmo
oxidante também com a finalidade de determinar o apareci
mento de grupos basofilos, que podem ser demonstrados his
toquimicamente (Lison, 1960). Todavia, Hadler = ef afid
(1968c) mostraram que o acido peracético age especificamen
te sobre o colesterol e outros A5~3-hidroxiester61des pro-
duzindo composto que se cora com o azul de toluidina e que
reage positivamente ao reativo de Schiff. As reagoes do
dcido peracético - azul de toluidina e do acido peracetico

~ Schiff s3io dotadas de especificidade, conforme foi de-



monstrado em modelos de papel de filtro e em cortes histo-
16gicos (Hadler & Silveira, 1987a).

Por outro lado, Hadler & Silveira (1981b) veri-
ficaram que o tocoferol, previamente oxidado pelo acido
performico, fornece produto que se cora por solucgao de
azul de toluidina em pH fortemente acido sendo, portanto ,
o produto da oxidagao fortemente basofilo. Alem disso, o
tocoferol depois de oxidado adquire a propriedade de reco
rar o reativo de Schiff, sendo iambém redutor. Essas pro-
priedades, porém, ndo SEQ adquiridas pelo tocoferol pre-
viamente tratado com cloreto mercirico adicionado a wuma
solugdo de formalina, usada como fixadora {Hadler & Silvei
ra, 1977, 1981b). A especificidade desta reatividade foi
analisada em fragmentos de papel de filtro contendo peque-
na qﬁantidade de varias substancias, tais como: acidos gra
x0s, triglicerides, fosfolipides, esterdides, vitaminas |,
grote?nas, aminoacidos e acido ribonucléico. As reagoes
do acido performico - azul de toluidina e do dcido perfor-
mico - Schiff mostraram-se especificas .para o tocoferol ,
dentre as substancias empregadas e, aléem disso, possuiam
sensibilidade em grau adequado para a sua demonstragac his
toquimica, tanto em modelos de papel de filtro quanto em
cortes histologicos.

Com base no efeito de oxidantes sobre as varias
substéncfas assinaladas precedentemente, Hadler & Silvei-
ra (1977) demonstraram, também, que o calciferol pode ser
evidenciado histoquimicamente apds pré-tratamento oxidante
com solugdo de permanganato de potassio em meio alcalino .

0 produto formado, sob agao dessa oxidagao, tem a proprie-




dade de se corar com solucao de azul de toluidina em pH
0,3. Além disso, o produto oxidado também recora o reati-
vo de Schiff. Essas propriedades nao sao reveladas quando
o calciferol € previamente tratado por solugao fixadora
contendo cloreto mercirico e formalina (Hadler & Silveira,
1981b). Portanto, produtos com reatividade histoquimica
semelhante s3o obtidos a partir do tocoferol oxidado pelo
acido performico ou do ca]cfferol gxidado pelo bermangang
to de pptSssio em meio a1calino§ contudo, esses oxidantes
sao éSpechicos, pois 0 acido performico atua apenas sobre
o tocoferol e o permanganato de potassio em meio alcalino
apenas sobre o caiciferol, dentre as substancias utiliza-
das. Além disso, foi verificado que o colesterol oxidado
‘pelo acido peracético, ou pelo permanganato de potissio em
meiovﬁcido, fornece produtos de oxidag&o‘com reatividade
histoquimica muito semelhante (Hadler et afii , 1968¢ H
ﬁad]er & Silveira, 19763 Silveira & Hadler, 1977, 1981).
Hadler et afid (1968b) estudaram as proprieda-
des quimicas do produto de oxidacao do colestero? pelo per
manganato de potdssio em meio acido. Sua basofilia foi
demonstrada atraves da coloracao pelo azul de toluidina ouU
pelo azul de Alcian, em solugdo fortemente Ec{da; testes his
toquimicos, tais como: a redugdo da solugao de argentodia-
mina, a‘reagéo da 2,4-dinitrofenilidrazina e a reatividade
ao reagente de Schiff, demonstraram suas propriedades redu
toras. Por outro lado, o bloqueio do grupo carbonila pela
9,4-dinitrofenilidrazina e dos grupos acidos, atraves da
esterificacdo, determinaram perda da reatividade dos produ

tos de oxidac3dao, revelando a importancia desses grupos no



comportamento histoquimico do colesterol oxidado. Além dis
so, o bloqueio das duplas ligagoes pelo bromo inibiu a for
magao do produto reativo do colesterol oxidado, revelando
a importancia da dupla Tigagdao. Os esteres do colesterol,
quando submetidos a oxidagao por solugao de permanganato
de potdssio em meio acido, nao originam o produto reativo,
o que indica que o grupo OH do carbono 3, deve estar livre
para que a oxidagdo seja eficaz. Alem disso, substancias
dotadas do anel ciclico do colesterol e que possuem o gru-
po GH nb carbono 3, mas com dupla ligagao entre os carbo-
nos 4 e 5, nao originam produtos de oxidagao com a mesma
reatividade dos fornecidos pela oxidacao do colesterol.

Por outro lado, o produto resuitante da oxida-
cao do colesterol pela solugdo de permanganato de potas-
sio, em meio Acido, apresenta a propriedade de corar- se
pela hematoxilina-cromica e pela aldeido~fucsina, de rea-
gir com a 2,4-dinitrofenilidrazina e de ser Schiff positi
vﬁ; portanto, trata-de de substancia redutora e fortemen-
te basofila. Essas propriedades, que sao inibidas pelo
bloqueio do grupo carbonila e dos grupos acidos, indicam
que o grupo responsavel pela reatividade possui caracteris
ticas de grupo cetodacido {Hadler et afif, }968b).

0 permanganato de potdssio tem sido usado em
histoqu?mica como oxidante de grupos alcoolicos e de du
plas ligacbes, os quais forneceriam grupos aldeTdos (Li-
son, 1960); os grupos reativos assim formados sao revela-
dos pelo reativo de Schiff. A oxidacao excessiva determi-
naria a oxidac3o dos grupos aldeidos que se transformariam

em grupos carboxilicos. Como o glicogénio, apds o trata-



mento pelo permanganato de potassio, torna-se Schiff posi-
tivo e passa a se corar pela aldeido~fucsina, Lison (1960)
admite que se formem tanto grupos aldeidos quanto carboxi
licos, devido a ac3o oxidante do permanganato de potassio.
Porem, Hadler et afii (1968a) mostraram que varias subs-
tancias alifaticas insaturadas e aromaticas, de estrutu-
ras diversas, tais como o dcido ol€ico, o m—dinitrobehzeno,
~a prednisona, a dicumarina, a menadiona e a quinona, todas
elas dotadas de duplas ligagoes, nao sao capazes de forne-
cef‘produtos de oxidagao reativos ao reagente de Schiff e
coraveis pela aldeido-fucsina, indicando que a dupla 1liga
¢ao nao deve ser considerada requisito indispensavel & for
macao de produtos redutores e basofilos.

Por outro lado, substancias que contem grupos
sulfidrila e dissulfeto, tais como as encontradas na cama-
da cornea da epiderme (Scott & Clayton, 1953; Braun-Falco
& Rathjens, 1954; Goslar, 1957) e nas granulagoes das célu
las B das ilhotas de Langerhans (Scott & Clayton, 1953 )
apos o tratamento pelo permanganato de potassio, se coram
pela aldeido-fucsina. Lison (1960) interpreta a coloragao
pela aldeTdo-fucsina como consequencia da formacgao de subs
tancias com carater acido pronunciado, devido @ presenca
do grupo sulfonico, ou sulfinico, ou sulflirico, que resul-
taria da oxidacao pelo permanganato de potassio.

Tem side admitido, por alguns histoquimicos, que
as dgp!as Tigagoes dos 17pides insaturados sio passiveis
de serem demonstradas usando-se a oxidagao pelo acido per-
formico (Lillie, 1952; Pearse, 1951). Esse oxidante rom-

peria as duplas liga¢Bes promovendo o aparecimento do gru




po aldeido, que recora o reativo de Schiff, sendo os 17pi-
des insaturados assim revelados. Essa assergao fofi propos
ta com base nos resultados de Lillie (1952) que,-pbr meio
do tratamento dos lipides insaturados pelo broﬁo; que de-
termina bloqueio das duplas ligagbes, obteve inibicao da
formac¢ao do produto reativo. Alem disso, a esterificacao
e 0 tratamento pela fenilidrazina provocam inibicao da rea
tividade do produto de oxidacdao, resultante do tratamento
pelo acido performico. Contudo, Hadler & Silveira {1981b )
usdﬁdo fitas de papel de filtro contendo acido ol€ico, ca-
roteno, vitamina A e substancias afins, que apresentam uma
ou varias ligagoes duplas, verificaram que esses compos-
tos, quando tratados pelo acido performico, n3o fornecen
produtos de oxidagdo capazes de recorar o reativo de
‘Schiff. Estes resultados sugerem que nem toda dupla Tiga
cao tem participacao efetiva na formagao de produtos rea-
tivos, havendo necessidade de outras peculiaridades estru-
turais da molécula para que a substancia adquira as | pro-
priedades redutora e de carater acido, que lhes confiram
reatividade ao reagente de Schiff e basofilia.

0 grupo dissulfeto tem sido, tambe&m, interpreta
do como capaz de originar produto intensamente basofilo |,
guando oxidado pelo acido performico; segundo Pearse (1951),
nestas circunstancias, se formaria acide sulfinico, o qual
seria responsavel pela basofilia. Tambéem, Lillie & Bangle
(1954) e Adams & Sloper (1956) admitiram que o grupo dis-
sulfeto seria responsavel pela basofilia apresentada por
substancias dotadas desse grupo, o qual sob a acao oxidan-

te do acido performico daria origem ao acido cisteico. Po-



8

rem, Hadler & Silveira (1981b) mostraram, em modelo de pa-
pel de filtro, que a cistina, quando oxidada pelo acido
performico,nao fornece substancias reativas tanto. ao reati
vo de Schiff quanto ao azul de toluidina. Com a finalida-
de de evitar o efeito da remogao da cistina contida nos mo
delos de papel de filtro, pelos reativos, o que seria res
ponsavel pela ausencia de reatividade, esses autores usa-
ram proteinas contendo alto teor de ciﬁtina, as quais mes
mo apos fixagao fornecem resultados negativos, embora nao
sejam removidas dos papeis. Esses resultados, portanto ,
nao permitem estabelecer re'lég_é'o entre o grupo dissulfeto e a ba
sofilia apresentada por subs‘té"ncias dotadas desse grupo.

Por outro Tado, dentre os oxidantes gstudados
por Hadler & Silveira (1981b), 0 acido performico apresenta
atividade oxidante peculiar sobre o tocoferol, originan-
do substancia reativa ao reagente de Schiff e fortemente
basofila; a referida peculiaridade diz respeito @ formagao
do produto proveniente do tocoferol oxidado, pois compos
tos de diversas naturézas, com estrutura quimica diferente
da do tocoferol, quando submetidos @ acdo oxidante do aci-
do performico, n3do fornecem produtos basdfilos, nem  capa
zes de reagir positivamente com 0 reativo de Schiff. A
substancia formada pela oxidagao performica do tocoferol ,
responsavel por sua reatividade histoquimica, n3o & conhe-
cida..

A literatura contém numerosas publicac¢des rela-
cionadas com a oxidacao do tocoferol e com os produtos re
sultantes de sua oxidagao, porem nenhuma delas refere- se

ao emprego desses produtos com a finalidade de identifica-




¢ao histoquimica do tocoferol. A maioria dos produtos de
oxidagao pertence ao grupo das cetonas. Grams (1971) foto
-xidando o tocoferol obteve a 4a, 6-epoxi-8a-metoxi -a-toco-
- ferona, a a-tocoquinona - 2,3-0xido e a a-tocoquinona.

