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RESUMO

Emissdo fotdnica, espectro de emissdo, distribuigao
de produtos, efeito de D20, efeito de DABCO, efeito de supres-
sores e técnicas de cindtica de estado estacionfrio parecem
ser os experimentos mais razodveis de serem incluidos no proto
colo experimental para detectar a presenga de oxigénio single-
te em processos bioldgicos. Estes experimentos levaram a con -
clusao de que oxigénio singlete & formado na reagao catalida-

da por peroxidase de malonaldeido, derivado importante em lipo

peroxidacio de acidos graxos; acido indol -3~acético, composto
importante no crescimento de plantas e tumores; dcido félico ,
cofator importante no crescimento celular ; nitrosaminas,
compostos altamente carcinogénicos e idcido barbitirico ,impor-
tante hipndtico; e também em prostaglandina sintetase atuando
sobre acido araguiddnico. Todos estes sistemas podem agir so -
bre biomoldculas, como proteinas e acidos nucleicos, produzin
do mudancas que poderiam explicar como, por exemplo, mutagénese

espontanea.



ABSTRACT

Our experiments show that an effective procedure for
verifying the presence of singlet oxygen in biological systems
involves the use of the following techniques: photon emission ‘,
emission spectra, product distributuion, D20 effect, DABCO effect,
guencher effect and steady state techniques. Our experiments
lead to the conclusion that singlet oxygen 1s present in the

reaction of peroxidase with malonaldehyde, an important inter-

mediate in lipoperoxidation of fatty acids; with indole-3-acetic
acid, an important compound in plant growth; with folic acid, an
important cofactor in cellular growth; with nitrosamines,extremely
carcinogenic compounds, and with barbituric acid an important
hypnotic. It is also present when prostaglandin synthetase acts
on arachidonic acid. All of these systems can act on biomolecules,
such as proteins and nucleic acids,.producing changes that might

explain, for instance, spontaneous mutagenesis.



1 - INTRODUGAO

I.1 OXIGENIO SINGLETE EM PROCESSOS FOTOQUIMICOS

A absorgao de luz em organismos vivos por fotossensi-
pilizadores naturais, na presenca de oxigénio, produz oxidagao
que leva a varios efeitos quimicos e bioldgicos, os quais sao, ge-
ralmente, prejudiciais. Fotossensibilizadores sao moléculas  que
podem absorver luz para produzir uma reagao quimica que, segura -
mente, ndo ocorreria na sua auséncia; o fotossensibilizador pode,
ou nao, ser modificado guimicamente durante a sua acao. Nestas fo
tossensibilizacdes, tem-se demonstrado a existéncia de vérias es-
pécies de vida média curta muito reativas, sendo o oxigénio sin -~

glete molecular a espécie mais importante.
1.1.1LMECANISMOS DE FOTOOXIDAGOES

Os fotossensibilizadores (Sen) possuem dois tipos de
estados eletrdnicos excitados, os singletes (lsen), e os triple -
tes (3Sen). 0 estado triplete &, normalmente, de vida média mais
longa que o singlete, gque &, contudo, o produto de absorgao da
luz. Existem rarissimos casos em que fotooxidagdes ocorrem por
sensibilizacdo de singletes (1l). Os sensibilizadores mais efeti -
vos sao agueles que tém estados tripletes de vida média longa e
de alto rendimento quantico. Muitos corantes (azul de metileno ,
rosa bengala e eosina), pigmentos (clorofila, hematoporfirina,fig
vinas) e hidrocarbonetos aromaticos (rubreno, alguns antracenos )
sao sensibilizadores eficazes.'A maioria destes compostos absor -

vem luz visivel ou uv-prdéximo, assim estes comprimentos de  onda



sao normalmente eficientes para oxidagOes fotossensibilizadas.
Existem dois tipos de reagoes para sensibilizadores
tripletes: No primeiro, o sensibilizador interage diretamente com
outra molécula para produzir &tomos de hidrogénio ou transferén -
cia de elétrons. O radical resultante reage logo com oxigénio ou
outra molécula. Esta reacao tem sido classificada como “Tipo I."
por Schenck (2) e Gollnick (3). Na segunda classe de reacoes, cha
madas "Tipo II", o sensibilizador triplete interage com oxigénio.
A interacdo mais comum do Tipo II envolve transferéncia da excita
cao do sensibilizador ao oxigénio, produzindo estado eletrdnico
excitado singlete de oxigénio gue pode reagir imediatamente com
virios aceptores em solucao (1). Esta reagao & muito rapida, e po
de explicar todas as supressces de espécies tripletes por oxigé -
nio. Transferéncias de elétrons do sensibilizador para o oxigénio
podem ocorrer menos eficientemente, levando & formagac de ion su-
perdxido radical (027,) e uma forma oxidada do sensibilizador.
Transferencia de elétrons ocorre numa propor¢cao de 1/100, por de
sativagdo colisional de oxigénio com a maioria dos sensibilizado-
res tripletes. Estas reagoes podem ser resumidas da seguinte ma -

neira:

Transferéncia de pt Sen
- 3 - -
protons ou Sen 0
elétrons Ysubstrato \ AN - _
ou solvente) ) 1 Zy O,tsen’

TIPO I TIPO II

Oxigénio singlete foi detectado cineticamente, e acre
ditava-se gue era um complexo corantewoz; entretanto, as evidén -

cias levaram a uma aceitagdo geral, de que o intermediario era



realmenteoxigénio singlete molecular. Existem dois estados single-
tes de oxigénio diferentes. O mais alto, lz;, tem energia de

37 Keal/mol e vida média em solucdo de aproximadamente lO—ll seq;
o menos energético, lAg (22 Kcal/mol), & de vida média longa

(10" ’seq), e acredita-se agora, que & a Gnica espécie de oxigénio
singlete que da reagdes em solugao, pois o elétron quando atinge
o nivel mais alto 12;, parece voltar aoc nivel lAg, antes da espé-
cie lZ+ reagir. Assim, o termo oxigénio singlete estard subsequen
temente referindo-se ao estado lAg.

Durante varios anos, oxigénio singlete foi detectado
por sua emissdo em descarga de microondas (4) e na reag¢dc de clo-
ro ou hipocloreto com perdxido de hidrogénio (5). Também fol en =
contrado que oxigénio singlete, gerado por qualguer destes méto -
dos, reagia em solugdo da mesma maneira gque nas reagoes fotossensi
bilizadas, com mesmos produtos, velocidade e cinética de reagoes
(1). |

Foi mencionado anteriormente, que alguns cofantes po-
dem transferir um el&tron ao oxigénio, dando nao sd oxigénio sin-
glete, mas também moléculas oxidadas do corante e Ion superdxido.
Por exemplo, eosina reduz uma pequena quantidade de oxigénio’ a
ien 027, formando oxigénio singlete com o restante. As mesmas com

plicagoes foram encontradas no caso de rosa bengala (6) e azul de

metileno (7).
I.1.2 PROPRIEDADES DE OXIGENIQ SINGLETE

A configuragao eletrOnica da molécula de oxigénio no

estado fundamental & conhecida como:



2 2 2 2 2 4 2
0, (16g) (léu) (2Gg) (26u) (36g) (1ﬂu) (lﬁg)
Este estado expressa-se espectroscopicamente como 3Zg
{ou 32;) no gqual o orbital mais alto ocupado & um par de orbitais

nao ligantes duplamente degenerados tendo dois elé&trons com spins
paralelos. Os pardmetros estruturais mais importantes do estado

fundamental da molécula de oxigénio, XBE; , sac os seguintes:

fond - . ' »
distancia de equilibrio internuclear : 1,2074 A

frequéncia vibracional fundamental : 1580 cm_l
energia de dissociagdo : 28,183 KJ mo1™t
potencial de ionizagao : 12,075 eV,
afinidade eletronica : 0,43 eV

3,18 2 (eixo curto)
4,18 A (eixo longo)

dimensao molecular

momento dipolar 0

e

momento quadrupolar : -0,39 x 10w26 esu cm

Os estados eletronicamente excitados conhecidos da

1 1.+ 1.—- 3 3.+ I
Ag, b Eg, c Zu' c Au, A Eu’ B Zu em or

molécula de oxigénio sao a
dem crescente de energia utilizandc as expresstes espectroscdpicas.
Os parametros espectroscopicos e éstruturais para a molé&cula exci
tada de oxigénio tem sido resumidas por Herzberg (8). As curvas de
potencial para cada estado eletrdnico e sua configuragao életr&ni
ca sao mostrados na Fig. 1 (9~11).

Os oxigénios singletes envolvidos nas reagoes fotos -
sensibilizadas com luz ultravioleta ou visivel estao no estado
1 1.+

Zg . As distancias de equilibrio interatOmicas r,o.

1,2155 & para 1Ag e 1,2268 X para lE; sdo praticamente as mes =~

A e/fou
g
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ras que para a Molécula no estado fundamental. Outros estados eletro-

nicos mais altos tém potenciais menores e maiores r_ que o estado

3y

a + 0

fundamental, p.e. 1,517 A para liu, 1,534 A para e 1,614 A pa

ra 3Zm
143

Na fase gasosa a transigao 0-0 do oxigénio molecular

& observada a:

2882 cm Y o+ A o 3x-
g g
13121 em T 12; —— 3 z

Os coeficientes de absorgao inteérados para essas
gransigCes dao uma vida média radiativa de 45 min por lAg (12,13)
e 7 - 12 seg para lz; (14,15). Entretanto, as vidas médias obser-
vadas sio normalmente mais curtas devido a supressdo por colisao
com oxigénio molecular no estado fundamental.

Para detectar oxigénio singlete na fase gasosa, 08 se
guintes métodos sao principalmente usados:

a) Espectroscopia de emissdo e absorgao utilizando as

P +
bandas caracteristicas de lAg e lZg ;
b) Andlise de fotoionizagao, os potenciais de ioniza-

¢ao para os estados lAg e lz; sao de 1.0 eV e 1.6 eV ;

c) Métodos de ressondncia de spin eletrdnico usando o
paramagnetismo de lAg (AM =1, J = 2);

d) Métodos quimicos.
A sensibilidade e limitag¢Ces destes métodos tém sido discutidas
por Kearns (16), Wayne (l17) e Foote (18,19).

Entretanto, em meio condensado, a detecgac de oxigé -

nio singlete estd restrita quase inteiramente a métodos gquimicos

ou cinéticos, devido a rapida supressao pelo sclvente. O requeri-



mento para usar os métodos quimicos & gue o aceptor reaja rapida-
mente e especificamente com oxigénio singlete sem ter complica -
coes de reagOes secundarias. Estes tOpicos tem sido muito bem ana
lisados por Foote (20). Dois tipos de reagbes fundamentais para
propdsitos praticos sao:

a) as reagoes com olefinas tais como tetrametiletilenogue
produz hidroperdxidos alilicos.

b) cicloadigdes 1,4 de oxigénioc a dienos conjugados ,
tais como 2,5-dimetilfurano, e 1,3~difenilisobenzofurano para pro
duzir endoperdxidos.