Clough et afidi (1979) sintetizaram a p-hidroperoxidienona,
a partir da reagao fotoquimica do tocoferol (a - 30°C)._ A
oxidag3o do tocoferol efetuada em sistema contendo xantina
-xantina oxidase também origina uma cetona, ou seja, a 8a-
hidroxi-oztocoferona (Nishikimi et alil{ , 1980). Outros pro
dutos obtidos por meio da oxidagdo do tocoferol foram a
dimetilcicloexadienona e a cicloexadienona {(Urano & Matsuo,
19763 Urano et afil , 1977)., VYamauchi & Matsushita (1979)
obtiveram como produto da fotoxidagao do tocoferol a 8a-5-
hidroxi~d-tocoferildienona e a 8a R-hidroxi-é-tocoferildie
nona; as quais se degompﬁem em tocoferilquinona. -Outros
produtos de natureza quinonica sdo, tamb&m, formados quan
do o tocoferol & submetido 3 ac3o de diferentes oxidantes.
Assim, atraves da autoxidacido de 1ipides insaturados dota-

dos de tocoferol marcado com 14

€, Witting (1969) obteve
a formac3do da tocoferilquinona radicativa. Resultado seme
Thante foi obtido por Porter et alil (1971),0s quais veri
ficaram a formagao de quinona monomérica quando o tdcoﬁg
rol era submetido a agdo do oxigenio atmosferico. De modo
analogo,a atividade antioxidante do tocoferol & perdida em
presenca de Fe {(III), ao mesmo tempo em que o tocoferol
& convertido em vermelho de tocoferol e tocoferilquinona

(Frampton et afii ,1960), os quais s3ao compostos quinoi-

des. 0 Fe (III) e o Cu (II) oxidam o tocoferol transfor-

mando-o em p-tocoferilquinona (Cort et alidi , 1978).
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Outros grupos, alem do cetonico, também s3do for
mados pela oxidagao dos tocoferois. Boguth & Niemann
(1971) e Ozawa et afidi (1978, 1983) identificaram o grupo
cromanoxil como consequéncia da oxidacao do tocoferol pelo
Ton superdxido (Oé), ou por sua exposigao a radiagao ultra
violeta. A oxidagao do tocoferol por radiagdo de Tuz den-
tro do espectro visivel ou ap0s o tratamento pelo complexo
bleomicina - Fe (II) da origem a um composto dotado de gru
po fenoxi (Kohl et aldii , 1969;'Svanholm et alii , 1974 ;
Sugiﬁra, 1979).

Nilsson et alii (1969) observaram que a oxida-
¢ao do a-, do B-, do y- e do &-tocoferol, ou de seus com-
postos, pelo fer%icianeto alcalino, origina dois diferen
'tes produtos conforme o carbono 5 do anel benzenico conte-
nha, ou nio, o grupo metila; assim, um trimero & formado
se o carbono 5 nao contiver o grupo metila e um dimero e
fprmado na presenca do grupo metila ligado ao carbono 5 do
anel benzenico. De forma semelhante, Luan ef alii (1977)
verificaram a formacdo de oligomeros, quando o tocoferol &
submetido 3 oxidagao por hidroperdxidos lipidicos, por
sais de ferro ou pelo oxigenio atmosférico.

Ishikawa (1974) oxidou o tocoferol com ¢ oOxido
de trimetilamina & temperatura de 18008, sob atmosfera de
nitrogenio. As substancias obtidas foram o 7-formil-g-to-
coferol, o 5-formil-y-tocoferol-3-éno.e o 5-formil-y-toco
ferol.

No que concerne 3 oxidacdo do calciferol e aos
produtos resultantes de sua oxidagao, constam da literatu

ra trabalhos que abrangem, principaimente, a fotoxidagao
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do ergocalciferol e que, po}tanto, nao estio diretamente
relacionados com o objetivo da presente investigagao.
Windaus & Grundmann (1936) estudaram a acgao oxidante do per
manganato'de potassio, assim como do acido cromico e da 020
nizagao sobre a vitamina 02; esses autores identificaram
os produtos de oxidagao como pertencentes ao grupo das ce-
tonas e aldeTdos ou como produtos dotados de carater aci-
do e do grupo adeido. No entanto, a reatividade ‘desses
produtos nunca foi investigada sob o ponto de vista de
sua aplicacao em histoquimica.

Por outro lado, a agao oxidante do permanganato
de potassio, em meio dcido ou alcalino,e de perdcidos so-
bre varios esterdides, inclusive o colesterol, assim como
as propriedades quimicas dos produtos resultantes dessas
oxidagdes, também foram bastante estudadas (Windaus, 1907 ;
Westphalen, 1915; Ehrenstein & Decker, 1940; Marker &
Rohrmann, 1940; Baxter & Spring, 1943), porém todos os traba-
lhos s3ao de natureza quimica e nio foi estabelecido nenhum
elo de ligagao entre eles e a histoquTmica.  |

Com base no que foi sumariado anteriormente de
preende-se que os produtos que se formam por oxidagao do
"tocoferol e que apresentam natureza diversa, conforme o
oxidante usado, tem sido muito estudados quanto 2 sua natu
reza e suas propriedades quimicas. No entanto, a reativi-
" dade histoquimica dos produtos de oxidagdo do tocoferol
até agora identificados, nao foi analisada, o que impede
que se estabele¢ga qualquer correlacao entre esses produ-
tos e 0s eventuais responsaveis pela reatjvidade histoqui-

mica do tocoferol, quando submetido & oxidagdo pelo acido
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performico. Dificuldades séme?hantes sao encontradas na
tentativa de estabelecer correlagao entre a reatividade ,
apresentada pelos produtos de oxidagao tanto do calciferol
pelo permanganato de potassio em meio alcalino quanto do
colesterol pelo acido peracético, responsavel pela identi-
ficagdo histoquimica dessas substancias e os produtos de

oxidagao do calciferol e do colesterol consignados na lite

ratura.

0s compostos provenientes da oxidacao do aceta
to de DLoa-tocoferol, do calciferol e do colesterol pelo
Zcido performico, ou pelo permanganato de potassio em

meio alcalino, ou em meio 3cido, ou pelo dcido peracetico,
foram estudados no presente trabalho, principalmente atra
vés da analise espectrofotométrica. 0 objetivo primordial
do presente trabalhc consiste em identificar e estabelecer
comparacaoc entre os produtos de oxidacao, os quais sao respon
siveis pela reatividade histoquimica do tocoferol, do cal-
ciferol e do colesterol. OQOutra finalidade ~ & demonstrar
que os diferentes oxidantes usados agem de médc preferen-
cial e seletivo sobre cértas substancias, o que possibili
ta sua caracterizacao histoquimica, através das seguintes
‘reagdes: 1 - reacd3o do acido performico - azul de toluidi
na e reacao do acido performico - reativo de Schiff, usa-
das para a caracterizagao do tocoferol; 2 - reacao do per
"manganato alcalino - azul de toluidina e reagao do perman-
ganato alcalino - reagente de Schiff, empregadas para a
deteccdo do calciferol e do 7-deidrocolesterol; 3 - rea-
cao do acido peracético - azul de toluidina e do acido pe-
racetico - reativo de Schiff, utilizadas para a localiza-

cdo histoquimica do colesterol,
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MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de obter substancias em estado
de pureza compativel com os métodos de analise utilizados
foram empregadas tecnicas de extragdo e purificagao adequa
das. As seguintes §ubst§ncias purificadas foram wutiliza-
das: 1 - acetato de DL a-tocoferol, extraido de produto
farmaceutico de vitamina E, conforme serid exposto oportuna
mente; 2 - calciferol, extraido de produto farmaceutico;

3 - colesterol pro-analise.

1. Técnicas de extracdao e purificagdo.

1.1. Acetato de DL a-tocoferol.

Comprimidos de preparagdo farmaceutica de vita-
mina E, contendo o total de 2 g de acetato de DL a-tocofe-
rol, foram lavados varias vezes em agua destilada para a
remogao do envoltorio. Apos secagem e trituracao em gral,
o material pulverizado foi extraido com Ster etlico e fil
trado em papel de filtro; a extracao com eter etilico Toi
repetida varias vezes. Os filtrados foram reunidos e o
‘&ter etTlico foi evaporado a 60°C. 0 rendimento da extra-
¢ao foi cerca de 800 mg de acetato de DL a-tocoferol, ou
seja, 40%.

' Com a finalidade de verificar o grau de pureza
do acetato de DL a-tocoferol obtido, foi efetuada cromato-
grafia em placas de gel de s7lica, cuja fase movel foi uma
solucdo contendo hexano e acetato de etila (97,5:2,5 vol./

vol.). A preparacdo das placas para a cromatografia foi
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efetuada da seguinte maneira: pasta homogenea, contendo sili
ca e agua destilada na proporcio déllzz, foi rapidamente es-
palhada sobre placas de vidro (20 x 2d cm), de maneira a se
obter camada uniforme do gel de silica, com aproximadamente
0,5 mm de espessura. A secagem foi feita por exposigao ao
ar; a silica ndao foi ativada por aquecimento, conforme reco-
menda Contreras (1980). Em placas previamente equilibradas
com vapores do so]vénte, a substancia foi depositada na 1i-
nha de origem e a cromatografia foi desenvolvida ate que a
fronte do solvente migrasse 15,0 a 16,0 c¢cm a partir da linha
de origem. A revelagao foi efetuada com vapores de iodo. Co
.mo somente uma mancha foi verificada em repetidas cromatogra-
fias, nas quais foram usadas diversos sistemas de solventes,
quais sejam: hexano-acetato de etila (92,5~-7,5), hexano-acetato
de eti]a.(97,5w2,5), cloroformio e benzeno-acetato de etila
(3:2), a substancia foi considerada cromatograficamente pura. 0
grau de pureza da substancia foi confirmado pela analise a-

traves da espectrometria de massa e da espectrofotometria infraverme -

1ha.
1.2. Calciferol e colesterol.

0 calciferol e o colesterol foram recristalizados
varias vezes em acetona e, em seguida, submetidos & analise
por meio da espectrofotometria ultravioleta e infravermelha
e a cromatografia em camada delgada, em condicoes semelhan -
-tes is anteriormente descritas; atraves dessas tecnicas po-
de-se comprovar o elevado grau de pureza de cada uma dessas

substancias.
2. Preparo de solucoes.

As substancias, cromatograficamente puras, fo-
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ram dissolvidas em eter etilico, de maneira a fornecerem
solucdes com as seguintes concentragoes: 0,045 M de aceta-
to de DL c-tocoferol; 0,045 M de calciferol e 0,025 M de

colesterol; estas foram as -concentragoes utilizadas.
3. Técnicas de Oxidacgao.

As teécnicas de oxidacao, assim como a verifica-
¢do das propriedades quimicas wutilizadas para a identifi-
cacdo histoquimica: dos produtos resultantes da oxidag§o
forém efetuadas em fragmentos de papel de filtro, através
da técnica do "spot test"™, conforme Hadler et afii (1964).
As mesmas substancias n3ao submetidas a oxidagao foram usa-
das como controle. Com o objetivo de promover a oxidagao
das substancias, anteriormente citadas, foram empregados
0s seguintes oxidantes: acido performico, permanganato de
potidssio, em meio acido ou em meio alcalino, ou acido pera
cético.

0 pabe? de filtro utilizado no "spot test" foi
previamente preparado da seguinte maneira: fitas de papel
de filtro Whatman n9 1, com 2,5 x 15 cm, foram metiladas,
sequndo a técnica de Wigglesworth (1952); posteriormente,
foram lavadas com agua destilada, durante 2 horas e secas
a 80°C. Fragmentos de 1,0 x 2,5 cm de papel de filtro, as
sim tratados, foram utilizados para a verificagéo‘das pro-
priedades adquirédas pelas substancias usadas, quando sub-
metidas aos diversos oxidantes referidos. Em cada fragmen
to foram depositados 3 pl das solugoes de acetado de DL a-
tocoferol, de calciferol ou de colesterol. As solugbes fo
ram colocadas de maneira & nao u}trapassar area de 0,5 cm

de diametro; o solvente foi evaporado a temperatura am-
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biente.

~0s fragmentos de papel de filtro, contendo as
substancias a serem submetidas aos testes, foram. tratados
por um dos oxidantes usados, de acordo com as tecnicas des

critas subsequentemente.
3.1. Tecnica de oxidag3ac com o acido performico.

0 acido performico foi preparado conforme
Lillie (1954) e empregado apos o tempo suficiente para ad-
quifir a concentracao maxima (2 horas). A oxidagd3o foi efe
tuada durante 4 horas, conforme preconizado por Hadler &
Silveira (1981b). Em seguida os fragmentos de papel foram
laﬁados em agua destilada, durante 30 minutos e secos a
60°C. |

Apos a oxida¢ao pelo acido performico varios
fragmentos de papel de filtro, contendo cada uma das subs-
tancias utilizadas, foram respectivamehte reunidos e elui-
dbs com acetona a 4°C, durante 24 horas; os eluatos foram
concentrados e usados nasr analises espectrofotométricas.
Essa analise téve por objetivo identificar grupos reatives
responsaveis pelas propriedades adquiridas pelas substan
cias empregadas, quando submetidas 3@ oxidacac pelo acido
performico. |

Solugdes contendo as substancias n3ao submetidas
ac tratamento prévio pelo acido performico foram wutiliza
das como controle.

Para a verificacdo das propriedades histoquimi-
cas adquiridas, apds a oxidagdo pelo acido performico, al-
guns fragmentos de papel de filtro apos terem sido lavados

em agua destilada, durante 20-30 minutos, foram mergulhados
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em solugdo a 1% de azul de toluidina, em H2504 2N (pH 0,3},
durante 25 minutos; subsequentemente foram lavados durante
20 minutos e secos a 60°C. Outros fragmentos de papel de
filtro, também oxidados pelo acido performico e lavados em
agua desti?ada,fbrmntratados,durante 10 minutos, pelo rea-
tivo de Schiff; a seguir, esses papéis foram transferidos pa
ra uma solugdo de bissulfito de s6dio a 0,5%, durante 3 mi-
nutos; esta Ultima operac@o foi repetida por mais 2 vezes e em
sequida foi efetuada lavagem em agua destilada, durante 10
minutos'(Btrmms). Fragmentos de papel de filtro contendo
essas mesmas substﬁnciés » porem,nio submetidos ao tratamen
to prévio pelo acido perfarmico, foram tratados com a solu
¢ao de azul de toluidina ou com o reativo de Schiff, sen-

do, entao, usados como controle.

3.2, Técnica de oxidagao com a solucdo de permanganato de

potassio em meio alcalino.

Volumes iguais de solugaoc de permanganato de po
tassio 0,038 N e de solug@o de hidroxido de sodio 0,125 N
foram adicionados e a solugdo final foi usada como oxidan-
te, durante 25 minutos, conforme Hadler et alii (1968¢c) e
Hadler & Silveira (1977, 1984b). Decorrido esse periodo ,
foi escoada a solugao oxidante e efetuado o descoramento
com solucao de bissulfito de s6dio a 5%, durante alguns se-
gundos (ate descoloragdo do fragmento de papel); foram, en
tao, efetuadas varias lavagens com agua destilada. Diversos
fragmentos de papel de filtro, assim oxidados e contendo
uma das substancias utilizadas, foram reunidos e eluidos

com acetona a 4°C, por 24 horas. Essa mesma operacao foi
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efetuada bara todas as subst?ncias. 0s respectivos elua-
tos foram concentrados e submetidos a anidlise espectrofoto
metrica.

As propriedédes que conferem reatividade hist*
quimica as substancias utilizadas, adquiridas como decor-
rencia da oxidagao pela solugao de permanganato de potassio
em meio alcalino, foram verificadas em fragmentos de papel
de filtro; apos a oxidagdao os fragmentos de papel foram la
vados e corados com solu¢ao de azul de toluidina ou trata-

dos pelo reativo de Schiff, conforme descrito no Ttem 3.1.

3.3. Técnica de oxidacdo com a solucgdo de permanganato de

potassio em meio acido.

Solugao contendo permanganato de potassio 0,038N
.e solucgdo de 3cido sulfurico 0,125 N, adicionados na propor
¢ao de 1:1, foi tambem usada como oxidante, durante 25 mi-
nutos,segundo Hadler et afii, (1968c). Subsequentemente,
fbram realizados o0s mesmos iratamentos, conforme o proce-
dimento efetuado apos a oxidacdo pela solugdo de permanga-

nato de potassio em meio alcalino (descrito no Ttem 3.2).
3.4, Tecnica de oxidacdao com o acido peracético.

0 3Zcido peracético foi preparado segundo Greenspan
(1946), pela técnica modificada por Lillie (1954). Apbds a
preparacdo do 3acido a solucao foi mantida a 4%c, durante
12 horas, com a finalidade de obter alta concentracao des-
se peracido. Subsequentemente, esse peracido foi usado
como oxidante, durante 2 horas, conforme Hadler &

Silveira (1981a, 1984a).
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Em seguida ao tratamento pelo acido peracético,
os fragmentos de papel de filtro foram lavados com agua
destilada, durante 20-30 nﬁnﬁtos e secos a GOOC; foram, en-
tao, submetidos aos mesmos tratamentos, conforme o procedi-
mento efetuado apds a oxidacdo peio.écido performico, des

crito no Jtem 3.1.
3.5. Teécnicas espectrofotométricas.

As eventuais alteragoes sofridas pelas substan-
cias empregadas, como decorrencia da reacao de oxidagado,
foram analisadas por meio da espectrofotometria ultravio-
leta, infravermelha e da espectrometria de ressonancia mag-
netica nuclear de protons e espectrometria de massa, compa
rando-se os produtos de oxidac3o com as substancias nao
oxidadas.

A determinagao da curva de absorbancia ultravio
leta de cada uma das substancias tratadas pelos oxidantes
referidos, ou ndo submetidas a tratamento prévio (contro
te), foi efetuada na faixa de comprimentos de onda entre
360 e 200 ﬁm, usando-se como solvente o eter etilico.

0 acetato de DL a-tocoferol n3do submetido a tra
tamento prévio e os produtés resultantes do tratamento do
acetato de DL a~tocoferol, por uma das so]ugﬁes oxidantes,
foram submetidos a espectrofotometria infravermelha; cada
amostra foi analisada sob a forma de filme, entre duas cé-
Tulas de cloreto de sodio. .0 calciferol, o colesterol e
seus produtos de oxidagao, provenientes do tratamento pné
vio por uma das solucoes oxidantes empregadas foram, tam-

bem, submetidos & espectrofotometria infravermelha, a qual
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foi efetuada nas mesmas condig¢bes anteriormente descritas
exceto que, neste caso, as substancias foram dissolvidas
em Nujol. |

Todas as sub§t5ncias, usadas no presente traba-
lho, tanto tratadas pelas solugdes oxidantes quanto nao su
jeitas a tratamento prévio, foram submetidas & espectrome-
tria de ressonancia magnetica nuc1ear de protons; o tetra-
cloreto de carbono e o deuterocloroformio foram os solven
tes utilizados e o tetrametilselano como referencia interna.

) 0 acetato de DL a-tocoferol e o calciferol . assim
coma seus produtos de oxidagao provenientes do tratamento
do DL a-tocoferol pelo acido performico e do calciferol
pelc permanganato de potassio em meio alcalino, foram tam
bem analisados por meio do espectrometro de massa. A es-
pectrometria de massa foi efetuada sob energia eletronica
de 70.ev., aplicando-se a amostra por .meio de entrada dire
ta de solido , a 75°C, sendo a temperatura da fonte ajusta

da a 160°C.

4, Teécnica de separagﬁo das substancias provenientes da

oxidagdo do DL a-tocoferol, do calciferol e do coleste

rol.

4.1. Substancias provenientes da oxidagaoc do DL a- tocofe-

rol.

Com a finalidade de isolar as substancias que
se formam pela oxjdagao performica do acetato de DL a-toco
ferol e de identificar a fracgdo que apresenta basofilia e
reatividade ao reagente de Schiff, foi empregada a cromato

grafia em camada delgada; este tipo de cromatografia foi
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empregado para a obtengdo de quantidade adequada da subs-
tancia reativa purificada, a qual foi posteriormente analisada.
0 gel de silica, n3o ativado por aguecimento, conforme a recomenda-
¢io de Contreras (1980), ~ foi usado como fase fixa e uma solugdo
de hexano e acetato, de etila (97,5:2,5 vol/vol) foi usada como
fase movel. Apds a migrw'agéo da fase movel a placa foi e€Xpos
ta a vapores de iodo, com a finalidade de localizar as substincias se
paradas pela cromatografia. Por meio desta técnica foram
reveladas tres substancias com Rf diferentes. Outras croma
togfafias do tipo preparativa, foram efetuadas, nessas mes-~
mas condigoes; nesse caso, as placas nio foram expostas a
vapores de iodo. Com essa técnica foram obtidas faixas cor
respondentes aos tres Rf e que continhas as substincias em
quantidade conveniente paré as analises subsequentes. 0 gel
correspondente a cada faixa foi removido da placa de croma-
tografia e a substancia foi eluida com acetona, a 4°C, du-
rante 24 horas e concentrada.

A verificagao da basofila e da reatividade ao
reativo de Schiff, das substancias separadas dessa forma ,
foi efetuada em fragmentos de papel de filtro previamente
impregnados com essas substdncias. Com essa finalidade ,
solugao de cada substancia foi depositada sobre o fragmento
de papel de filtro e apos secagem ao ar, realizou-se colo-
ragao com azul de toluidina, em pH 0,3 ou o tratamento
com o reativo de Séhif“f, conforme descrito no Ttem
3.1. Apenas uma das trés substincias separadas por meio
da cromatografia apresentou a restividade (basofilia e po
sitividade ao reagente de Schiff) utilizada para a demons-

tragao histoguimica do acetato de DL a-tocoferol. Essa
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substancia foi, ent3o, submetida 3 espectrofotometria ul-
travioleta, infravermelha e espectrometria de ressonancia
magnética nuclear de protons e espectrometria de massa,
com a finalidade de identificagdo ou caracterizacgao dos
grupos reativos gque lhes conferem as propriedades assina-

ladas.

4,2, Substancias provenientes da oxidacgao do calciferol e

do colesterol

0s produtos de oxidagao do calciferol, pelos
oxidantes usados, foram separados por técnica semelhante @
usada para o tocoferol (descrita no item 4.1.), wusando- se
placas cujo gel de silica foi previamente ativado a 110% s
durante 1 hora, e o0 mesmo sistema de solvente citado no
tem 4.1. A revelagao foi feita por aspersao com acido sul
furico a 50%.

0s produtos fornecidos pela oxidacao do coleste~
rol pelos oxidantes usados tambem foram separados por croma
tografia em camada fina de gel de s7lica, usando-se uma
solugdo contendo benzeno e acetato de etila, na proporcao
de 3:2, como fase movel, conforme a recomendacao de Kimura
et alii (1979). A revelacdo foi feita por aspersao com
acido sulfurico a 50%.

A-verificagﬁc de produtos de oxidagao do <calci-
ferol e do colesterol dotados de basofilia e de proprieda -
des redutoras foi feita em fragmentos de papel de filtro ,
através das técnicas usadas a proposito do acetato do DL

a-tocoferol (Ttem 4.1.).
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RESULTADOS

A oxidagao do acetato DL a-tocoferol ( vitamina
E ), do calciferol (vitamina D,) e do colesterol com 0s
agentes oxidantes uti1§zados produz compostos que, submeti
dos ao tratamento pela solugao de azul de toluidina ou pe-
1o reativo de Schiff, em modelos de papel de filtro, forne
cem resultados diferentes, os quais estao sumariado nos

trés Ttens relacionados a seguir,

1. 0 produto resultante da oxidacao do acetato DL w-tocofe
rol pelo acido performico, € fortemente basofilo e tem
carater redutor; por esse motivo, cora-se intensamente
pelo azul de toluidina e reage positivamente com o rea-
tivo de Schiff. O0s produtos resultantes da oxidagdao do
acetato de DL a-tocoferol, pelo permanganato de potas-
sio em meio alcalino, ou pelo dcido peracéetico, nao
apresentam essas propriedades, assim como o produto da
oxidacao do acetato de DL a-tocoferol pelo permanganato

de potassio em meio acido.

2. 0 produto proveniente da oxidacgdo do calciferol, pelo
permanganato de potass1o em meio alcalino, apresenta ba
sofilia demonstrada pela coloracao com solugdo de azul
de toluidina e propriedades redutoras, pois & reativo
ao reagenfe de Schiff. Ao contrario, os produtos prove
nientes do tratamento do calciferol pelo acido perfarmi
co, ou pelo acido peracetico, ndo apresentam essas pro
priedades. No entanto, a vitamina 02 oxidada pelo per-

manganato de pot3dssio em meio acido tambem fornece pro
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dutos dotados de basofilia e de propriedades redutoras.