Acreditava-se que a vida média de oxigénio singlete e’
ra independente do solvente. Isto fol baseado nos resultados de
que a razao (B8) da velocidade de decaimento de oxigénio singlete
e a sua velocidade de reagao com aceptores como 2-metil-2-penteno
(21), citronelol (22), etc. ndo era fortemente dependente do sol-
vente.

Pelo contrario, um forte efeito de solvente foi obser
vado nas primeiras pesquisas (23,24) e, mais tarde, um valor de B
andémalo foi obtido para varios substratosrem dissulfeto de carbo-
no quando comparado com os em benzeno e metanol (25). Esse valor,
mais baixo que os outros, foi atribufdo ao fato de que a vida mé-
dia de oxigénio singlete nesse solvente era mais longa. Em segui-
da, medidas usando técnicas de laser mostraram que o oxigénio sin
glete muda com os solventes (26,27).

A observagao direta do decaimento de oxigénio single-
te em fase condensada & dificil devido ao fato de nao sb ter rapi
da supressdaoc pelo solvente, mas também ao de nao ter boas bandas
de absorcgao para sua detecc¢ao espectroscdOpica. Entretanto, o de-

caimento & investigado por andlise de velocidade de mudanga guimi
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ca do éceptor com oxigénio singlete. Quando um aceptor (A) & adi-
cionado ao sistema, o rendimento quintico de desaparecimento de A
(¢_A) para a reagao com oxigénio singlete & expresso na Eg. 1, on
de os processos de desativacdo do sensibilizador triplete por seu
estado fundamental & omitido por simplicidade; Do grafico de

1/@_, VS 1/(a), (;610 e B sAo cbtidos. Se a velocidade de consumo de Aou

2
Ky (A) (A)
B_a ¢102 = ¢10
k'g + ky (B) 2 B + (&) (Eq.1)

a de produgao de A0, forem usadas em vez de ﬁ_A, sb6 B & obtido
por um grafico duplo reciproco similar. gque & igual a (TAkA)ﬂl
2 usado como indice de reatividade do aceptor. Entretanto, Tp oOu

kA nao podem ser medidos a menos que sejam determinados indepen -

dentemente por outras experiéncias.
A constante de velocidade k'y na Eq. 1 pode ser esti-
mada de um experimento de supressao. Quando & adicionado um su -

pressor eficiente ocorre a reagao da Eg. 2.

k
g
+ —_—] = +
Lo, * @ 20, ° (Eq.2)
e a Eg. 1 & substituida pela Eq. 3.
]
1 1 kq(Q) k'3 1
- (1 +[———~wﬂ + 1)
?_a ¢102 ka ka (2) (Eq.3)

Logo, o grafico 1./(.25“_A vs 1/(A) a certas concentragoes de Q da li-
nhas retas. Da relacao linear entre a inclinagao da linha e

concentragao de Q, k', pode ser obtido supondo que kq seja igual
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ak para um supressor efetivo. Na pratica, kq é estimado co-

diff

mo 2 x 1070 M7t seag_l para B-caroteno em benzeno e 3 x]ﬂl%(qseg—l
para polimeteno perilidium em acetonitrila (27,28). Estes valo -
res estdo perto da constante controlada por difusac. Tem sido a-
+ualmente confirmado que B-caroteno € um dos bons supressores pa
ra estes propdsitos. A fotooxidagao de 2-metil-2-penteno (0.1 M)
& 95% inibida por 107 M de B-caroteno (28-30). Um mecanismo ra
zoavel péra esta supressdo pode ser uma eficiente transferéncia

de energia do oxigénio singlete para 8-caroteno, que sofre iso-

merizacao cis-trans, j& que o nivel triplete deste Ultimo & mais

. 1
baixo que o de Agoz.

1.1.3 PROVAS MECANISTICAS

Existem varios métodos, atualmente, para distinguir
o mecanismo Tipo I e Tipo II. Os métodos cinéticos simples podem
levar a interpretagoes erradas jad que o Tipo I bem como O Tipo II
podem dar graficos de Stern-Volmer {um gréfico Stern-Volmer (31)
& uma cinética de grafico reciproco em forma similar ao grafico
de Michaelis-Menten |Lineweaver-Burke| e indica que s& um inter=-
medidrio reativo estd presente e pode decair unimolecularmente
ou reagir com outra espécie). Logo, comparacoes de velocidades
quantitativas de varios sistemas podem permitir comparac¢oes teis.

Comparagoes de produtos e/ou cinéticas de sistemas
quimicos geradores de oxigénio singlete e os dos sistemas fotos _
sensibilizados podem ser {teils, se se acredita gue © oxigénio
singlete & o intermedidrio envolvido no Gltimo. Na realidade tais
estudos foram primeiramente usados para demonstrar a participa -

cao de oxigénio singlete em fotooxidacoes (32,33). Tanto os pro-
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dutos, como a cinética devem ser independentes do corante sensibi
lizador se o oxigénio singlete & o intermedidrio. Infelizmente |,
muito dos substratos bioldgicos de interesse sao facilmente oxida
dos, logo reagoes diretas com 0s reagentes para gerar oxigénio

singlete podem dar problemas; por @xemplo,‘NaOCl, H,0 a trife -

X
nilfosfito ozonideo sao oxidantes fortes. Trifenil fosfito ozoni-
deo reage diretamente com olefinas (34). Geracao de oxigénio sin-
glete por microonda tem sido usada, mas o ozono e atomos de oxigé
nio da fonte devem ser cuidadosamente eliminados, além disso, é
dificil obterem-se bons rendimentos de oxigénio singlete em solu-
cao desta maneira (35-37). Entretanto, estas técnicas t2&m sido u-
tilizadas, por exemplo com fenol (38,39), tocoferol (40) e bases
de &cidos nucleicos (41), para indicar que estas rea¢bes ocorrem
com oxigénio singlete. A reacao com oxigénio singlete, de qual -
quer maneira nao & por si s6 uma prova de oxigénio singlete como
intermediario em fotooxigenagao. Um problema adicional & que os pro-
dutos de reagao com oxigénio singlete © autocoxidagao podemser idénticos, co
mo no caso do fenol. Estudos de produtos devem ser acompanhados
de anadlise cinética em todos os casos. |

Uma das técnicas mais importantes na demonstracac da
participacao de oxigénio singlete & a inibicdo competitiva com a-
ceptores especificos conhecidos que ndo sao bons substratos para
reagbes de Tipo I (32,33). Olefinas tais como tetrametiletileno e
supressores como f-caroteno ou 1,4-diazabiciclo(2.2.2)oc¢ctano
(DABCO) podem ser utilizados para estas experiéncias (18). Sendo
feitas na forma adequada tais cinéticas de competicdo sdo provas
fortes da participacdo de oxigénio singlete. O substrato deve ser
escolhide cuidadosamente. Deve ser reativo o suficiente para se -
questrar uma grande fragao de oxigénio singlete nas concentragdes

utilizadas, e deveria ter uma quimica simples e conhecida. Infe -
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lizmente poucos substratos sao conhecidos com estas caracterIsti-
cas e que sejam solliveis em Agua. Dimetilfuranc e DABCO sao dois
utilizados e 9,10-difenilantraceno -2,3-dicarboxilato & outro
(42,44) .

Outra técnica efetiva para determinar se a reacgao é
Tipo I ou Tipo II & determinar se o substrato e oxigénio competem
ou ndo. Em reagOes nas quais o mecanismo Tipo I & mais lento que
o Tipo II, ndo tem dependéncia de pressac de oxigénio mesmo em
baixas concentragoes, por que todo o gensibilizador triplete & se

M (36,45).

questrado numa concentracao de oxigénio de 10

A reacdo de Tipo I tem muita dependéncia de pressao
de oxigénio; este inclusive pode chegar a inibir a reagao embora
nio seja o Gnico comportamento possivel. Um outro que tem sido ob
servado & que a velocidade de reagdo passa por um méximo com au~
mento da pressado de oxigénio, e logo cai para um valor limite mais
baixo (46). Este comportamento provavelmente indica uma troca de
mecanismos indo do Tipo I ao Tipo II a pressoes altas. Estudos de
vem ser feitos com pressao de oxigénio suﬁiciente para estabele -
cer os limites de comportamento. Um exem@lo da reacaoc que muda de
Tipo I para Tipo II com a concentragac de substrato &€ o decrésci-
mo da fotooxidagao de aliltiouréia (47). Idealmente, os produtos
poderiam ser determinados sob ambas sé&ries de condigoes.

Kearns tem desenvolvido uma técnica para demonstrar a
participagao de oxigénio singlete em fotooxidagao baseado no fato
de gque a vida média de oxigénio singlete em DZO &€ mais longa que
em agua; assim, a velocidade de reag¢ao pode ser maior em D20 gque
em H,0 (48) . Entretanto, antes de usar este método com confianga
deve-se verificar que nao had mudangas na eficiéncia da reacgao Ti~

po I em D20 comparada & dgua. Deve-se saber também,que esta té&cni
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ca sb dara resultados positivos se a reagao de oxigénio singlete
estd na faixa de primeira ordem, isto &, onde kA(A) << kd ; se O
reverso for verdadeiro, ndoc haver@ mudancas na eficiéncia na rea

¢80 de oxigénio singlete em D,0 e em H,0 (49)

1 k
02 A A02
A ¥
H20 ou DZO l kd
3
o)
s kA {(a)
A02 = K
kA (A) + kd
H,.O D.,0
kd 2 > kd 2

1.1.4 MECANISMOS DE SENSIBILIZACAO POR OXIGENIO SINGLETE

0 diagrama de niveis de energia experimental para as
transigdes envolvendo os trés estados eletrdnicos mais baixos do
oxigénio molecular (Fig. 2) estdo, agora, muito bem estabelecidos

por pesquisas experimentais e tedricas. As transic¢Oes de molécu-

las isoladas de oxigénio (Fig. 1) lAg  — 32; e 125 e 32;
permitem uma estimacgdo de vida média,por medidas de absorgao in-

tegrada,de 45 min para o estado 1Ag e 7.1 seg para o estado 12;

a pressaoc zero. Fig. 2 indica colisao intermolecular de pares

de- oxigénio, por exemplo, (lAg) (3Z; ). A vida média em solugao

para a molécula de oxigénio singlete & drasticamente reduzida ,

com uma estimativa de 10—3 seg para lAg e 10_9seg para 125 em

aiaY

gua (50).
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A vida média do estado lag de oxigénio tem sido medida (27,51) e

6 10—3seg, com um grande efeito de solvente

estd na faixa de 10
(49).