3. 0 produto de oxidacdo do colesterol pelo acido peraceti
co & tamb&m basdfilo, corando-se pela solugdo de azul
de toluidina, e redutor, pois reage positivamente com o
reagente de Schiff; o mesmo acontece com o produto de
oxidacdao do colesterol pelo permanganato de potassio em
meio acido. Contudo, os produtos provenientes do trata
mento do colesterol pelo acido performico, ou pelo per
‘manganato de potassio em meio alcalino, nao apresentam

essas caracteristicas.

Convem salientar que o acetato de DL o« - tocofe
rol, o calciferol e o colesterol, ndo submetidos a agdo de
oxidantes, sEo destituidos de basofilia e de propriedades
redutoras, demonstféveis atraves do tratamento por solugao
de azul de toluidina ou pelo reativo de Schiff. Deve ser,
tambem, destacado.que a solugao de azul de toluidina foi
sempre usada em pH muito baixo (0,3), com o intuito da co-
loracdo ser mais seletiva e, porténto, apresentar maior
significado histoquimico. Por outro lado, a ausencia de
reatividade ao reagente de Schiff, tanto do DL a-tocoferol
quanto do calciferol e do colestercl so ocorre em substéé
cias recém-preparadas, ou melhor, n3o sujeitas a exposicao
ao ar.

A tabela 1 mostra o comportamento dos produtos
de ogidagéo das tres subst3ancias empregadas, resultantes
do tratamento prévio dessas 5ubstﬁncias pelos agentes oxi-
dantes usados e subsequentemente submetidos @ coloracgdo pge
la solucdo de azul de toluidina ou ao tratamento pelo rea-

tivo de Schiff. Diante destes resultados, os produtos da
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de

potassio em meio alcalino, ou pelo acido peracético, dota-

dos de reatividade e que permitem a demonstracac histoqui-

mica das tres substancias estudadas no

presente trabalho,

foram analisados quanto 3s caracteristicas espectrais.

Tabela 1 - Comportamento dos produtos de oxidagao do aceta

to de DL a-tocoferol,

do calciferol e do coles~

terol, diante do tratamento pela solucao de
azul de toluidina ou pelo reativo de Schiff.
Basofilia demonstravel pela|l Reatividade ao reagente
solugdo de azul de toluidi-{ de Schiff
na (pH 0,3}
Substancias
Tocofe- | Calcife-| Coleste- | Tocofe- |Calcife~ | Coleste-
rol rol roi rol rol rol
Oxidantes
Nihil - - - - - -
Acido Perfor-{ .. - _ it _ .
mico
Permanganato
de Potassio - +++ - - +Hi+ -
em meio alca
1ino
Permanganato 1
de Potassio - 4+ +++ - 4+ 4
em meio aci-
do
Acido Peraceé
tico - - +++ - - +4++

0BS.: +++:

Intensa reatividade,

- : Ausencia de reatividade.
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1. Propriedades dos produtos resultantes do tratamento do

acetato de DL a-tocoferol por diversos oxidantes.

0 tratamento do acetato de DL a-tocoferol, pelo
acido performico, provoca, alem do aparecimento de reativi
dade histoquimica, modificagao de suas propriedades espec
trais, que sao evidenciadas atraves do espectro ultravio-
teta, infravermelho e de ressonancia magnetica nuclear de

protons.

1.1. Espectro de absorgao ultravioleta apresentado pelo
acetato de DL a-tocoferol e pelc acetato de DL a-toco

ferol tratado por diversos agentes oxidantes.

A figura 1, que serve de termo de comparagao pa
ra a figura 2, mostra a curva de absorcao ultravicleta a-
presentada pelo acetato de DL a-tocoferol n3o submetido a
nenhum tratamento prévio por agentes oxidantes; nestas cir
cunstancias, o acetato de DL o~-tocoferol apresenta picos
de absorcao do espectro ultravioleta em 286, 284 e 278 nm.
0 produto resultante da oxidag3o do acetato de DL a-tocofe
rol, pelo dcido performico, submetidc @ espectrofotometria
ultravioleta mostra picos em 286, 283,'278 e 272 nm, alem
de forte absorcao na regidao de 270 a 250 nm (Figura 2).

0s picos de absorgao do espectro ultravioleta
fornecidos pelos ﬁrodutos resultantes do tratamento do ace
tato de DL a-tocoferol, pelos outros oxidantes usados, cons-

tam da tabela 2.
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Figura 1 - Espectro de absorgao ultravioleta do acetato de

DL a-tocoferol nao submetido 2 oxidagao.
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Figura 2 - Espectro de absor¢dao ultravioleta do produto de

oxidagdo do acetato de DL a-tocoferol pelo aci-

do performico.
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Tabela 2 - Picos de absorgao ultravioleta apresentados pe-
To acetato de DL a-tocoferol nao oxidado e tra

tado por diversos agentes oxidantes.

Oxidantes _ ' Absorgao em (nm)

Nihil 2863 284, 278
Kcido Performico 286 283; 278; 272 (270 a 250)

Pef@anganato de
Potassio em meio 2863 284, 278
alcalino

Permanganato de
Eotassio em meijo 286; 284, 278
acido

BAcido Peracético | 287; 284; 278

Fsses resultados mostram que a oxidagao do ace-
tato de DL a-tocoferol, pelo acido performico, determina o
aparecimento de novo pico em 272 nm e forte absorgao na re-
gido de 270 a 250 nm, 0 que nao ocorre com o acetato de
DL a~tocoferal previamente tratado com os outros oxidantes
usados. Correlacionando estes resultados com os da tabela
1, @ possivel verificar gque apenas o acido performico for
nece produto de oxidacdo do acetatc DL a-tocoferol dotado
de reatividade histoquimica; alem disso, os resultados per
mitem deduzir que o produto reativo seja responsavel pelo
pico em 272 nm e pela intensa absorgao na regiao espectral

~de 270-250 nm.
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7.2. Espectro de absorgdo infravermelha apresentado pelo
acetato de DL a-tocoferol e pelo acetato de DL a-toco

ferol tratado por diversos agentes oxidantes.

0 produto resultante da oxidagdo do acetato de
DL a-tocoferol, pelo acido performico, assim como os produ
tos resultantes do tratamento do acetato de DL a-tocoferol
pelos demais agentes oxidantes usados foram submetidos a
espectrofotometria infravermelha e os.resuTtados obtidos,
expostos na tabela 3, foram comparados entre si.

0 produto resultante da oxidag&b do acetato de
DL a-tocoferol, pelo acido performico, apresenta as se-
guintes propriedades: 1 - absorve a radiagao infravermelha

1

sob a forma de faixa em 3440 cm ', indicando a presenca de

grupos hidroxilas responsaveis por essa absorgao; 2 - for-

1 . s -
o que indica a ocorrencia de gru-

te absorcdo em 790 cm_
po epoxido; 3 - pico de 1.750 cm'] se apresenta alargado
e pouco deslocado, sugerindo a existencia de outros gru-
pos carbonilas (Figuras 3 e 4). As propriedades adquiri-
das pelo acetato de DL a-tocoferol, apos tratamento pelo
iacido performico, nio sdo observadas pelos produtos que
se originam gquando o acetato de DL a-tocoferol € tratado
pelos outros agentes oxidantes usados, indicando que o pro
duto reativo ao azul de toluidina e ao reativo de Schiff ,
que & formado apenas pelo tratamento com o 3dcido performi-

co, seja responsavel pelas modifica¢cbes verificadas atra-

ves da espectrofotometria infravermelha.
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Figura 3 - Espectro de absorgao infravermelha do acetato

de DL a-tocoferol naoc submetido a tratamento

por oxidantes (Fi"tme) .
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Figura 4 - Espectro de absorgao infravermelha do produto
de oxidagao do acetato de DL a-tocoferol pelo

dcido performico (Filme).
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1.3. Espectro de ressonancia magnética nuclear de protons
apresentado pelo acetato DL a-tocoferol e pelo aceta-
to de DL a~tocoferol tratado por diversos agentes oxi

dantes.

0 espectro de ressonancia magnetica nuclear de
protons do produto de oxidacdo do acetato DL a - tocoferol
pelo acido performico (Figura 6) mostra alteragoes em re-
Vlagéo-ao espectro de acetato de DL o-tocoferol nao oxidado
(Figura 5), tomado como termo de comparagdo. Apds a oxida-
cdo ha auséncia.de protons ressonantes na regiao de 2,60
p.p.m. € diferencas quanto a altura relativa dos picos na re-
gido de 1,90 p.p.m. (Figuras 5 e 6).

Os espe;tros de ressonancia magnetica nuclear
de protons dos produtos resultantes do tratamento do aceta
to de DL a-tocoferol pelos demais agentes oxidantes usados
est3o expostos na tabela 4. Esta tabela revela que o uni-
co oxidante cujo efeito.determina alteracao do espectro de
ressonancia magnética nuclear de protons do acetato de DL
a-tocoferol & o.acido performico.

Em resumo, OS resﬁltados expostos anteriormente
mostram que o acido perfaryico € o Unico oxidante, dentre
os usados no presente trabalho que confere propriedades
quimicas passiveis de serem utilizadas para a demonstragao
histoquimica do acetato de DL a-tocoferol. Além disso, es
se o;idante 2 o Unico capaz de determinar modificagoes nos
espectros do acetato de DL a-tocoferol tanto no que diz
respeito 3 absorgdo da radiagdo ultravioleta e infraverme-
lha quanto na de ressonancia magnética nuclear de protons;

estes resultados sugerem que © pkoduto resultante dessa
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oxidac3o seja o respons@vel pela basofila e pela reativida
de ao reagente de Schiff, propriedades essas que sao adqui~-
ridas pelo acetato de DL a-tocoferol apos sua oxidagdao pe

lo acido performico.

2. Propriedades dos produtos resultantes do tratamento do

calciferol por diversos oxidantes.

A oxidacdao do calciferol (vitamina Dz) pelo per
manganato de pot3dssio, em meio alcalino, fornece produtos
reativos que foram utiiizados com o ﬁropﬁsito de identifi
car essa vitamina, histoquimicamente. Esses produtos sao
basofilos e redutores. Essa oxidagao promove, simultanea-
mente, modificacoes espectrais, as quais sao verificadas
'quando se estabelece comparagao com o espectro fornecido

pelo calciferol ndao submetido 2 oxidacgao.

2.1. Espectro de absorgdo ultravioleta apresentado pelo
| calciferol e pelo calciferol tratado por diversos a-~

gentes oxidantes.

0 espectro ultravioleta do calciferol oxjdadeo
pelo permanganato de potassio, em meio alcalino, nao apre
senta o pico de 242 nm, apresentado no espectro do calci-
ferol n3do submetido a oxidagao, permanecendo somenfe o pi-
co de 210 nm (Figuras 7 e 8). Os picos de absorgdo ultra-
violeta encontrados nos espectros correspondentes ao calci
ferol tratado pelos oxidantes usados estao expostos na ta-
bela 5;'dentre estes, com excecdo do permanganato de potas

sio em meio alcalino, apenas o acido performico determina
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Tabela 4 - Regides de des locamentos quimicos verificadas
no espectro de ressonancia magnetica nuclear de
protons dos produtos resultantes do tratamento
do acetato de DL a-tocoferol, pelos diversos

agentes oxidantes usados.

Oxidantes Deslocamentos Quimicos (em § p.p.m.)
Nihil 0,83 1.26; 2,10; 2,60, (CCi4)
Rcido Performico 0,83; 1,26; -2,10; (CC14)

Permanganato de
Potassio em meio 0,83; 1,26 2,10; 2,60. (CC14)
alcalino

Permanganato de
Potassio em meio 0,83; 1,26 2,10, 2,60. (0814)
acido

Kcido Peracetico 0,83; 1,263 2,103 2,60. (CC]Q)
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Figura 5 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de

protons do acetato de DL a-tocoferol nao subme-

tido 2 oxidagdao.
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Figura 6 - Espectro de ressonancia magnética nuclear

protons do produto resultante da oxidagao do a-
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de

cetato de DL a-tocoferol pelo dcido performico.
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alteracao espectral do calciferol, eliminando o pico de

210 nm,

Tabela 5 - Absorcdo ultravioleta do calciferol e dos produ
tos resultantes do tratamento do calciferol pe-

los diversos agentes oxidantes.