A diretriz do comportamento espectroscdpico e fotoqué
mico & estabelecida pela compreensao de transigles simultaneas que
sdo possiveis para colisoes de pares de molé&culas de oxigénio. A
idéia originou-se com Ellis e Kneser (52), gque tentaram explicar
a cor azul e o espectro de absorcdo de oxigénio liguido com bases
na absorg¢ao de pares de moléculas. Estes estavam influenciados
com a idéia de Lewis no conceito de dimeros de oxigénio (02)2 pa-
ra explicar o comportamento paramagnético do oxigénio liquido di-
luido em nitrogénio liquido. Todas as pesquisas subsequentes tém
indicado definitivamente que a mol&cula de oxigénio nao existe co
mo dimero a températuras normais e gue as pertubagoes intermOlecE
lares, necessirias para explicar o aumento das colisées de transi
coes de moléculas simples e as transigCes simulténeas sdo menores
que kT. O termo "dimol" que & comumente aplicado a moléculas sim-
ples de oxigénio em pares & assim melhor utilizado s em termos o
peracionais (53). Mol&culas de oxigénio em sua forma dimérica so
sao encontradas em oxigénio sb0lido e a temperaturas muito baixas.

Observagoes de quimiluminescéncia na reagdo de hipo -
cloritgperdxido foram tratadas como transigSes simultaneas em pa-
res de moléculas por uma série de investigadores (54-57), mas foi
Ogryzlo e seus colaboradores (58,5%8) que descreveram o espectro
de quimiluminescéncia desta reacdo e sua relagdo com © espectro
de oxigénio gerado pela descarga elétrica. Subsequentemente, Khan
e Kasha {(57) deram uma correlag@o completa de absorgao e emissao
correspondentes aos estados das transigOes simultdneas que fol mos

trado na Fig. 2 para pares moleculares.
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As transi¢des simultaneas podem ser definidas como a
transicao de um par de espécies atomicas moleculares para um eg-
tado excitado composto (uma absorgao cooperativa de um -foton- du
as moléculas). A energia do novo estado obtida por umé superposi
cao de duas energias de estados excitados nao ressonante das es
pécies correspondentes. Este processo de conversao simulténea.
pode ter lugar com a emiss3o de um foton. O fendmeno de transi -
¢oes simultineas & muito observado em espectroscopia infraverme-
lha e especialmente em espectroscopia eletrdnica de transigoes
proibidas. Este Gltimo torna as transi¢oes simulténeas ficeis de
serem observadas por efeitos aumentados. No caso de oxigénio sin
glete & possivel perceber um estado de par de moléculas (lAg 1Ag2
como dando uma Unica multiplicidade do singlete, S, onde o par
no estado fundamental (32; 32;) pode dar a multiplicidade de
S + T + Q, permitindo que ocorra a multiplicidade de singlete
— > singlete.

Nao & necessario que exista um complexo para gue ha-
ja transigoes simultdneas de um par de espécies absorvendo ou e-
mitindo, mas as duas moléculas devem estar em contato para inter
cambio de elétrons.

Na fase condensada, como por exemplo em oxigénio 1i~
quido, existem suficientes colisOes de pares para que se possa .
obter uma pequena absorgao. Na fase gasosa, precisa-se de um pas
so Otico de 1l0cm e pressao de l100atm. para poder observar a ab -
sorgao de uma transicac simultdnea. A emissd@o de pares de oxigé-
nio singlete & possivel ser detectada a 1 atm inclusive. Os meca
nismos possiveis de sensibilizacao segundo Kasha e Brabham (53)

5a0:

A. EBxcitacao sucessiva de tripletes (60,61): Foi aplicado pa
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ra rubreno e violantrona e os critérios energéticos sao AE51< Z(AElAg)

AE < AE
e Ty 1Ag

B. Sensibilizacao por moléculas duplas (62): Pode ser aplica

do a rubreno e violantrona. Os critérios energéticos sao

AS1 < 2 (AE ).
1 lAg

C. Sensibilizacdo por aniquilacao Triplete~triplete (53):

nao se conhece casos na literatura que possam ser explicados por

este mecanismo. Os critérios energéticos sao AE; < Z(ﬁElAg) ’
1

A >> 2 ( AE

g
D. Sensibilizacao por fluorescéncia retardada (53): Acredita-

se que os corantes xanténicos possam ser explicados por este me-
canismo. Os critérios energéticos sao AETl < 2(AElAg) ,

- AE_., )} = kT

(AE

E. Fluorescéncia induzida (63): Fol aplicado para sensibili-

zacdo de oxigénio singlete por azul de metileno. Os critérios e-

nergéticos sao AR, < AE1£+ .

T4 g

I.1.5 METODOLOGIA PARA ESTUDOS DE SUPRESSAQO DE OXIGENIO SINGLETE

A. Distincao de supressao de oxigénio singlete por outras manei-

ras de inibicao

A ciné&ica de fotooxidagao tem sido estudada ultima-
mente com grandes detalhes. O seguinte esgquema geral explica a
fotooxidagao de um substrato (A)que reaja exclusivamente com Oxi
génio singlete (constante de velocidade KA) na presencga de um su
pressor (Q). O supressor pode inibir a reagao de A por suUpressao

do sensibilizador no estado singlete (Sens) ou triplete (BSens )
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s
Q

sac ou reacao com oxigénio singlete (k

(constante de velocidade k. ou kg, respectivamente) ou por supres

Q ou kR). O mecanismo tri-

vial, que & uma competigao do supressor pela luz por absorgao,
pode ser facilmente eliminado pelas escolhas de um sensibiliza -
dor e do comprimento de onda de excitagao. No Esquema I, os terw

mos conhecidos sao, o decaimento fluorescente (kf), decaimento

nao radiativo (ks) e cruzamento intersistemas (k,__)}, todos do es

isc
tado singlete do sensibilizador e também transferéncia de ener -

, 3 , 1
gia de “Sens a 02 (ko)m e decaimento de O2 (kd) (1,3,30,64).

1l a4
Sen hv! 1Sen Kisc }_3 Sen 02 3 02 e3> ABZ
ko KA
k K T
f Q kq Q kQ kd
Sen Q ks sen «+ bvf 302 Q 30
Q lkﬂ 2
v ) 2 ) '
sen Sen Qoz
ESQUEMA I

A equagao cinética do estado estaciondrio para a efi

ciénecia quantica de formagao de produto AOE(QAoz)édakipor(Eq.é)
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ko 105] 1A
Qkoz =
kHketk otk k10, ]+ kQ{Q [A|+(kak y|ol+ kg

(Eq. 4)

Nesta expressao, os termos A,B, e C refletem a parti
cao do sensibilizador singlete e triplete e de oxigénio singlete
relacicnado com o produto AOZ.Apmmmt@mwiqesta expressac & complexa, ,
mas cada termo pode ser estudado separadamente.

Supressao de sensibilizador singlete (termoA) normal
mente & eliminado devido a sua vida média curta e, ainda, para a-
tuar como supressor necessita altas concentragoes do sensibiliza#
dor. Estes processos tém sido recentemente estudados por Davidson
e Trethewey (65,66) os quals postularam gque os estados singletes
da rosa bengala e do azul de metileno podem ser suprimidos por a-
minas e f-carotenos se forem utilizadas concentragoes suficiente~
mente altas. Por exemplo, o estado singlete da rosa bengala & 50%
suprimido a concentracoes de 0.2M de DABCO/qu 0.02M de B-carote - -
nos. Entretanto, estas concentragCes sdc muitas vezes malores gue
as concentracoes necessirias para suprimir 50% do oxigénio single
te. Logo, supressao de corantes singletes & muito ineficiente pa=~
ra ser considerada para a maioria dos supressores (19).

Sob condigbes normais o termo A da eguag¢do anterior
& igual & eficiéncia gquéntica de cruzamento intersistemas (ﬁisc )
do sensibilizador. Se nao tem supressdo de tripletes o termo B va

le 1, logo a equagao agora & Eg. 5.

-1 . kg + (kg + ko) (0] -1}
Pr0, = Pisc V7 . (]

A

(Eq.5)
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Esta equagcao & a frequentemente utilizada, porgque pa
ra os supressores suprimirem os estados tripletes dos sensibiliza
dores, eles devem estar em altas concentragoes jad gue necessitam

competir com oxigénio, cujo ko & da ordem de 2 x 109 M—l sec—l(gsL

B. Técnicas de estado estaciondrio para determinar velocidades :

Coeficientes Lineares

Graficos de [AO]ul (quantidade de produto formado em
um dado tempo) vs [A]_l, em condig¢des onde [A] nfo muda aprecia -
velmente, obtém-se linhas retas. Quando nao existe supressao do
triplete, tais graficos a varios [Q] tém coeficientes lineares i-
dénticos constantes. Logo, constadncia nos coeficientes lineares ,
em graficos de [Aoé]"l a diferentes [Q] & diagndstico para supres
sao de oxigénio singlete (sempre que A sd reaja com oxigénio sin-
glete, implica gue A e Q competem por um intermediadrioc comum). A
variagao do coeficiente linear nestes graficos & diagnéstico de
supressao de estados excitados dos sensibilizadores e implica que

A e Q nao competem por um intermedidrio comum.

C. Dependéncia de Oxigénio

Como temos mostrado anteriormente, a supressao do
sensibilizador triplete & competitiva com sua reacgdo com oxigénio,
logo tem uma dependéncia da pressao de oxigénio e & maior a baixas
pressoes de oxigénio. Oxigénio singlete ndo mostra esta dependén-
cia, ja que a supressao de sensibilizadores tripletes pelo oxigée-

nio & completa excepto a concentragoes extremamente baixas.
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Através desta introdugao pode~se concluir que existe
uma metodologia bastante planejada. Contudo, para estudos feitos
em sistemas bioldgicos temos uma série de desvantagens e limita ~
¢oes (p. ex. solubilidade, altas concentragoes dos supressores i-
nibem os sistemas bioldgicos, etc.,) que no caso da fotoguimica or
ganica tem sido amplamente solucionados. Logo, farei. uma apresen
tagao dos métodos bioldgicos de gerar e detectar oxigénio single=
te e mostrar grandes dificuldades que devem ser ultrapassadas bem
como a necessidade de se desenvolver uma nova metodologia para es

tes sistemas.
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I.2- OXIGENIO SINGLETE EM PROCESSOS BIOLOGICOS

Foi constatada, em reagoes quimicas e fotossensibiliza-
das, a geragao de uma espécie eletronicamente excitada de oxigd -
nio (102), de meia vida longa, o estado lAq » € a esta espécie a
tribuiu-se a responsabilidade pela acao fotodinamica, como foi as
sinalada anteriormente. Esta descoberta tem atraido a atencao dos
bioguimicos e, esta espécie de meia vida longa vem sendo conside-
rada o agente causador de muitos efeitos oxidatiwos na natureza .
A finalidade desta parte & revisar as evidéncias disponlveis que
apoiam 0 envolvimento do 1Aq02 em sistemas bioldgicos.

Excelentes reviéaes com respeito ao assunto foram pu-
blicadas por Foote (18,19) e Krinsky (67).

Un aspecto importante a se considerar, & quais méto -
dos permitem a identificacido do 1A902 em sistemas bioldgicos; as
revisoes feitas por Krinsky (67) e Foote (19) fornecem excelentes
criticas quanto aos métodos quimicos existentes.

Na presente revisao, serao considerados somente algwns
métodos especiais de aplicacdo a sistemas.biolbgicos , em particu
lar, sistemas enzimaticos, nos gquais ha possibilidade de geragao

1

de A 02

g

I.2.1.- MIELOPEROXIDABE E LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES

Os processos pelos cuais os microorganismos invasores
sao reconhecidos e ingeridos relas células fagociticas, foi des -
crito em diversas revisoes recentes (68,69).

O esquema geral, aceito para a acao microbicida, & o

seguinte
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+ - 1l Eq.6
HO,. + H + 0, — H202 + Agoz q
0. + m" + H,0.—>H0 + 1A 0 + OH Eq.7
2 272 2 - g 2 :
- + 1 0
02. + H + 0H. —im Ag 9 + H20 Eq.8
A reagdo da Eqg. 6 corresponde & geragao de H,0, e

1

A D como produtos do desproporcionamento de 02 catalisado

g 2
por acido (70). A reagdo da Eq. 7 corresponde ao mecanismo de Ha-
ber-Weiss que envolve o reagente e o produto da reagao anterior ,

podendo portanto, produzir OH® e 1

AgOz (71) . Embora a velocidade
desta reacgdo em sistemas gquimicos bem definidos seja lenta, ela
pode ser alterada pela presenga de catalisadores metdlicos e pe-
la acidez do fagolisosoma (68) . Diversos pesquisadores apresen -
taram evidéncias contrdrias a este mecanismo (72). A reagcaoc da

Eq. 8, um aniquilamento radicalar entre 02 e OH" (73)}@4 tam ~
bém objeto de consideragdo uma vez gue ocorre a uma velocidade
controlada por difusdao (74). Recentemente,Foote e Col. (75) ﬁOSW
traram através de distribuigdo de produtos e estudos de supres -
sdo que, 0,2% de lAg02 era formado na diémutagéo de 027 . Outro
processo interessante registrado por Smith e Kulig (76) & a for-
magao de lAgO2 a partir do desproporcionamento de H202 caﬁalisa-
do por base.

Schultz e Kaminker (77) mostraram gue 5% do peso se-
co de leucdcitos polimorfonucleares & constituido por mielopero-
xidase, uma das principais enzimas localizadas nos granulos pri-

marios. Esta enzima tem agao microbicida em presenga de H,0 e

2
um cofator haleto (78), associada & gquimiluminescéncia dependente

do pH e do haleto (79)}.
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Os produtos da oxidagao mediada por mieloperoxidase,

embora compativeis com o mecanismo de reagao de .

AgOZ' nao se
constituem por si sd, evidéncias inequivocas para tal mecanismo
{18).

Com o intuito de aumentar a sensibilidade do ensaio
guimiluminescente, Allen e Loose (80) adicionaram luminol a leu-
cbcitos ipolimorfonucleares humanos e de coelhos. Sabe-se que o]
luminol reage com um grande‘nﬁmero de agentes oxidantes formando
um anion aminoftalato eletronicamente excitado o qual, por sua vez
emite um féton sob relaxagao para o estado fundamental.

Para identificar as espécies responsaveis pela oxida
¢ac do luminol introduziram ,benzoato, um supressor efetivo de
OH" (81) ou superdxido dismutase (S0D), que catalisa o despropor
cionamento de 027 para O2 e HZOZ' No caso de leucdcitos polimor-
fonucleares de coelho, tanto SOD guanto benzoato diminuiram a
guimiluminescéncia, enquanto que em leucdecitos polimorfonuclea-
res humanos, benzoato foi efetivo e SOD diminuiu apenas levemente
a quimiluminescéncia.

Allen e Loose (80) concluiram que leucdcitos polimor-

-
.

fonucleares humanos geram 0H®, mas que a geragao de 0, ndac & ne-
cessaria para a oxidagao do luminol a um estado eletronicamente
excitado. Este fato tem sido extremamente Gtil para numerosos pes
quisadores interessados na deteccao de metabolismo errgneos (82).
Krinsky (83) expds leucdcitos polimorfonucleares huma-
nos 4 uma cepa selvagem de S. Lutes ( um carotendide amarelo
contendo cepa selvagem, resistente aos efeitos danosos de luz,co -
rantes e 0,) e d cepa mutante deficiente em carotendides (destrul-

da rapidamente sob condigOes fotossensibilizantes)e mediu a sobre-

vivéncia deste orgdnismo a tempos variados apds misturar a bacté -
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ria com as células.

A S.Lutea selvagem nao foi destruida significativa-
mente durante o tratamento, engquanto que a cepa mutante incolor
foi rapidamente destruida sob estas circustancias em presencga de
soro. Destes dados, inferiu-se que os pigmentos carotendides na
cepa selvagem de S.Lutea atuam como agentes protetores contra a
destruigéd provocada pela agao bactericida de leucdcitos polimor
fonucleares humanos. Embora estes dados nao constituam prova absg
luta de envolvimento de lAgOZ na atividade microbicida de leucd
citos polimorfonucleares (f-carotenos também aniquilam radicais),
eles sugerem gue lAg 02 possa ser um dos agentes microbicidas a-
tivos nessas células. Uma medida quantitativa feita recentemente
por Foote (20) indica que 1,6% do oxigénio consumido aparece na
forma de oxigénic singlete.

Klebanoff (84) estudou também o efeito de 1,4-diazo-
biciclo (2.2.2) octano (DABCO), porém evidéncias mais definitivas
do envolvimento de lAgoz aparecerem em uma publicacao feita por
Rosen e Klebanoff (85). Estes pesguisadores usaram uma combina-
cdo de andlise de produtos, supressores de oxigénio singlete e o
efeito do 6xido de deutério para estudar o sistema mie loperoxida-~
se/H202 haleto. Na andlise de produtos, estudaram o efeito dos sig
tema enzimdticos em 2,5-difenilfurano, que forma cis-dibenzoileti
leno em presencga de 1Ag02 . Embora esta reacao seja formalmente
considerada como especifica (86), existem atualmente, diversos re-
gistros indicativos da presenca dé diversos radicais que podem,igual
mente, produzir cis~dibenzoiletileno.Rosen e Klebanoff (85) mostra-
ram que este produtc & inibido em presenga de varios supressores
conhecidos de oxigémio singlete por exemplo, f -caroteno (21), bilix

rubina (87), DABCO (88) e histidina (89). bDemostraram, finalmente
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que a formagdo de cis-dibenzoiletileno aumentava de acordo com ©

conhecido efeito de D2O na meia-vida de lAgOZ {90),

I.2.2~-XANTINA~-OXIDASE

Ha quase 20 anos atris, observou-~se que a xantina~oxi-
dase, quando incubada com um de seus substratos, por ex., xantina,
causava o aparecimento de uma quimiluminescéncia (91). Naguele tem

po, lﬂgOZ foi proposto como espécie emissiva,mails recentemente (92)

4
sugeriram que @ quimiluminescéncia observada neste sigt@ma podia ser
devida realmente & recombinagdo de radicais carbonato.

Arneson (73) propds que H202 era importante nesta rea-
¢do , gerando presumivelmente, 1Ag02 via interag&o com 02? em uma
reagdo Haber-Weiss. Pederson e Aust (93) empr&ggfam os dados de de
composigao do 1,3~difenilisobenzofurano para o o=-dibenzoilbenzeno
para argumentar em favor de lagoz . Mas esta reaggb ndo envolve

lA O2 (94),necessariamente.

’ Kellog e Fridovich (95) usando xantina-oxidase e medin-
do a peroxidacao do acido linoleico, conclulram que tanto SOD como
catalase,‘inibem a peroxidacao lipidica. 0 &lcoeol terc“butiliéo ema
nitol, foram inefetivos na reagao total, enguanto que DABCO inibiu
a perogidagdo lipidica. Propuseram entao, baseados nestas observa-
¢oes, que uma reagao Heber-Weiss nao sd originé'OH' como também
1Ag02, sendo que a Ultima espécie & quem inicia a peroxidagdo
do acido linoleico. Um estudo do produto em presenga de 2,5-dime -
tilfiurano garantiu a hipdOtese de que lAgoz era gerado a partir dos
produtos de xantina-oxidase. Aparentemente, lagoz nae participa

na iniciagao, mas sim na propagagdc da peroxidagao {96) .Fong e col.

(97) apresentaram evidéncias de que 0H' pode ser produzido pela
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oxidagao de complexos de ret?

catalisada por H,0, ou, através da
reagcdo de Haber-Weiss quando H,0, e 027 estiverem presentes.Propu
seram ent3o OH™, como espécie responsdvel pela iniciagao da pero
xidagdo lipidica. Pryor (98) sugere que 0s radicais primordiais
no sigtema xantinawOX;dasewécidos graxos poliinsaturados-sée ra
dicais alcdxi. Entretanto , o isolamento de hidroperdxidos nao con
'jugados, no caso do linoleato, indiéam que, algum; R.00H possa deri
var da reacgac com lAgOZ.

Hogdson e Fridgvich (99} descreveram a dependéncia da
emissio de luz do sistema xantina-oxidase na presenga de anions
carbonato e sugeriram reagdes desta Gltima espécie com radicais 0H"'
dando o radical carbonato C03? . Este radical na dimerizagao poderia
entdo, originar a emissao de luz observada. Este estudo foi aplica-
do para caso de hemdlise de eritrdcitos humanos, onde um efeito pro
nunciado de carbonato foi também observado (100).