Oxidantes Comprimento de Onda (em nm)
Nihil 242, 210.

Acido Perfﬁrmicé 242.

Permanganato de

Potassio em meio 210,
alcalino

Permanganato de
Eotassio em meio 242 210,
acido

Kcido Peracetico 242; 210.
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Figura 7 - Espectro de absorgao ultravioleta do calcife-

rol nao submetido a oxidacdo.
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Figura 8 - Espectro de absorgdo ultravioleta do produto de

oxida¢do do calciferol pelo permanganato de po-

tassio em meio alcalino.
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2.2. Espectro de absorgao infravermelha apresentado pelo
calciferol e pelo calciferol tratado por diversos agen

tes oxidantes.

A oxidacao do calciferol pelo permanganato de-
potissio, em meio alcalino, produz alteragdes no seu espec-
tro infravermelho, principalmente na regidao de 1300 a 400 cm-] ’
onde desaparecem picos relativamente pronunciados. Na regido de
1640 a 1700 cm-1 surge um pico de intensa absorcao que nao
ocorre no espectro do calciferol nao oxidado e que indica a
presenca de grupo carbonila (Figuras 9 e 10). 0 permangana
to de potassio em meio alcalino produz efeito semelhante, no
que diz respeito aos resultados do espectiro infravermelho ,
quando comparado com o efeito do permanganato de potassio
em meio acido (Tabé]a 6). Os picos de absorgao da radiagao in

fravermelha do calciferol tratado pelos agentes oxidantes

usados constam da tabela 6.

2.3. Espectro de ressonancia magnetica nuclear de protons

do calciferol e do calciferol tratado pelos diferentes

ox idantes..

0 espectro de ressonancia magnetica nuclear de
protons do calciferol, nao submetido a oxidacao previa, mos -
tra treés regides ressonantes: 0,86; 1,23 e 5,20 p.p.m. 0 es-
pectro do calciferol oxidado pelo permanganato de potassio,
em meio a}calino,' revela nova area de ressonﬁncié a 4,20
p.p.m., alem das tres ja mencionadas. (Figuras 11 e 12).

0 espectro de ressonancia magnetica nuclear de
protons do calciferol oxidado pelo acido performico mos -

tra somente uma regido ressonante (1,23 p.p.m.), pois as
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outras duas, apresentadés pelo calciferol nao submetido
a tratamento por oxidante, desaparecem. 0 espectro de res
sonancia magnética nuclear de protons do produto originado
pela oxidagdao do calciferol, pelo dcido peracetico, apre-
senta duas regiodes ressonantes em 0,86 e 1,23 p.p.m., 0
espectro de ressonancia magnética nuclear de protons do
produto de oxidagdo do calciferol pelo permanganato de po-
tissio, em meio acido, mostra-se idéntico ao do calciferol

ndo submetido a oxidagdo (Tabela 7).
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Figura 9 - Espectro de absorgao infravermelha do calcife~

rol nio submetido a oxidagao (Nujol).
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10 - Espectro de absorcao infravermelha do produto

Figura
de oxidacao do calciferoc]l pelo permanganato de
potassio em mejio alcalino {Nujol).
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Tabela 7 - Regioes de deslocamentos quimicos verificadas
no espectro de ressonancia magnética nuclear de
protons, do calciferol ndo submetido a oxidagao
g apos tratamento pelos diversos oxidantes.

Oxidantes Des Tocamentos quimicos (em &p.p.m.)
Nihil 0,863 1,23; 5,20. (CC14)
Kcido Performico 1,23. (CDC13)

Permanganato de :
Potdssio em meio’ 0,863 1,233 4,203 5,20. (CDClg)
alcalino .

Permanganato de
Potassio em meio 0,863 1,23; 5,20. (CDCI5)
acido :

Kcido Peracetico 0,863 1,23. (CC14)
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Figura 11 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de
protons do calciferol ndo submetido a oxida

cao.
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Figura 12 - Espectro de ressonancia magnética nucltear de
protons do produto de oxidacdo do calciferol pe-

lo permanganato de potassio em meio alcalino.
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3. Propriedades dos produtos resultantes do tratamento do

colesterol por diversos oxidantes.

0 colesterol oxidado pelo acido peracético for-
nece produto de oxidagao demonstrivel através da  colora-
¢io pelo azui de toluidina ou pelo tratamento com o reati
vo de Schiff, o que permite sua evidenciagao histoqu?mica.-
Essa oxidagao produz modi ficagDes das propriedades espec-
trofotométricas do colesterol, demonstradas por meio da
absorgao da radiagio ultravioleta, infravermelha e das pro
priedades espectrométricas de ressonancia magnetica nu-

clear de protons.

3.1. Espectro de absorcao ultravioleta apresentado pelo co
lesterol e pelo colesterol tratado por diversos agen-

tes oxidantes.

A oxidacdo do colesterol pelo 3cido peracetico
fornece produto cujo espectro ultravioleta se apresenta al
terado quando comparado com O espectro ultravioleta do co~
lesterol ndo oxidado. Quando comp;rados entre si o coleste
rol nio oxidado apresenta dois picos de absorcac ultravio-
leta, em 230 e 223 nm, (Figura 13}, enquanto que seu produ
to de oxidagao pelo 3cido peracético apresenta somente um
pico de absorgao em 228 nm (Figdra 14). Os produtos resul
tantes do tratamento do colesterol pelo acido performico ,
ou pelo permanganato de potassio em mejo alcalino, tambem
apresentam somente um pico de absorc¢ao, mas que difere do
pico de absorcio ultravioleta apresentado pelo colesterol

oxidado pelo acido peracético. ApOs o tratamento do co
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lesterol por permanganato dé potissio em meio acido, tam-
bém ocorrem alteragoes do espectro ultravioleta quando com
parado com o espectro ultravioleta do colesterol nao oxida
do; nestas circunstancias, também ocorrem dois picos de
absorc3o da radiacdo ultravioleta (228 e 207 nm), porém em
comprimentos de onda diferentes dos picos fornecidos pelo
colesterol nao submétido a tratamento prévio por oxidantes
(Tabela 8).

| 0 acido peracé&tico, atuando sobre o colesterol
nas condicbes empregadas, além de determinar o aparecimen
to da basofilia e de propriedades redutoras, desloca o pi-
co principal do colesterol de 230 para 228 nm.. Por outro
lado, o permanganato dé potassio em meio acido, que tam-
bém determina basofilia e propriedades redutoras quando
atua sobre o colesterol, produz efeito semelhante sobre o
espectro ultravioleta, fazendo deslocar o pico principal
para 228 nm; simultaneamente, determina o aparecimento de
um novo pico em 207 nm (Figura 14). Esses resultados su-
gerem que o produto dotado de reatividade h{stoquTmica, 0-
riundo da oxidacdo do colesterol, pelo acido peracético
ou pelo permanganato de potassio em meio acido, apresenta
“absorcao ultravioleta com pico em 228 nm. Os outros oxi-
dantes usados, que nao determinam a formagao de produtos
dotados de reatividade (basofi?ia e propriedadés reduto-
" ras), também naoc provocam o0 aparecimento de pico de absor-

¢3o ultravioleta em 228 nm.
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Tabela 8 - Absorcao uitravioleta do colesterol nao oxidado

e do colesterol submetido ao tratamento por di-

versos agentes oxidantes.

Oxidantes

Absorcdo {em nm)

Nihil

Rcido Performico
Permanganato de
Potassio em meio
alcalino
Permanganato de
Eotassio em meio
acido

Acido Peracético

2303 223.
220.

230.

228 207.

228.
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Figura 13 - Espectro de absorgao ultravioleta do coleste-

rol ndo submetido a oxidacao.
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Figura 14 - Espectro de absbrgéo ultravioleta do produto

resultante da oxidacao do colesterol pelo aci-

do peracético.
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3.2, Espectro de absorgao infravermelha apresentado pelo
colesterol e pelo colesterol tratado por diversos a-

gentes oxidantes.

A oxidacio do colesterol pelo acido peracetico
ao mesmo tempo em que determina alteragoes de suas proprie
dades quimicas com aparecimento de basofilia e atividade
redutora, modifica seu espectro de absorgao infravermelha
em comparacao com o colesterol nio submetido ao tratamen-
to ox%dante. Na regido de 1070 cm“] o colesterol oxidado
apresenta larga faixa de absorgao infraverme]hé; ao contra
rio, o colesterol nao oxidado apresenta apenas faixa es-
treita de absorcao, nesta regiao do espectro (Figuras 15 e
16). Por outro ladd, o tratamento do colesterol pelo aci-
do performico também determina alteragac do seu espectro
infravermelho, nas regices de 1720 e 1180 cm—1, onde apa-
recem uma faixa estreita e uma larga, respectivamente. De-
vido ao efeito desse mesmo tratamento a faixa de 1@60‘(:111"I
desaparece {Tabela 9)}.

0 tratamento pelos demais agenteé oxidantes usa

dos n3ao altera o espectro snfravermelho do colesterol (Ta-

bela 9).

3.3. Espectro de ressonancia magnética nuclear de protons
do colesterol e do colesterol tratado por diversos

.agentes oxidantes.

A comparacao entre os espectros de ressonancia
magnética nuclear de protons fornecidos pelo colesterol e
pelo colesterol tratado pelo acido peracético revela que

o produto de oxidacdo do colesterol, pelo acido peracéeti-
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co, apresenta modificagoes nos deslocamentos quimicos nas
regides de 0,86, 1,06, 3,46 e 5,40 p.p.m. (Figuras 17 e 18) .
0 desaparecimento do pico em 5,40 p.p.m. indica ausencia da
dupla ligagdao na posigao 3.

0 espectro de ressonancia magnética nuclear de
protons do produto resultante do tratamento do colesterol
pelo dcido performico mos tra somente uma regiao de desloca-
mento quimico em 1,2 p.p.m. O tratamento do colesterol pe-
1o permanganato de potassio em meio alcalino fornece produ
to'bujo espectro de ressonancia magnética nuclear de pro-
tons nao apresenta deslocamento quimico na regiao de 5,40
p.p.s. (Tabela 10); ao contrario, deslocamento quimico mui-
to proximo a esta regiao e fornecido pelo colesterol trata-

do pelo permanganato de potassio em meio acido.
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Figura 15 - Espectro de absorgao infravermelha do coles~
terol nao submetido a oxidagao (Nujol).
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Figura 16 - Espectro de absorgao infravermelha do produto

de oxidacao do colesterol pelo acido peraceti-

co (Nujol).
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Figura 17 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de

protons do colesterol nao submetido a oxida
¢ao.
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Figura 18 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de
protons do produto de oxidagao do colesterol

pelo acido peracético.
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4, Isolamento cromatografico do produto de oxidacao do ace
tato de DL a-tocoferol, pelo acido performico, responsa

vel pela reatividade histoquimica.

0s produtos de oxidagao do acetato de DL a-toco
ferol, pelo acido performico, ou resultantes do tratamento
pelos outros oxidanies usados, separados por cromatografia
em camada delgada, apresentam os resultados que estao ex
postos na figura 19. 0 acetato de DL a -tocoferol quando oxi-
dado pelo acido performico fornece dois compostos com pro
priedades cromatograficas diferentes do acetato de DL a-toco-
ferol nao submetido Eroxidagﬁo, Esses compostos apresen-
tam Rf 0,08 e 0,18, enquanto o acetato de DL a- tocoferol
possufi Rf 0,30. 0 tratamento do acetato de DL a-tocoferol pelo acido
peracético, fornece um produto com Rf 0,10, porém este pro
duto nao apresenta basofilia, nem reduz o reativo de
Schiff, ou seja, nao apresenta as prppriedadés utilizadas
para a demonstragao histoquimica do acetato ¢aDL a~tocofe-
rol.

0 acetato de DL a-tocoferol submetido ao trata-
mento pelos ocutros oxidantes utilizados nao apresenta alte
.ragﬁo de sua propriedade cromatografica.