Baseados nas experiéncias de anigquilamento prelimina -
res, Khan (101) concluiu gue o sistema xantina~oxidase era gerador,
de Ta 0

g

o Atualmente, a maioria dos autores parece favorecer o ponto

: 1 - = .
de vista de que AgO aparece numa posigad secundaria, via uma rea-

2
cdo de transferéncia de elétrons envolvendo 0,7, ou através da rea -

cao de Haber-Weiss.
.2.3 ~ OXIDASE LIPIDICA MICROSSCMAL

Em 1971, Howes e Steele (102) observaram que a adigao
de NADPH e oxigénio a microssomas hepdticos de rato produzia quimilu
nescéncia. Sugeriram entao, gue a reagao que gerava guimiluminescéncia
precedia a quebra do perdxido lipico a malonaldeido pois, ndo puderam

encontrar uma correlacdo entre malonaldeido, produto de guebra do pe
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réxido lipidico, e guimiluminescéncia. Sugeriram, posteriormente,
que 1&902 era gerado na oxidacdo de NADPH por microssomas hepati
cos. Contudo, experimentos recentes feitos por Wright e col (103)
indicam gue a quimiluminescéncia iniciada em microssomas hepati -
cos por escorbato ou NADPH, & diretamente proporcional & peroxi-~
dagdo lipidica. Medidas feitas por Howes e Steele (102) parecem
ter sido obtidas antes de se atingir uma resposta mixima de quimi
luminescéncia e, o excesso de tecido empregados em seus estudos ,
podem ter resultado em supressdo da resposta quimiluminescente.As-
sim, as aparentes discrepdncias entre os resultados (102,103} po -
dem ser atribuidas s diferencas técnicas na aproximagdo experimen
tal. Recentemente, tem sido mostrado a existéncia de l-hidroxipe -
roxido na interacao de microssomo e NADPH (104).

Existe uma série de evidéncias contrarias & participa -
cao de lAg 0, nestes sistemas. Sternson e Wiley (105) nao observa
ram mudancas na cindtica de reagdo de hidroxilagdo usando um nime
ro de inibidores de 1AgOZ,
concentracao fosse muito baixa para supressdoc efetiva), etilguﬁfeto

incluindo @-caroteno, DABCO (embora a

e glutationa. Usando (1,2~3H) colesterol .incubado em uma fracdo
subscelular de figado de rato, em presenca de um sistema gerador ,
de NADPH e analisando o produto de oxidagao do colesterol, conclu

iram que a oxidagdo de esterdis observada anteriormente (106) era

similar & oxidagdo via-radical livre e ndo envolvia lAg 0, (76,107).

Baseados em estudos com supressores de lﬁgoz,Pederson

e Aust (108) questionaram o envolvimento de 1Aq02 em reacees de pe-
roxidacao lipidica dependente do NADPH. Esses pesquisadores obser-
varam que os aniquiladores de OH', catalase e S0D, ocasionaram ape-
nas uma inibigao marginal, concluindo portanto, que a reacio n3o. envol

. - 1 . .
via 02 . Ag 02, OH' nem H202, mas provavelmente radicais alcdxi



30

formados pela decomposic@o de hidroperdxidos lipidicos. Recentemen
te, (109) germonstraram que a peroxidacao lipidica dependente de
NADPH ocorre em dois passos sequenciais.. O 19 passo & a iniciagao
cataligsada pelo Ion ADP-perferril. O 29 passo, isto &, a propaga-
gao, & dependente do hidroperdxido lipidico formado durante a ini-
ciacdo e resulta em rapida formagdo de intermedidrios reativos e
produtos da peroxidacdo lipidica. A propagagdo contribui com maié
de 90% dos produtos formados durante a peroxidacdo lipidica e &,
em esséncia, radicalar. A possivel formagc&o de baixos niveis de
radicais hidroperdxi . indica. . '@ . presenga de lAgO2 durante a pro_
pagagao.

Wang e Kimura (110) observaram que tanto a degradagado
do citocromo P-450 quanto a peroxidacdo lipidica, ocorreram simulta
neamente e nac foram inibidas pela adicao de catalase, SOD, DABCO
ou etanol, concordando com os resultados de Pederson e Aust (108) .
Obtiveram também peroxidacdo lipidica e destruigdo do citocromo P-
450, simultaneamente, por adigdo de cumenohidroperdxido a mistura
de incubacado contudo, o oxigénio deve estar presente. Isto sugere
que © hidroperdxido gerado em presenga de ?e2+ pode iniciar tanto a
peroxidacao lipidica quanto a destruigdo do citocromo P-450 (111),e
estid provavelmente associado com a agao de lAg 0, (102). © mesmo'ew
feito tambem observado recentemente nor Boveris:e colill3)Auclair
Lacomte(114)2adigdo de hidroperdxido orgédnico, aumenta a quimilumi -
nescéncia microssomal.

A emissdo fotdnica microssomal foi também aumentada por
suplementagdo com Ion Fet?" o ADP(113), de acordo com os resultados
prévios de Howes e Steele (102). e Nakano e, Noguchi (1153).

Baseado na observacao de Howard e Ingoid (116) e no fato

de que a quimiluminescéncia era proporcional ao quadrado da concen-
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tracdo de perdxido lipidico, concluiu-se gue 16902 poderia se ori
ginar através de uma auto-reacdo de radicais perdoxi lipidicos
isto &, via mecanismo de Russell (117).

Baseados na formacao do o~dibenzeiletileno a partir
de 2,5-difenilfurano, (86,118), conclui~se que os microssomos de
figado geram lAg 02 em presenca de NADPH em um processo dependente
de Fe3+. Desde que. & sabido que este furano pode reagir com oxi-

génio no estado fundamental mesmo no escuro para produzir © supos

este teste ndo fornece fortes evidéncias  para
3+

2!
a existéncia desta espécie. A necessidade de Fe

de 0H W e lag 0, em um sistema gerador de 02 , poderia ser explica-
do pela interacao direta de Fe3+ com 027 para produzir lAgoz {(67).

Estudos em peroxidacdo lipidica microssomal de figado por citocro-

to produto lAg 0

e a observacao

mo P-450 indicam também , que a formagao de lAgOZ acompanha a pe -
roxidagao (112).

O citocromo P-450 oxigenase microssomal de figado, tem
um papel importante na oxidacgao de hidrocarbonetos policiclidos
(119). Em presenca do NADPH, este sistema enzimético converte . 9,10
dimetil-1l,&8-benzantraceno a 1,4-endoperdxido, um fotoproduto conhe-
cido, originario presumivelmente, da interacgao de lAg O2 com benzan
traceno (120). Estes resultados indicam que, o citocromo P-450 oxi -
genase atua COmMO uma dioxigeﬁaée ao invés de uma monooxigenase e
adiciona oxigénio. de uma forma equivalente d adigao de lAg02 . A
mesma conclusdo foi tirada anteriormente por Baldwin e col. (121).

Sligar e col. (122) observaram quimiluminescéncia duran-
te a auto-oxidacdo do citocromo P-450 (Fez+)'por uma enzima de
Psy Putida. Concluiram entao, baseados nos resultados com aniqui: -
ladores de radicais livres, supressores de lA 0

g 2
lumimescéncia observada era diretamente relacionada com a formagao

e S0D, que a guimi
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-

A quimiluminescéncia foi também utilizada por Goda e
col. (123) como indicativo da formacido de 1Ag@2 no sistema adre-
nodoxina~adrenoxina redutase bovina, dependente de NADPH. Seliger
e col. (124,125) também observaram guimiluminescéncia proveniente
da hidroxilac¢do do carcinogénico benzo(a) pireno por hidrolase de
hidrocarboneto arilico microssoral, quimiluminescéncia esta, atri
buida a compostos carbonilicos eletronicamente  eXcitados, produzidos
a partir da interagao de duplas ligacbes ativadas com lA 0

g2’

T-2.4- PROSTAGLANDINA OXIGENASE

camuelsson (126) foi o primeiro a estabelecer a possi
bilidade de geracao de endoperdxidos via reacao de lAgoz com &aci-
do araquiddénico.Pangamala e col. (127) iniciarama investigagao ,
do possivel papel desempenhado por lAgOZ na biossintese de prosta-
glandina, estudando os efeitos de varios supressores de lAqOZ nes
te processo. Sem divida alguma, 1,3-difenilisobenzofurano e tetra
fenilciclopentadieno inibem efetivamente este processo, embora o
efeito de 920 nao tenha sido observado. Subequentemente, (118)des
cobriram que a biossintese de prostaglandina PGE foi inibida por

catalase, 3-amino-1.2,4-triazol, NaN, e clorpromazina, um aniqui-

3
lador de OH", DABCO ndo inibiu este processo. .., Encontraram
um efeito diferencial em concentracdes altas ou baixas de aniqui-
ladores de OH* (129),provavelmente,devido ao fato de que a fungao
de 0OH® & gerar 027 , que pode por sua vez, ser utilizado na rea-
cdo de Haber-Weiss gerando lAg02 como proposto inicilalmente por
Kellog e Fridovich(95).

Marnetf e col. (130,131) estudaram o possivel envolvi-
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mento de 1%02 na biossintese de prostaglandina na fracdo microsso
mal da gladndula vesicular da ovelha. Eles observaram uma guimilu-
minescaéncia associada & reacdo responsivel pela biossintese de
prostaglandina. A quimiluminescéncia foi inibida por indometacina
aspirina, dimercaptopropanocl, todos inibidores de prostaglandina
sintetase, bem como por S0D e [3-carotenos.
1,3-difenilisobenzofurano, luminol, benzo(a) pireno e
colesterol foram oxidados na conversdo de acido araquiddénico a
prostaglandina, Nenhum destes aniquiladores porém, & seletivo pa-

ra lAgO (com excessdo de colesterol, cuja eficiéncia € muito bai

2
xa para detecgao de produtos sob estas condigdes) portanto, nem a

oxidacdo nem a quimiluminescéncia podem ser consideradas Gnicas

para lAgOZ. Deixando de lado este fato, concluiram que ndo dispOem

de evidéncias definidas em relacdo i fungdo da reagao de lAgoz na

cooxigenagao de varios substratos pelo sistema prostaglandina sin

tetase.

Rehimtula e 0' Brien (112) estudaram tanto a oxidagao de

2

difenilisobenzofurano, quando o efeito de D20 sobre a extensao da

aceptores de lAgO tais como bilirrubina, 2,5-difenilfurano e 1,3~

atividade da prostaglandina sintetase. Observaram que a bilirrubi-

2

este sistema enzimitico e que esta oxidacgdo ndo foi afetada pela

na, um substrato efetivo para lAgO , foi rapidamente oxidada por

adigﬁo de endometacina ou supressores de radicais;DZO inibiuv a a -
cdo da prostaglandina sintetase. Concluiram entga,que a prostaglan
dina sintetase consiste de duas atividades, uma peroxidase que es-
ta envolvida na geragao de 1Ag02 seguida pelo ataque subsequen-

te desta espécie em substrato Zcidos graxos insaturados, forma .,

posteriormente, um radical perdxi que pode sofrer uma reagao de

ciclizacdo produzindo o intermedidrio endoperdxido ciclico na sin
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tese da prostaglandina, como descrito por Samuelsson e col. {132)

Recentemente,vyo shimoto e col.(l33) observaram uma ré
pida emissao de luz gquando prostaglandina endoperdxido sintetase
purificada de glandula vesicular bovina fol incubada com adcido a
raquiddnico em presenca de hematina e triptofano. O espectro de
luminescéncia foi distintodocxmerwmkypamalAgoz e similar ao de u

ma reacdo fotoguimica de triptofand134}.

O efeito de H,0, sobre a velocidade da reacdo enzimi

2
tica catalisada por‘prostaglandina endoperdxido sintetase de te-
cidos reprodutivos de loco{abalone, moluscojfoi investigado por
Morse e col. (135). Eles acreditavam que este efeito pudesse ser
diretamente responsidvel pela indugdo de ovulagao em moluscos
partindo do ponto que, H202 e dutros produtos derivados desta rea
cao podem induzir ovulag@o. A indugdo de ovulagao por Hzo2 depen
de da concentracao de H,0, adicionada e da alcalinidade do ambi
ente marinho. A necessidade de um meio aparentemente alcalino,re_
flete o processo de decomposigao de H202 catalisado por base (hi-
drdxido) para produzir uma forma de oxigénio radicalar livre ou
ativado eletronicamente (136), que pode entaojparticipar como um
substrato estimulador e preferencial na sintese enzimatica de
prostaglandina endoperdxido. Smith e Kulig (76) observaram que ‘a

formacao de lAgO2 via desproporcionamento de H202 catalisada por

base provavelmente ocorre via um'processo simultineo de 2 elétrons

3 H

%“0 + \b~l% — lO + H,0 + OH Eg.9
hN X .
ﬁ\\x,? g 2 2

Talvez estes resultados estejam de acOrdo com a sugesg
tdo da participacao de lAg 0, na formagdo de prostaglandina endo-

perdoxido (112).
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I. 2.5. LIPOXIDASE

A oxidagdo do linoleato catalisada por lipoxidase mos
trou-se uma fonte enzimatica de baixo nivel de guimiluminescéncia
(137,138). Agindo sobre acidos graxos insaturados, a lipoxidase ,
produz somente hidroperdxidos conjugados em contraste com o ata -

2

dos no sistema polieno (139). Baseado na oxidacdo de tetrafenil -

que de lAgO que forma hidroperdxidos conjugados e nao conjuga -

ciclopentadienona e seu endoperoxido, Chan (140,141) propds que
um intermedidrio & gerado durante a oxidagdo deetil linoleato ca-
talisada por lipoxidase, representando um forte andlogo de lAg 02,
Finazzi Agro e col, (l1l42) chegaram a4 mesma conclusdo baseados na
oxidagao de 1,3-difenilisobenzofurano.

Estes resultados foram refutados por BaldWin e col,
(143) os guais observaram que o produto obtido por Chan (141) era
uma cetolactona conhecida e ndo ¢ endoperdxido.

Teng e Smith (144,145) nao puderam detectar o deriva=-
do de colesterol 5- hidroperéxido, produto de lAgOZ, quando lipoxi
dase de soja agiu sobre linoleato de etila. Nilsson e Kearns (146)
ndo observaram mudangas na velocidade de oxidacdo do acido linolei-
co catalisada por lipoxidase quando D

0, ao invés de H,0, foi usa

2 2
da como solvente. Assim, parece estar exclulda a participacao de

lAgGZ no ciclo catalitico normal da lipoxidase. Esta descoberta

concorda com a observacao de que o tetrafenilciclopentadienona,que

foi usado para identificacac de lAgO2 (140), & rapidamente oxidado
por passos de oxigénioc nao-singlete gerando os mesmos produtoé que
Baldwin e col. (143).," Faria-Oliveira e col. (147), observaram Que
a velocidade de branqueamento do citocromo C pelo sistema lipoxida-

se @ aumentada em cerca de 4-5 vezes quando se passa de tampao &a-
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gua para tampao Oxido de deutérioc. B improvavel que o aumento de
velocidade em D,0 seja devido a desnaturacao do citocromo C, pois

D20 normalmente tem um efeito estabilizador (148). Por outro la~
do, tal efeito estabilizador exercido sobre a lipéxidase, deveria
protegé~la da auto-inativagao (149).

Esta interpretacao foi dividida em dois fatos: 19, o
efeito principal de DZO fol sobre a velocidade inicial e 2% curvas

similares foram obtidas em H20 e D20 quando a formagéo de hidrope

roxido conjugado foi seyuida em funcao do tempo. Interpretando es-

wr

ses resultados, pode-se dizer que o efeito de D,0 & amld&wmb,deﬁkm
formacao de 1Ag02. Contudo, sendo este efeito menor do que 10, pa-
rece necessidrio supor-se que lAg02 reage com citocromo C no primei
ro instante de sua formacgao.

Recentemente, Boveris e col. (150) observaram que a oxi
dacao de jdcido linoleico por lipoxidase produz uma cinética comple
xa de quimiluminescéncia envolvendo radical livre como produto da
atividade catalitica da enzima dependente de Fe3+. 0 efeito inibi -
dor de di-tec-butilquimol e salicilhidroxamato sustentam esta integ
pretacdao. A espécie emissora de luz azul (450 nm), responsdvel por

cerca de 46% da emissdoc fotdnica da reacdo de lipoxidase, pode ser

formada atraves de uma auto-reagdo produzindo compostos carbonili-

cos excitados através de um mecanismo denkussell (ii&i:vlagoz po
de também ser gerado por este mecanismo.Curiosamente, a emissao mé
xima deste sistema foi observada por diversos pesquisadores ao
redor de 555nm (151) 520nm(152),420nm(138) e ﬂﬁg%%SO)ﬂ.

A forte emissido da carbonilaaparece ;ztmavelménte, da intera
cao de lAg 02 com duplas ligagoes, formando 1,2-dioxetano com subsequente cli~

vagem e formagao de produtos carbonila excitada (153).

I.2.6~ HEMOPROTEINAS
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Vladimirov e col.154) descobriram que uma quimilumi -
nescéncia era observada quando peroxidase de rabanete agia sobre

H202 em presenca de tirosina e durante a decomposicdo de Hzozpor

catalase.Stauff e Wolf(91),observaram quimiluminescéncia durante a
acdo da peroxidase, mas ndo com catalase. Uma razdo para esta di
ferenga nos resultados pode ser a velosidade excepcionalmente alta de

decomposicac de H202 induzida por catalase, sendo possivel obser

var a quimiluminescéncia somente quando o processo for suficien-
temente prolongado (isto &, com pequenas concentragdes de catala

se e concentragées muito altas de H } e iniciado em concomitég

202
cia com a mistura. Embora tenha sido sugerido que parte do oxigé

nio produzido na agdo da catalase sobre H,0, seja lAqO (155) ,

2

Porter e Ingraham (156), observaram que lAgOZ representa menos

que 0,5% do oxigénio total vproduzido usando a oxigenacao de 2,5-

difenilfurano por catalase e H 02 em presencga de D20. Concluiram

2

portanto, que somente oxigénio no estado triplete @ liberado du

rante o desproporcionamento de H 02 por catalase. O grupo de

2
Foote (1) tem tentado também detectar 1Ag02 da reacao Hz%fatalé
se com aniquiladores—quimicos, porém nenhum produto de

lAgoz foi detectado (menos que 0,01%).

A adigao de H202 ov peroxidase produz uma quimilumineé
céncia muito fraca (91). A emissdo & . aumentada na presenga de
eosina, mas a espécie excitada nao foi determineda.

Piatt'e col. (187) observaram que o sistema lactopero -
xidase/Hzoz/Br" processa efetivamente a oxidacao de 1,3-difenili-
sobenzofurano e 2,5-difenilfurano. A quimiluminescéncia foi supri
mida por 2,5-difenilfurano e metionina e estimulada em um tampao
deuterado. DABCO, metionina, tripte fano e histidina, supressores

1

de Aqu, se mostraram inibidores eficientes da reagéo, enguanto
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gue os aniquiladores de radicais foram inofensivos.Concluiram,en-
tdo, que a oxidacgdo dos derivados de furano e a quimiluminescén -
cia eram devidas & oxidagao de Br pela lactoperoxidase, geran -

do OBr gue poderia subseguentemente reagir com H202 gerando lﬂggz

Rosen e Klekanoff (85) téem oferecido evidéncia mais definitiva pa
ra o envolvimento de lagoz no sistema mie loperoxidase /H202/Br— .
Este sistema foi descrito acima em relacdo a leucbcitos polimorfo
nucleares.

0 malonaldeido, formado durante a peroxidacdo lipidi-
ca e posteriormente metabolizado, (158), tem miltiplo interesse
bioquimico (159). Desde que, tanto Mn+2 gquanto peroxidase de raba
nete estejam presentes, o malonaldeido consome oxigénio em uma rea
cdo gque emite luz; nem a mioglobina nefi a hemoglobina poderiam ,
ser substituidas'pela peroxidase de rabanete. O principal pico de
emissao esta logo acima de 700nm, sendo que, ocasionalmente, obser
va-se um pico menor a 630 nm (160). Conclulndo a fofmagéo de oxi-
génio singlete observada no sistema malonaldeido-peroxidase forne-
ce o primeiro exemplo da observacao de uma emissao substancial de
1 .

Ag02 a partir de um sistema enzimdtico.

I.2.7. SISTEMAS BIOLOGICOS COMPLEXOS

Uma emissao ultra-fraca de sistemas bioldgicos foi pri
meiramente descoberta por Gurvichr: em meados de 1934 e publicado anos
depois (161), usando um detetorrbiolégico. Mais tarde, Becher (162)
descobriu a luminescencia de fibroblastos e Konev e col. (163) e
Troitskii e col, ( 164) observaram emissao ultravioleta em cultura
de levedura.Arnold e col. (165), Arthur e Strehler (166), Strehler

e Arnold (168) e Cilento (169,170) devem também ser considerados ,
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pioneiros na investigagdo de luminescéncia fraca de sistemas biold
gicos (137). Em 1954 um grupo de pesquisadores italianos desenvol-
veram um aparelho sensivel que poderia medir a luminescéncia de ' -
brotos de trigo, milho, lentilha e feijdo na regido visivel do es-
pectro (450-650 nm) causada por reagoes bioguimicas no escuro(l71,
172). vladimirov e Litvin (173) desenvolveram outro aparelho mui=
to sensivel que permitiu a deteccao de pds-luminescéncia de protel
nas secas e de luminescéncia de levedura induzida por luz que esté
bem associada ao metabolismo celular (154).