0s produtos resultantes da oxidagao do acetato
de DL ¢ -tocoferol pelo acido performico (Rf 0,08 e 0,18)
" separados por cromatografia em camada delgada, foram elui-
dos, concentrados e depositados em fragmentos de papel de
filtro. Esses papeéis foram submetidos a coloragao por so-
lucio de azul de toluidina e ao tratamento pelo reativo de

Schiff. O0s resultados revelam que somente a substancia com
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Rf 0,08 apresenta-se basoFfila e & capaz de recorar o reati
vo de Schiff (Tabela 11), propriedades estas utilizadas pa
ra a demonstracao histoquimica do acetato de DL « -tocofe-

rol.

4.1. Analise do produto com Rf 0,08, resultante da oxida-
cao do acetato de DL o-tocoferaol pelo acido performi-

co e separado por cromatografia em camada delgada.

0 produto da oxidagdo do acetato de DL a-tocofe
rol pelo Scido perfdrmico, que apresenta Rf 0,08, sub-
metido 3 espectrofotometria ultravioleta, infravermelha e
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de _protons
e espectrometria de massa apresenta os resultados descritos a se-
guir. 0 espectro gltravioleta nao apresenta picos defini
dos, porém,possui forte absorg¢ao na regido de 270 a 250nm,
conforme pode ser verificado a figura 20. A comparagao
deste espectro, com © apresentado pelo acetato de DL a-to-
coferol ndo submetido a oxidacio (Figura 1) revela elimina
cdo dos picos: 286, 284 e 278 nm,

0 esﬁectro de absorcac infravermelha do produto
de oxidacio performica do acetato de DL a-tocoferol, sepa-
rado por cromatografia e que apresenta RF 0,08, mostra for

! (Figura 21). Quando

te absorcdo na regido de 3.400 cm
comparado com o espectro de absorg50 énﬂmveﬁmﬂha apresen-
tado pelo acetato de DL q*tocoferol nio oxidado (Figura 3)
revela {ntensificagﬁo da absorcgdo infravermelha na regiao
de 3.400 em~! e auséncia de picos definidos na regiaoc - de
1.200 a 500 cm™ .

Alteracoes do espectro de ressonancia magnética
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nuclear de protons tambem sdo verificadas quando se estabe
lece comparacgao entre o espectro apresentado pelo composto
proveniente da oxidagdo performica do acetato de DL a-toco
ferol, que apresenta Rf 0,08 e do acetato de DL o -tocofe-
rol nao oxidado (Figuras 22 e 5). Assim, o0 espectro do
produto oxidado (Rf 0,08) revela ausencia de protons resso
nantes apenas na regiaoc de 2,60 p.p.m., uma vez gue 0S Ou-
tros deslocamentos quimicos correspondem aos encontrados
no espectro do acetato de DL a-tocoferol ndo oxidado.

| 0 espectro de massa do produto resultante da
oxidaéﬁo do acetato de DL a;tocoferol, que apresenta R
0,08 (Figura 24), revela massa igual a 462 m/e e fragmen-
tos a m/e: 444, 418, 256, 195, 149, 126, 114, 111, 99, 98,
85, 83, 81, 71, 70, 69, 57, 56, 55, 42 e 41. Quando compa
rado com o espectro de massa regfstrado a figura 23, veri-
fica-se que a massa apresentada pelo produto de oxidacao
performica do acetato de DL a-tocoferol & inferior a massa
éo acetato de DL a-tocoferol ndo oxidado, que e de 472
m/e (Figura 23}. ATém disso, verificam-se diferengas quan-
to aos fragmentos revelados no espectro do acetato de bpL
a-tocoferol ndo oxidado, que s3o a m/e: 430, 256, 241, 213,
207, 185, 171, 164, 156, 148, 145, 129, 83, 68, 54, 42 ,
28. 0 pico base do composto com Rf 0,08 & o pico de 99,en
quanto que o0 pico base do acetato de DL a-tocoferol nao

oxidado e o de 54.



E- SV N

66

Figura 19 - Cromatograma em camada delgada. Eluente: hexa-

no-acetato. de etila (97,5 : 2,5).
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- Acetato de DL o-tocoferol oxidado pelo &cido performico.

- Substancia correspondente ao Rf 0,08 previamente separada,

- Produto resultante do tratamento do acetato de DL a-tocofe
rol pelo acido peracetico.

- Produto resultante do tratamento do acetato de DL a-tocofe

"rol pelo permanganato do potassio em meio alcalino.

- Produto resultante do tratamento do acetato de DL a-tocofe
rol pelo permanganato de potissio em meio acido,
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" Fiqura 20 - Espectro de absorgao ultravioleta do produto
dotado de Rf 0,08 resultante da oxidagao do
acetato de DL a~-tocoferol pelo acido performi
co e separado por cromatografia em camada del

gada.
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Figura 21 - Espectro de absorcio infravermelha do produto
dotado de Rf 0,08, resultante da oxidagao do
acetato de DL a-tocoferol pelo acido performi

co e separado por cromatografia em camada del

gada {(Filme).
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Figura 22 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de
protons do produto resultante da oxidagao do
acetato de DL a-tocoferol pelo acido performi-
co, que apresenta Rf 0,08 quando submetido a

cromatografia em camada delgada.
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FIGURA 23 - Espectro de massa do acetato de DL a-tocoferol

nao oxidado.
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Figura 24 - Espectro de massa do produto com Rf 0,08, re..
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5. Separacao cromatografica dos produtos de oxidagao do
calciferol pelo permanganato de potassio em meio alcali

no, responsavel pela reatividade histoquimica.

0s produtos resultantes do tratamento do calci-
ferol pelos diferentes oxidantes usados foram cromatografa
dos em silica gel, usando-se como eluente uma sofugﬁc de
hexano e acetato de etila na proporgdo de 97,5 : 2,5. A
separacdo cromatografica do produto de oxidagao do «calci-
ferol pelo permanganato de potassio, em meio alcalino, per
mite isolar trés componentes cujos Rf sao: 0,14, 0,16 e
0,27 (Figura 25). Cada componente foi eluido separadamen-
te, concentrado e deposi tado em fragmentos de papel de fil
tro; subsequentemente, foi submetido aos testes com solu-
¢do de azul de toluidina e tratados pelo reativo de Schiff .
0s produtos de Rf O, 14 e O 16 sao basofilos e reagem posi-
tivamente ao reativo de Schiff, indicando que esses compo
nentes devem ser responsaveis ﬁe]a reatividade histoquimi
ca do calciferol oxidado. 0 tratamento do calciferol pelo
permanganato de‘potﬁssio em meio acido fornece composto
com migracdo cromatografica em Rf70,16, que também & baso-
filo e reage positivamente aé reativo de Schiff. Esses pro
dutos, que apresentam reatividade histoquimica, exibem mi
gracdo cromatografica diferente dos produtos provenientes
do tratamento do calciferol pelos outros oxidantes usados.
p1ém disso, os produtos resultantes do tratamento do calci
ferol pelo acido peracético, ou pelo iacido performico, nao
s30 redutores nem se coram pela solucdo de azul de toluidi

na.
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Figura 25 - Cromatograma em camada delgada. Eluente: hexa-

no-acetato de etila (97,5 : 2,5).
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5.1. Analise do produto deloxidagao do calciferol pelo per

manganato de potassio em meio alcalino.

A eluicdo, ap0s separagao cromatografica dos
produtos de oxidacdo do calciferol pelo permanganato de
potassio em meio alcalino, nio foi bem sucedida pelo fato
de os compostos isolados apresentarem contaminagao pelo
ftalato., composto este presente na silica, nao sendo pos-
sivel, entdo, a identificagdo desses produtos; contudo ,
analisando-se os espectros infravermelho, de ressonancia
magnética nuclear de protons e de massa do produto bruto
de oxidacao pode-se verificar algumas caracteristicas do
produto de oxidagdo. |

A anilise do espectro de absorcgao infraverme-
lha, do espectro de ressonancia magnetica nuclear de pro-
tons e de massa revela que o produto de oxidacao do calci-
ferol pelo permanganato de potdssioc em meio alcalino, apre
senta grupo carbonila detectado através do espectro de ab-
sorcao infravermelha na regiao de 1700 cm'iw(Figura 10) e
atraves do espectro de massa (Figura 27}, nb gual ha duas
unidades de massa a menos’do que no espectro de massa do
‘calcifero¥ nio oxidado {(Figura 26}, o que indica a- oxida-
cio do grupo hidroxila a cetona. Além disso, ha dindicios
de grupos nidroxilas revelados pelo espectro de ressonﬁn-

cia magnética nuclear de protons na regiao entre 4,0 e

5,0 p.p.m. {Figura 12).
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Figura 26 - Espectro de massa do calciferol nao oxidado.
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Figura 27 - Espectro de massa do produto bruto de oxidagao
do calciferol pelo permanganato de potassio em

meio alcalino.
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6. Isolamento cromatogréfﬁcb dos produtos de oxidagao do
colesterol pelo acido peracetico, responsavel pela rea-
tividade histoquimica.

0s produtos resultantes do tratamento do coles-
terol pelos diversos agentes oxidantes usados foram croma-
tografados em camadé fina de silica gel, usando-se como

eluente uma solucdo contendo benzeno e acetato de etila ,

na proporgdo de 3 : 2. O colesterol apos oxidagao pelo

Fcido peracetico mostra apenas duas manchas, sendo uma cor

respondente ao colesterol n3o oxidado (Figura 28). 0 pro

duto resultante da oxidagao do colesterol, pelo acido pera
cético, que apresenta RF 0,05, foi eluido da placa cromato
grafica e concentrado. Subsequentemente, foi submetido @
coloracao por solucdo de azul de toluidina e ao tratamen-
to pelo reativo de Schiff; os resultados foram positivos,
revelando que esse produto & basofilo e apresenta proprie-

dades redutoras.
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Figura 28 - Cromatograma em camada delgada. Eluente: benzg

no - acetato de etila (3:2).
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DISCUSSAQ

Conforme os resultados anteriormente assinala-
dos, a oxidacdao do acetato de DL a-tocoferol, do calcife-
rol e do co!estero1; pdr meio do emprego de agentes oxidan
tes adequados, fornece produtos adotado de carater acido
e redutor, propriedades essas que possibilitam a identifi-
cacao histoquimica destas substancias. Por outro lado ,
exiﬁte comportamento espec?fico dos oxidantes usados, em
relagao a essas substincias, de tal forma que cada substan
¢cia empregada foi oxidada com eficigéncia apenas por um oxi
dante.

0 colesterol e oxidado pelo permanganato de po-
tissio em meio acido e o produto dessa oxidacao cora-se pe
1a aldeJTdo-fucsina e pela hematoxilina-cromica; porem, pro
dutos com caracteristicas semelhantes s3o tambem  obtidos
quando a vitamina A e o calciferol s3ao submetidos a agao
desse oxidante (Hadler et afii, 1968a) o que indica ausen-
cia de especificidade. Ao contrario, o acido performico
atua somente sobre o acetato de DL a-tocoferol fornecendo
produto basofilo e de carater redutor (Hadler & Silveira ,
1981b). Por outro lado, além do colesterol oxidado pelo
acido peracético fornecer produtos coraveis pela aldeydo-
fucsina e pela hematoxilina-cromica (Hadler el atii, 1968c);
contudo, o acido peracético age especificamente sobre o co
lesterol, fornecendo produtos dotados de propriedade acida
e carater redutor que s3o utilizados na sua detecgdao histo
quimica (Hadler & Silveira, 1984a).

0 calciferol @ oxidado por diversos agentes oxi
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dantes, quais sejam, o permanganato de potissio em meio a-
cido, o acido perclorico e o dcido periodico. Alguns pro
dutos formados nessas ox idagoes apresentam reatividade ao
reagente de Schiff e outros mostram capacidade de se corar
pela aldefdo-fucsina (Hadler ez afid, 1968a). Porem, 50~
mente o permanganato de potassio em meio alcalino oxida se
letivamente o calciferol, fornecendo produtos que apresen-
tam basofilia e carater redutor (Hadler e Silveira, 1977).