Uma observacdo particularmente interessante de Tarusov
e col. (174,175) & que a luminescéncia dos tecidos e linidios & na
regifio de 460-500nm. Ji que extratos lipidicos de tecidos apresen-
tam quimiluminescéncia durante a oxidacdo com oxigénio,& natural
supor que a oxidagdoc espontdnea(ndao enzimdtica) de lipidios é res-
ponsavel pela luminescéncia dos tecidos (137). Extensao a tecidos
cancerosos mostraram gue a quimilﬁminescéncia depende dos estados
fisioldgicos do animal (176).

A quimiluminescéncia de homogenatos de figado de ratos
sob condicdes fisioldgicas tem sido descoberta simultaneamente e
independentemente por Stauff e Schmidkrunz (177,178). Posteriormen-
te sistemas foram estudados com mais detalhes por Vliadimdrov e L'
vova (179). Adicdo de Fe't a mitocondria foi acompanhada por um
aumento da emissao (137, 180).

Num experimento muito interessante de Polinova e col.
(181) e de Tarusov e col. = (175) foi medida a quimiluminescéncia
de figado de rato in vivo colocando o animal com a cavidade abdomi
nal exposta na frente da janela de um fotomultiplicador. Recente-
mente, um estudo sistematico e detalhado'destes sistemas foi feito

por Boveris e col (113, 182) e por Cadena e col.(183-185). Estes
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autores mostraram a importdncia da quimiluminescéncia de drgaos co
mo método de ensaio util de deteccao de metabolismo oxidativos con
tinuos.

Em outro estudos Stauff e Reske (186) e Stauff e Ostrg
wstki (187) observaram emissao de uma suspensac de cé&lulas de le-
vedura e de mitocondrias isoladas.

Mecanismos complexos foram propostos para a producao,
de moléculas excitadas, incluindo geragao de carbonilos excitados
por rompimentos de dioxetanos e geracao de 1Ag02 por recombinacgao
de radicais perdxidos via o mecanismo de Russell (188). Além da
indicacdo de que a emissdo vem de oxigénio singlete ndo existem
evidéncias para a presenca desta espécie nestes sistemas.

A primeira pesquisa de gquimiluminescéncia em plantas
foi relatada por Colli e col. (171,172). Esta emissiao & regido de
460-600nm. Os mesmos resultados foram obtidos por Vartapetian e
col. (189). Outros estudos envolvem a emissao de brotos de feijao
(173) e brotos de outras plantas (190-195).

A conclusao mais importante destes investigadores &
que a quimiluminescéncia esta diretamentgfrelacionada com ativida-
de vital de plantas. Tambem existem estudos de guimiluminescéncia
em ralzes e tecidos de ervilha, feijao e milho. Acredita-se que es .
tes casos o sistema Hzoz—peroxidase & o responsavel pela emissao
(196,197).

Em geral, nestes sistemas complexos, estudos sistema-
ticos com supressores, calculos de mejia vida e estudos cineti -
cos s3o necessarios para determinar a natureza exata das espécies

excitadas.



41

I.3- OBJETIVOS DA TESE

Visto que a metodologia esta muito desenvolvida em
sistemas fotoquimicos de geracdo de oxigénio singlete, mas em
sistemas bioldgicos esta: ainda, sem diretrizes estabeleei
das, o objetivo principal desta tese @& sistematizar a detecgao
de oxigénio singlete em varios sistemas enzimdticos. A contribui‘
cdo desta tese & principalmente,em prostaglandina sintetase atu-
ando sobre &dcido araquiddnico; peroxidase atuando sobre malonal-
deldo, acido indol-3-acético, Hitrosaminas, &cido barbitdrico e
dcido £6lico; e a acido fdlico oxidase atuando sobre Acido £6l1i
co -

Atraves destes sistemas chega-se a uma metodologia a
ser seguida para determinar a existéncia de oxigénio singlete em
sistemas bioldgicos.

como segundo ponto de interesse, pretendesse mostrar
os efeitos desta espécies - em sistemas quimicos/%iolégicos mais
complexos e maneirade predizer efeitos bioldogicos como por exemplo,

mutagénese e carcinogénese. o
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IT - PARTE EXPERIMENTAL

IT.1. REAGENTES

Acido araquidbnico (99%), glutationa, superdxido dis
mutase, catalase,L-triptofan, Q—caroteno, peroxidase de rabanete
(tipo VI),L-histidina, benzoato, hidroxitolueno butilado, guanosi
na, bilirrubina, hemina, e acido pterin-6~carboxilico foram obti
dos da SIGMA Chem. Co. l,4~Diazobicich2.2.2)0ctano (DABCO) ,1,3 =~
difenilisobenzofurano, o-dibenzoilbenzeno, D20 (99,8%) e 1,1,3,3~
tetraetoxipropano foram obtidos da Aldrich. Chem. Co..Eosina, ma-

nitol, acido indol-3~acético, H,0, (30%), riboflavina, rodamina B,

272
rosa bengala,eritrosina B, fluoresceina e Acido £&lico foram . da
Merck Co.., 2,5-Difenilfurano foi da Eastman. Acido barbitlrico

foi da Hopkins and Williamsltd..Antraceno~2- sulfonato, 9,10~dife-
nilantraceno—-2-gulfonato e 9,10~dibromoantraceno~2—sulféhato foram
preparados por métodos publicados (198-200). Malonaldeido (sal so-
dico) fol preparado por hidrdlise de 1,1,3,3-tetraetoxipropanc u -
sando o método publicado (201). Pterin—ﬁ;aldeido e 6~hidroximetil~
pterin foram preparados pelo fétodo ja& publicado (202). Os experi
mentos com D20 foram feitos segundo métodos descritos anteriormen-

te (203).
Ir.2. ATIVIDADE DE ENZIMAS

A prostaglandina sintetase foi preparada da seguinte
maneira: a medula renal foi separada da paréde externa por dissec
cdo. com tesoura (204) apds poucos minutos da morte do coelho.To~

das as manipulagdes posteriores foram feitaé a 0-59C, segundo os
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procedimentos publicados (205). A medula congelada (18gr) foi ho-
mogenizada num equipamento de Waring por 3 min com 60ml de tampao
fosfato 50mM a pH 7.0. O homogenato foi centrifugado a 105.000 x §
por 60mn. O precipitado foli suspendido em 20ml do mesmo tampdo e o
centrifugado a 105.000 x g por 60min. O precipitado (fragao micros
sonal) foil ressuspenso em tampao fosfato 5 mM a pH 7,0, contendo
5mM glutationa, etilenglicol (20% v/v) e Tween-~20 (1% peso/v). 0
volume final foi ajustado a 10ml. A mistura foi dispersa com um
homogenizador Potter-Elvehjer e mantido em gelo por 30min segui-
do por centrifugacae a 105.000 x g por 60min. A solugdo sobrena-
dante & designada como enzima solubilizada j& que apresenta ativida
de seguida pela formagao de PGE,. Uma coluna de DEAE-celulose (2 x
8 cm) foil equilibrada com tampao fosfato 5 mM pH 7.0 contende 10mM
glutationa, etilenglicol (20% v/v) e Tween-20 (0.1% peso/v). A en-
zima solubilizada foi aplicada na coluna e foi eluida com o mesmo ,
tampdo (200ml). A enzima eluida refere ~se como Fragao-I fbanda S0
ret a 450nm). A concentracao de fosfato foli aumentada a 200mM e a
coluna foi eluida novamente com este tampao (lOOml).rO eluido foi
designado como Fracao -II (ndo tem banda a 405 nm). A concentracao
da proteina foi determinada pelo método de Lowry e col. (206).

A determinagac da atividade foi feita da seguinte manei
ra: uma mistura de 2 ml da Fragao~I (0,68 mg de proteina com 5mM
de glutationak 2 ml da Fragao-II (0,17 mg da proteina com 5mM de
glutationa) em um volume total de 10ml de tampao tris-HCL 0.1 M pH
8.0, fol incubada com "dcido araquiddnico (500 nmol) na presenga de
L-triptofane (50 mol), hemoglobina (2 nmol) e glutationa (10uM) a
379C por 30min. Uma mistura de éter etilico (30 ml) metanol ( 4 ml)
e acido citrico (1 ml,0.2 M ) foi adicionado & mistura de reagdo pd

ra interrompé-la. A fase organica foi tirada e o solvente evaporado



44
sob pressdo reduzida. O residuo foi analisado por cromatografia
de camada delgada em silica gel( Eéstman Kodal 13181) eluindo com
dter-metanol-dcido acético (90:1:2 ) e revelando com vapor de io-
do (207). Quatro manchas comRf 0,967 0,84%0,78 e 0,34 (maior) fo-
ram detectadas. Comparados com amostras auténticas os Rf's corres
ponderam a acido araquiddnico (46% conversao . a produtos),acido
12- hidroxi-5,8-10 heptadecatriendico (HHT), PGA, e PGEZJrespecti—
vamente.

A mesma reagao na presenga de somente‘Fragéo-I deu os
seguintes Rf's 0,97, 0,84, 0,54 (maior), 0,30 e 0,19 corresponden-
do a acido araguidonico . HHT, PGD,, PGE, e PGF 0 = A Fracao~II ,
foi inativa sob as mesmas condigdes de incubagao empregada para
Fracao I.

A enzima de Acido fdlico oxidase extralda de eritrdci-
to foi preparada da seguinte maneira: Retira-se o soro do sangue
por centrifugagdo a 500 x g por 10 min a 09C, até se obter 22ml de
eritrdcitos. Lava~se os mesmos com solugao isotdnica de NacCl a pH
7.4 para garantir a tamponacdo do meio e centrifuga-se. O precipi
tado & entio colocado em 20 volumes de agua para produzir a hemb~
lise das células. Apds 30 min adiciona-se HCl concentrado (27 ml )
gota a gota no hemolisado, ainda sob agitagdo... Centrifuga-se em
500 x g e o precipitado formado & lavado com HCl1 2 N. Centrifuga-
se, novamente a 500 x g e a seguir suspende-se O precipitado obti-~
do em 50 ml de dgua destilada e leva-se o pH para 5,5 por adicao
de NaOH 1,0 N. Finalmente, para garantir pH 7.0, & mistura adi-~
ciona-se tampao fosfato 0,5 M pH 7.0.‘0 precipitado formado & re-
mpvido por centrifugagao a 500 x g e o sobrenadante contendo o}
material ativo & dialisado em agua destilada por 18 horas a 0-4%9C

com agitagao. Logo, recolhe-se © dialisado e mede~se o volume.Pa~
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ra cada 100 ml adiciona-se lentamente 32.5 gr. de (NH4)2 804 com
agitacao. A seguir centrifuga-se por 20 min a 11.000 x g a 0%c .o
sobrenadante obtido & levado a 70% em (NH4)2 SO4 adicionando 9,3gr.
para cada 100 ml de dialisado, vagarosamente e agitagao. Ceﬁtrifg

“c por 20 min e dissolve-se cuida

ga-se novamente a 11.000 x g a 0
dosamente. O precipitado formado & ressuspendido em 50 ml de "&gua
destilada. Dialisa-se por 20 hrs.em agua destilada a 49C.