0s produtos resultantes da oxidagao do acetato
de DL a-tocoferol, do calciferol e do colesterol, pelos di
versos agentes oxidéntes, quais sejam: o acido performico,
o acido peracetico, o permanganato de potassio em meio al-
calino e o permanganato de potassio em meio acido foram
analisados, no presente trabalho, atraves da espectrofoto-
metria ultravioleta, infravermelha e espectrometria de res
sonancia magn@tica nuclear de protons e da espectrometria
de massa. Os resultados obtides permitem verificar: 1 - 0
éfeito provocado pelos varios oxidantes usados, nas tres
substancias investigadass 2 - as caracteristicas espectro-
grificas do produto de oxidacao de cada uma das tres subs-
tancias, produto esse responsavel pela basofilia e pelo
efeito redutor revelado pelo reativo dé Schiff; 3 - as
eventuais semelhancas quimicas entre produtos de oxidagao
provenientes de substancias diversas, mas que apresentam
propriedades semelhantes (basofi?fa e propriedade reduto-
ra revelada pelo reativo de Schiff).

0s resultados fornecidos pelas técnicas espec-
trofotometricas confrontados com o0s resultados obtidos com

a coloracio pela solucao de azul de toluidina e com o tra
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tamento pelo reativo de Schiff, mostram que somente o pro-
duto de oxidagao do acetato de DL a-tocoferol pelo acido
performico possui caraoterfﬁticas espectrofotometricas di
ferentes das apresentadas pelo acetato de DL o - tocoferol
nio submetido a oxidagéo e, simultaneamente, exibe basofi
lia e reage positiVamente com o reativo de Schiff. Esses
resul tados indicam que apenas um dos oxidantes & ativo, no
sentido de modificar a es trutura molecular do acetato de DL
a-tocoferol e, concomitantemente, transformda-lo em uma subs
tancia histoquimicamente reativa. Fato semelhante ocorre
com o calciferol e com o colesterol, pois o calciferol so
g, eficientemente, oxidado quando tratado pelo permangana
to de potassio em meio alcalino e pelo permanganato de po-
tassio em meio acido, enquanto que o colesterol sO & oxida
do com eficacia pelo acido peracético e pelo permanganato
de potdssio em meio acido. Por outro lado, os oxidantes
eficazes, alem de modificarem a estrutura molecular des-
ses produtos, conferem reatividade quimica adequada para
sua caracterizacao histoquimica. Esses resultados concor-
dam com os obtiéos por Hadler et alii{ (1968b) e Hadler &
Silveira (1977). Esses resultados sugerem, além disso, al
guma especificidade entre o oxidante e a subst3ancia a ser
oxidada, o que era esperado.

Diante‘desses resultados e como o acetato de
DL a-tocoferol so e oxidado eficazmente pelo acido perfor-
mico, seu produto de oxidac¢do foi melhor analisado, tendo
sido identificado.

Apos separacao cromatografica dos produtos con-

tidos em fragmentos de papel de filtro previamente impreg-
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nados com acetado de DL a-tocoferol e tratados pelo acido
perf6rmicofoiverﬁﬁcmm que somente a substancia dotada de
Rf de menor valor apresentava reatividade ao azul de tolui
dina e ao reativo de Schiff. Essa substancia submetida
i espectrometria de massa se comportou como a a-tocoguino-
na 2,3-o0xido, tanto no que diz respeito 3 sua massa mole-
cular quanto aos fragmentos fornecidos pela espectrometria
de massa. Os resultados dos espectros ultravioleta, infra
vermelho e de ressonancia magnética nuclear de protons sao
tambeém favoraveis a essa interpretacgao, uma vez que 0 prg
duto oxidado, que apresenta Rf 0,08, assim como a a- toco-
quinona 2,3-6xido apresentam : 1 - absorcao - ultraviole-
ta na faixa de 270nm; 2 - absorgao infravermelha nas fai-
xas .de 3500, 2950, 1680 e 1435 cm”}; 3-deslocamentos quimi
cos nas faixas de 0,80-0,90 e 1,00-1,66 p.p.m. Essas ca-
racterTsticas indicam semelhanga quanto & natureza quimi-
ca desses dois compostos.

A o-toccquinona 2,3-oxido foi obtida por Grams
(1971) e Grams el atii (1972) a partir do tocoferol 0
qual foi submetido 3 oxidacdo pelo oxigénio nascente, em
presenca de proflavina dissolvida em metancol. £Esse compos
to, embora nac possua gruﬁos scidos classicos, contem um
grupo -C-0-C-, que pode ser responsavel por sua basofilia,
pois esse grupo pode ser jonizado ﬁeTo baixo pH da solu-
cao de azul de toluidina, empregada para efetuar a colora
¢do. O carater redutor da molécula, responsavel pela rea-
¢do positiva com 0 reativo de Schiff, poderia advir da pre
senca de dois grupos cetdnicos no anel ciclico. Dessa for

ma, esse produto pode ser interpretado como 0 responsavel
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pela reatividade histoquimica do acetato de DL a-tocofero]l
oxidado pelo acido performico.

Os produtos de oxidagao do calciferol pelo per-
manganato de potassio em meio alcalino, responsaveis pelas
propriedades histoﬁu?micas adquiridas pelo ca]ci?erol as-
sim oxidado, apresentam Rf diferentes. Ambos foram consi-
derados responsaveis pela reatividade histoquimica. Deve
ser salientado que o calciferol oxidado pelo permanganato
de potassio em meio acido origina um produto de oxidagao
com propriedades cromatograficas muito semelhantes a um
dos produtos de oxidagao do calciferol pelo permanganato
de potEssio'em meio alcalino. Esse produto também apresen-
ta reatividade histoquimica (Hadler et alii, 1968a). As-
sim sendo, deve ser'considerado como o mais provavel res-
ponsavel pela reatividade histoquimica adquirida pelo cal
ciferol oxidado pelo permanganato de potdssio. Os resul-
tados fornecidos pelos espectros infravermelho, de resso
nancia magnética nuclear de prdotons e pelo espectro de mas
sa indicam que os compostos oxidados apresentam grupo car-
bonila; essé grupo foi identificado por Amer et af.id (1970)
em composto proveniente da autoxidagao do ergocalciferol
Além disso, sabe-se que o pérmanganato de potéss%d, que e
um forte agente oxidante, pode romper ligacoes carbono-car
boﬁo quando usado em meio neutro; porem, em meio alcalino
ataca principalmente as duplas ligag¢oes, introduzindo gru
pos hidroxilas, ou seja, didis (House, 1972); indicios de
grupos hidroxilas sao observados no produto de oxidagao

analisando-se o espectro de ressonancia magnetica nuclear

de protons.
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As caracteristicas espectrograficas do produto
de oxidacdao do colesterol pelo acido peracético, respon-
saveis pela basofilia e pela reatividade ao reativo de
Schiff, sao semelhantes @s apresentadas pelo colestano 38,
50, 6B triol, composto esse que se forma quando o coleste-
rol & submetido @ ag3o de diferentes oxidantes, tais como:
o permanganato de potassio (Windaus, 1907), o dicromato
de potassio (E11is & Petrow, 1939), & autoxidagao em pre-
senca de um catalisador metilico (Kawata et alii, 1976), a
peroxi&agﬁo em presenca de B-mercaptoetilamina e de NADPH
(Martin & Nicholas, 1973) ou o oxigenio molecular ( Kimura
et alii, 1979). 0 colestano 3f , 5a , 6B-trioi, oriundo
da oxidac3o do colesterol pelo oxigenioc molecular, foi
isolado e estudado por Kimura et afii (1979); apresenta ca
‘racteristicas cromatograficas semelhantes ao produto obti-
do pela oxidacao peracética do colesterol, sendo 0,5 seu
Rf. Por outro Tado, Lieberman & Fukushima (1950) e Jailer
et alii (1952) mostraram que os carbonos 4 e 7, em posigao
alTlica, podem ser atacados pela N-bromosuccinamida e que
na reacdao do acetato de colesterila em presengca de N-bromo
succinamida em excesso, forma-se um triol, o qual por oxi-
dac3o da origem a um grupo cetonico ligado ao carbono 7.
Alidas, Prelog & Tagmann (1944) ja haviam assinalado que o
grupo triol do colestano 38 , 5a , 68-triol e facilmente
convértido em dicetona; esse grupo pode ser considerado co
mo responsavel pela basofilia e pela reatividade ao reati~
vo de Schiff, o que nao estaria em desacordo com a hipote-
se de Hadler et afii (1968b), os quais consideraram a pos

sibilidade de um arupo cetoacido ser responsavel pelas pro
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priedades histoquimicas adquiridas pelo colesterol, quando
oxidado pelo permanganato de potadssio em meio acido ou pelo
dcido peracetico.

Em sintese, as propriedades quimicas dos produ
tos de oxidacdo do acetato de DL a-tocoferol, do calcife-
rol e do colesterol, responsiveis por sua basofilia e rea-
tividade ao reagente de Schiff, advém de grupos quimicos di
ferentes, embora lhes confiram reatividade histoquimica se-
melhante. As propriedades do produto de oxidagao de a-toco
ferbl beio acido perfarmiéo advéem do grupo -C-0-C-. que 2o
ser ionizado confere carater acido, enguanto que 0 carater
redutor & consequéncia da presenga de dois grupos cetonicos
presentes no anel ciclico. No gue concerne ao produto de
oxidacio do calciferol, pelo permanganato de potassio em
,meid alcalino, a reatividade ao reativo de Schiff € conferi
da por grupo carbonila, enquanto que a basofilia resulta da
presenca de grupos hidroxilas. Por outro lado, grupos redu
fores, formados a partir do grupo trioT,ﬂpresente no produ-
to de oxidac3o do colesterol pelo acido peracético, seriam
0os responsaveis por suas propriedades redutoras e pela baspo
filia. Além disto, cada substancia usada foi oxidada com
eficiencia, ou seja, de maneira a fornecer produtos dotados
de reatividade e passiveis de serem demonstrados histoquimi
camente, apenas por um oxidante, o que indica a existencia
de interacdo entre o oxidante e a subst@ncia a ser oxida-
da, de modo a conferir comportamento especifico aos oxidan-

tes usados, em relacao as substancias.
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RESUMO E CONCLUSODES

0s produtos resultantes da oxidagdo seletiva
do acetato de DL a-tocoferol, do calciferol e do coleste-
rol, por oxidantes diferentes, gue constituiram a'base pa-
ra a padronizacao de trés tecnicas dotadas de especificida
de histoquimica e que permitem a,demonstra@ﬁo topoquimica
dessas substiancias, foram estudados no presente.

. | A andlise dos produtos de oxidacao, efetuada
com base em resultados fornecidos pela espectrofotometria
ultravioleta e infravermelha, pela espectrometria de res-
sonancia magnética nuclear de protons e espectrometria de

massa, permitiu estabelecer as sequintes conclusoes:

1. A.comparagﬁo entre os produtos .dotados da mesma reativi
dade histoguimica, mas provenientes da oxidacao seleti-
va do acetato de DL a-tocoferol pelo acido performico
do calciferol pelo permanganato de pot3ssio em meio al-
calino e do colesterol pelo acido peracetico mostra que
substancias quimicamente diversas, dotadas de grupos
reativos diferentes, s@o responsaveis por essa reativi-
dade. Essa reatividade, portanto, embora seja semelhan

te, @ exibida por grupos reativos diferentes.

2. 0s grupos feativos respdns&veis pelas propriedades his-
t&qﬁTmicas adquiridas pela oxidagao seletiva de cada
uma das substancias usadas foram jdentificadas, sendo
os seguintes: 1 - grupo epoxido e grupos cetonicos liga
dos ao anel ciclico, encontrados no a-tocoferol oxida-

do pelo dcido performico; 2 - grupo carbonila e grupos
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hidroxilas presentes no calciferol oxidado pelo perman-
ganato de potassio em meio alcalino; 3 - grupos reduto-
res oriundos do grupo triol, presente no produto de oxi

dacgdo do colesterol pelo acido peracetico.

A interacao do produto a ser oxidado com um oxidante
adequado & necessaria para que se possa obter um produ-
to final de oxidagdo dotado de reatividade histoquimi

ca.

A interacao entre a substiancia a ser oxidada e oxidante
confere especificidade aos resu¥tados embora o predu
to final de oxidacio apresente reatividade muito  semg
1hante, partindo de substancias e de oxidantes diferen-

tes.



89

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, C.W.M. & SLOPER, J.C., The hypothalamic elaboration
of posterior pituitary principles in man, the rat and
dog. Histochemical evidence from a performic acid-Alcian
blue reaction for cystine. J. Endocr., 13:221-228,

1956,

AMER, M.M., AHMAD, A.K. & UAIDA, S.P. On autoxidation of
vitamin D preparatiqns. I1. The oxidation of ergocalciferol.

Fette, Seifjen. Anstrichdin, 72:1040-1045, 1970,

BAXTER, R.A. & SPRING , F.S. PR-cholesterol oxide. J. Am,
chem. Soc. 613, 1943,

BOGUTH, W. & NIEMANN, H. Electron spin resonance of
cromanoxy free radicals from - - 8- vy~ §-tocopherol
and tocol. Biochim. biophys. Acta 248:121-130, 1977,

BRAUM-FALCO, V.0. & RATHJENS, B. Beitrag zun Studium
histochemischer Reaktionen an Keratin und anderen cutanen

Gewebsanteilen. Acta histochem. 1:82-94, 1954.

CLOUGH, R.L., YEE, B.G. & FOOTE, C.S. Chemistry of singlet
oxygen.30. The unstable primary product of tocopherol

photooxidation. J. Am. chem. Soe. 101:683-686, 1979.



g0

CONTRERAS, G.E. Determinacgdo de tocoferdis e tocotrienois
em extratos lipidicos por redugao de ions cipricos. Te-
se de doutoramento, Fac. de Engenharia de Alimentos e

Agricola, Unicamp, 1980,

CORT, W.M.; MERGENS & GREENE, A. Stability of alpha- and

gamma-tocopherol: Fe3+ and Cuz+ interactions. J. Food

Science 43:797-798, 1978.

EHRENSTEIN, M. & DECKER, M.T. Investigations on'steroids.
III. Partial oxidation of 3,5,6-triols and oxidation

with permanganate of 5-6-unsaturated steroids. J. oxg.

Chem. 5:544-560, 1940.

ELLIS, B. & PETROW, V. Steroids and related compounds.
Part IV. The stereochemical conf{guration of cholestane

~-3:5:6-triols., J. Am. chem, Scc. 1078, 1939.

FRAMPTON, V.L., SKINNER, W.A., CAMBOUR, P. & BAYLEY, P.S.
a~tocopurple. An oxidation product of a-tocopherol. J.

Am. chem. Soc. §2:4632, 1960,

GOSLAR, H.G. Ein Beitrag zur elektiven Darstellung
- derkeratine und zum histochemischen Verhalten anderer

Disulfidverbindungen in der Haunt. Acta histochem. 5:

39, 1957,

GRAMS, G.W. Oxidation of alpha-tocopherol by singlet
oxygen. Tetrahedron Lettens 50:4823, 1971.



91

GRAMS, G.W., ESKINS, K. & INGLETT, G.E. Dye~-sensitized
photooxidation of u-tocopherol. J. Am. chem. Soc. 94:

866-868, 1972.

GREENSPAN, F.P. The convenient preparation of per-acids.
J. Am. chem. Soc. 6§:907-908, 1946.

HADLER, W.A., LUCCA, 0. de; ZITI, L.M., PATELLI, A.S5. &
VOZZA, J.A. The chemical reactivity of the products
”resuiting from a permanganate oxidation of cholesterol
and some other unsaturated compounds, accounted for
their aldehyde-fuchsin and chromealum hematoxylin

staining. Acta histochem. 30:54-69, 1968b.

HADLER, W.A. & SILVEIRA, S.R. Identificagao histoquimica
de alguns lipideos e esterdis nos epitélios queratiniza

dos. Cidneia e Cultura 2&(supl.)}:325, 1976.

HADLER, W.A. & SILVEIRA, S.R. Novas tBcnicas para a  de-
monstragao histaqu?micq de tocoferol e de vitamina D.

Citneia e Cultuna 29(supl.):584, 1977,

HADLER, W.A. & SILVEIRA, S.R. Técnica histoquimica que
permite discriminar o colesterol de substancias afins e
de seus &steres. Cignecia e Cultura 33(supl.):586,

1981a.

HADLER, W.A. & SILVEIRA, S.R. A technique to tocopherol
(vitamin E) histochemical detection. Acta histochem.

65:1-10, 1981b.



92

HADLER, W.A. & SILVEIRA S.R. A histochemical method
" guitable to discriminate free cholesterol from its
esthers and both from 7-dehydrocholesterol and vitamins

D. Acta histochem. 74:25-32, 1984a.

HADLER, W.A. & SILVEIRA, S.R. A histochemical method able
to detect vitamins D and to discriminate it from

cholesterols and its esthers. In Press, 1984b.

HADLER, W.A., VOZZA, J.A., LUCCA, 0. de;, ZITI, L.M. & PA-
TELLI, A.S. Effect of some qxidizing agents on the
aldehyde-fuchsin and chromealum hematoxylin staining
of some steroids and unsaturated compounds. Acta

histochem. 30:41-53, 1968a.

HADLER, W.A., ZITI, L.M., LUCCA, 0. de & PATELLI, A.S. A
new technique for histochemical detection of cholesterol

-1ike compounds. Acta histochem. 30:70-78, 1968c.

HADLER, W.A., ZiTI, L .M., PATELLI, A.S., VOZZA, J.A. &
LUCCA, 0. de. Significado histoquimico das coloragoes
pela hematoxilina-cronica e pela aldeido-fucsina.

Citneia e Cultura 16:178-179, 1364,

HOUSE, H.0. Modern Synthetic Reactions. 2nd. ed., Califor

nia, W.A. Benjamin, Jdnc. 1972.

ISHIKAWA, Y. Yellow reaction products from tocopherols
and trimethylamine oxide., Agric. Biol. Chem. 28:2545-
2547, 1974,



93

JAILER, R.W,, FUKUSHIMA, D.K. & LIEBERMAN, S. 48-acetoxy-
As-choTestenemBB, Ja-diol, J. Am. chem, Soc. 74: 5220,
1952,

KAWATA, M., TOHMA, M., SAWAYA, T. & KIMURA, M. A new
product of cho}estefo} by metal-free autoxidation in
aqueous dispersion. Chem, phatm. Buff. 24:3109-3113,
1976.

KIMURA, M., JIN, Y. & SAWAYA, T. Autoxidation of cholesterol
and behavior of its hydroperoxide in aqueous media. Chem,

phanm, Bull. 27:710-714, 1979.

KOHL, D.H., WRIGHT, J.R. &'WEISSMAN, M. Electron spin
resonance studies of free radicals derived from plastoguinone,
a- and y-tocopherol and their relation to free radicals
observed in photosynthetic materials. Biochim. biophys.

Acta 180:536-544, 1969.
LIEBERMAN, S. & FUKUSHIMA,. D.K. A5-cho1estenev 3g , 48 ,
7a-triol and inhibition of oxidation of hydroxyl group by

vicinal substituents. <J. Am, chem. Soc. 72:5211, 1950.

LILLIE, R.D. Ethylenic reaction of ceroid with performic
acid and Schiff reagent. Stain technol. 27:37-45, 1952.

LILLIE, R.D. Histopathologic technic and practical

histochemistry. 2nd ed., New York, Blakinston, 1954,




94

LILLIE, R.D. & BANGLE JR, R. The peracetic-acid - Schiff
reaction of hair cortex. J. Histochem. CyZochem.  Z2:

301-312, 1954.

LISON, L. Histochimie et Cytochimie animales. Paris,

Gaunthier-Villars Ed., 1960.

LUAN, N.T., POKORNY, J., COUPEK, J. & POKORNY, S. Fractionation
of the oxidation products of a-tocopherol and their
condensation products with L lysine by combined thin-layer

and gel chromatography. J. Chromat. 130:378-383, 1977.

MARKER, R.E. & ROHRMANN, E. Sterpols. LXXXVII. Cholesterol
and sitosterol derivatives. J. Am. chem. Soc. 62:516-

517, 1940.

MARTIN, C.M. & NICHOLAS, H.J. Metabolism of cholesteryl
palmitate by rat brain in vitro; formation of cholesterol
epoxides and cholestane 38 , 5 , 68-triol. J. Lipdd

Res. 14:618-624, 1973. -

NILSSON, J.L.G., SIEVERTSSON, H. & SELANDER, H. Oxidation
of tocopherols and related chromanols with alkaline

ferricianide. Acta chem. scand. 23:268-278, 1969.

NISHIKIMI, M., YAMADA, H. & YAGI, K. Oxidation by superoxide
of tocopherols dispersed in aqueous media with deoxycholate.

Biochim. biophys. Acta 627:101-108, 1980.



95

0ZAWA, T., HANAKI, A., MATSUMOTO, 5. & MATSUO, M. Electron
spin resonance studies of radicals obtained by the reaction
of a-tocopherol and its model compound with superoxide

jon. Biochim. biophys. Acta 531:72-78, 1978.

0ZAWA, T., HANAKI, A. & MATSUO, M. Reactions of superoxide
jon with tocopherol and its model compounds: correlation
between the physiological activities of tocopherols and
,the concentration of chromanoxyl-type. Biochem. Int.

6:685-692, 1983.

PEARSE, A.G.E. The histochemical demonstration of keratin
by methods involving seletive oxidation. Quart. J.

Micnosc. Sci. 92:393-402, 1951,

PORTER, W.L., LEVASSEUR, L.A. & HENICK, A.S. An addition
compound of oxidized tocopherol and Tinoleic acid.

Lipids 6:1-8, 1971.

PRELOG, V. & TAGMANN, E. Steroid und sexualhormone. Uber
die Konfiguration des, cis cholestan-triols (38 , ba ,

68). Helv. chim. Acta 27:1867-1871, 1944.

SCOTT, H.R. & CLAYTON, B.P. A comparison of the staing
affinities of aldehyde-fuchsin and the Schiff reagent.

j. Histochem. Cytochem. 1:336, 1953.

SILVEIRA, S.R. & HADLER, W.A. Demonstracao histoquimica da
presenga de vitamina D, colesterol e tocoferocl, em epit§

lios queratinizados. CdL&ncda e Cultura gg(sup1.):583,1977.




- 96

SILVEIRA, S.R. & HADLER, W.A. Destino do colesterol sinte
tizado na epiderme: Estudo histoquimico.  CiZncia e Cul-

funra 33(supl):586, 1981,

SUGIURA, Y. Production of free radicals from phenol and
tocopherol by bleomycin-iron(II) complex. Biochim,

Biophys. Res. Cgmmun.§;649—650, 1979.

SYANHOLM, U., BECHGAARD, K. & PARKER, V.D. The electrochemistry
in media intermediate acidity compound. Cation radical,
cation and dication. J. Am. chem. Soc. 96:2409-2413,
1974.

URANO, S. & MATSUO, M. A radical scavenging reaction of
a~-tocopherol with methyl radical. Lipids 11:380-383,
1976,

URANO, S., YAMANOI, S., HATTORI, Y. & MATSUO, M} Radical
scavenging reaction of a-tocopherol 1I. The reaction

with some alkyl radicals. Lipids 12:105-108, 1977.

WESTPHALEN, T. Uber die Einwirkung von Benzopersaure auf
Cholesterin (Zurkenntnis des Cholesterins XXII;
mitgeteilt von A. Windaus). Benx. 45:1064, 1915,

WIGGLESWORTH, V.B. The role of iron in histelogical

staining. Quant..J. Microsc. Scd. 93:105-118, 1952.

WINDAUS, A. Uber Cholesterin. VIII. Bex. 40:257, 1907.



97

WINDAUS, A. & GRUNDMANN, W. Ober die Konstitution des

Vitamins D,. 11. Justus Liebigs Annfn. Chem. 524:295-

299, 1936.

WITTING, L.A. The oxidation of a-tocopherol during the
autoxidation of ethyl oleate, Tinoleate and arachidonate.

Anchs. Biochem. Blophys. 129:142-151, 1969,

YAMAUCHI, R. & MATSUSHITA, 5. Products formed by
photosensitized oxidation of tocopherols. Aghic. Bivl.

Chem. 43:2151-2156, 18789.