A atividade da enzima foi medida pela aminodiazotagao
na degradacao de “acido £8lico utilizando o método de Bratton -
Marshall (208), com nitrito de s&dio (0,1-% peso/v) e &cido tri-
cloro acético a 30% (peso/v), sulfonato de aménio a 0,5% (peso/V)
e, ainda hidrocloreto de N-naftiletilenodiamina (0,1% peso/v),dan
do uma cor roxa, cuja medida & feita a 540 nm. A concentragdo da
proteina foi calculada por 1,45 Esgo ~ 0,74 By (mgr.e proteina/

ml) sequndo o método de Arsvpdakshan e Braganca (209) e Braganca e

col. (210).
II. 3. APARELHOS

Espectros de absorcao foram"%eitos em um espectrofo -
tSmetro Zeiss DMR 21, ou Cary 219, Espectros de dicroismo circular
foram medidos em um espectropolarimetro Cary 60 equipamentos com
um sonda de CD modelo 60002. Os consumos de oxigénio foram medidos

em um Oxigrafo da Yellow Springs Instr. Modelo 53. As emissoes fo
ram medidas dependendo das intensidades da emissao em um fotoconta
dor Hamamatsu TV C-767 com um fotomultiplicador 1P28 ou um fotomul
tiplicador Hamamatsu HTV-R-562; contador de . cintiiagéo liquida da
Beckman modelos LS 100c, LS 250 ou LS 7000 (211, 212) ou em Fluori
metro Perkin-Elmer MPF 4 com um fotomultiplicador 446F ou MPF 44B

com um fotomultiplicador R928. O"cocktail" de cintilagdo de
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Hastings-Weber (213) foi utilizado como padrao para as emissoes.
17.4. Métodos
Os métodos para o estudo de aceptores emissivos e su

pressores s3o descritos nos trabalhos de Cilento (214,215)e Cilen

to e col. (216).
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO

III.1. PROSTAGLANDINA SINTETASE

Recentemente tém-se demonstrado a formagao de PGE,

PGF. e Acido 1l2-hydroperoxy-5,8,10 heptadecatriendico de tecidos

2

de medula renal (217-219). PGE. and PGF, tem sido isolados destes

2 2

tecidos (220-223), junto com PGA mas considerou-se que todos e-

2f
les eram produzidos nao-enzimaticamente a partir de PGEZ, durante
os procedimentos de extragao. Recentemente, (224) foi relatado

que epinefrina estimulava a sintese de endoperbxidos de acido ara

quiddnico, entretanto a glutationa facilitava a formacao de PGs

do endoperdxidos PGG,. (ESQUEMA II)
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A prostaglandina sintetase de vesiIcula biliar (micros
somos) tem sido solubilizada na Fragao I que sintetiza PGH, e a
Fracac 11 que isomeriza PGH, em PGEZ..Muito recentemente, a Fra
cdo I foi purificada (225). Também tem sido relatado o possivel
envolvimento de peroxidade (226) na sintese de prostaglandina. Re
centemente, tém-se purificado a ciclooxigenase (227).

Nossos resultados, descritos na Parte Experimental
mostram que a Fragdo I das proteinas extraldas de rim de coelho
na auséncia da Fragdo II estao de acordo com o acimulo de endope-~

réxido e, subsequentemente, decomposigao, principalmente em PGan,

(ESQUEMA III).

PGE2 e PGD

2

™ OO

e —t

ESQUEMA III
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Estes resultados experimentais indicam que o mecanis-
mo proposto por Miyamoto e col. (205) para fragao microssomal crua
de vesicula estd também operante no caso da medula renal.

A biossintese de prostaglandina envolve uma série de
reag&es que, provavelmente, sao catalizadas por vArias enzimas a=-
tuando sequencialmente. Quimiluminescéncia na biosintese de pros-
taglandinas aparece como em nuitas outras reagoes enzimaticas. Provavel-
mente, vem de espécies eletronicamente excitadas como érupos car-
bonilicos, ions superdxidos, radicais hidroxilas e oxigénio sin -
glete (228). Logo, & interessante analisar se o oxigénio singlete
participa na biosintese de prostaglandinas como sugerido por
Marnett e col (130).

Tabela 1 mostra os requisitos dos cofatores para a
reacdo da Fragdo I com &cido araguiddnico. Na guimiluminescéncia
a hemoglobina foi eliminada devido a esta hemoproteina induzir lu
minescéncia com acido araquidbnico.

Adicdo de Acido araquidénico como sal de amdnic a uma
suspensido da Fragado I nas condigdes descritas na Tabela 1 (experi

&ncia 4) resulta em guimiluminescéncia (Fig. 3) que ndo foi afe-
tada por catalase e manitol e & levemente afetada por superdxido
dismutase (provavelmente supressdo por proteina). Com Lwtriptofénp,
L-histidina, B-caroteno e borbulhando nitrogénio ha uma supressao
da luminescéncia de 90%, 70%, 60% e 40% respectivamente. Aumento
da emissio com DABCO foi observado (Tabela 2). Quandoc eosina
(10 aM) foi adicionada 3 mistura de reacgao apbs 3 min. apareceu u

ma nova emissao (Fig. 3)



INTEGRATED ENLISSION
CPS x 107
»

]
SECONDS

FIG. 3 QUIMILUMINESCENCIA DE PROSTAGLANDINA
SINTETASE: (-e-e), Reacdo 2, Tabela 1;
(-8-) Fracao II (0,6 ml, 73,2 ug de:prg
tefna/0.1 ml), triptofano (5 mM), glu-
tationa (10 uM) e &cido araguiddnico
(0.25 mM); ( -A-) Fragdo II (0,6 ml),
glutationa (10 uM); (~0-0) Reacao 4 ,
Tabela 1; (-0 -) adi¢ao de eosina depois

de 3 min. (10 uM) na reacgac 4.
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TABELA 1

REQUERIMENTOS DE COFACTORES PARA A REAGAO DE PROSTAGLANDINA

ENDOPEROXIDO SINTETASE 2
Exp. Cofactor Decomposigdo do
substrato (%)
1 nenhum ‘ 8
2 Triptofano 5 mM 35

glutationa 10 mM

Triptofane 5 mM
3 hemoglobina 0.2 uM 46
glutationa 10 uM

4 Glutationa 10 uM 10

5 Glutationa 10 uM 14
hemoglobina 0.2 uM

a) Acido araquiddnico (0.25 mM), glutationa (10 uM), 0.6 ml de
Fragdo I (49,2 pug/0.1 ml) num total de 5 ml de tampao Tris-
HC1 0.1 mM pH 8.0 . Tempo de reagdc 30 min.

Nas reagdes biogquimicas a espécie mais comum no estado
‘eletrdnico excitado & o oxigénio singlete %Ag :02 como foi descri
to na INTRODUGAO. | |

0 fato da biossintese deprostaglandina ser inibida por
supressores de oxigénio singlete, tais como 1,3-difenilisobenzofu
rano (130), tetrafenilciclopentadienona (128); bilirrubina e dife
nilbenzofurano (112) e da emissao de luz observada durante a incu
bacdo de acido araquiddnico com a fragao vesicular de ovelha ser
atribuida a enzima responsavel pela sinﬁese de prostaglandina,sao
indicativas de que a geracaoc de estados excitados & um passo im -~

portante na reacgao.
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TABELA 2

INIBICAO DA QUIMILUMINESCENCIA DA PROSTAGLANDINA ENDOPERGXIDO
SINTETASE POR VARIOS AGENTES &

Compostos Igziziiggdeb Supressao de
Nenhum 100 -
SOD 100 unidades 60 0,°
SOD desnaturado ' 70 -
Triptofano 5 mM 10 lO2
Histidina 5 mM 30 102
R-Caroteno 0.2 mM 40 102
Nitrogénio (tragos de 0,) 60 -
Manitol 5 mM 95 OH*®
Catalase 0,15 mg S50 H202
DARCO 10 mM 200 \ 102

a) Nas mesmas condigoes da Tabela 1.
b) Intensidade integrada a 4 min.

Nossos resultados de supressao da emissdo da Fragdo I
sao iﬁ&icativos do envolvimento de oxigénio singlete na prosta -
glandina endoperdxido sintetase e nao na fragao de isomerase. Lo-
go, este estudo mostra que o método bioenergizado (geragdo de es-
tados eletronicamente excitados por sistemas enzimiticos) & um mé

todo adequado para o estudo de mecanismos em sistemas complexos

como O de prostaglandina sintetase.
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TTI2. HEMOPROTEINA (PEROXIDASE)
ITT.2.1. NITROSAMINAS.

A degradacao de nitrosaminas por homogenatos de figado
ou rins (229), extratos de plantas (230) & por peroxidase (213) tem
sido publicados. Acredita-se que o primeiro passo in vivo destas
oxidagdes & catalisada pelo citocromo P-450 que tem uma fungdo de
oxidase mista.

' 0s efeitos destes compostos tém sido investigados por
longo tempo os quais tém-se mostrado carcinogénicos, mutagénicos e
podem induzir tumores em animais prenhos. Acredita-se, com base
nos resultados, que estes efeitos sdo possiveis através de alqui -
lacao das bases de dcidos nucleicos (232). Entretanto, ndo existe
razado quimica para se acreditar que a alquilagao da guanina no
N-7 ou 06~poderia ter efeitos mutagénicos. Logo, qualquer relacao,
entre as reagdes primdrias e a Qltima resposta oncogénica aparece
muito duvidosa (233).

Previamente, nds tinhamos enwontrado que as nitrosami
nas eram degradadas por peroxidase produzindo quimiluminescéncié
(231). Logo, era interessante determinar a natureza desta emissao

e estudar as possiveis implicagOes dessas espécies eletronicamente

excitadas na carciﬁogénese de nitrosamiﬁgg.uulm
Foi observada, também quimiluminéscéncia na decomposil-
de diisopropil-N-nitrosamina catalizada por HRP a pH 7.4 (Ta-
bela 3 ). Existem evidéncias sugerindo gue oxdgénio singlete seja
responsavel por esta quimiluminescéncia e a inibigdo da emissao
por histidina, metionina, difenilfurano, 1,3-difenilisobenzofura~

no, que sac excelentes supressores de oxigénio singlete, foi

observada.
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TABELA 3

FORMACAO DE OXIGENIO SINGLETE DURANTE A DECOI&&POSIQKO DE DIISOPRO~
PIL-N-NITROSAMINA CATALISADA POR PEROXIDASE.

Consumo de Emissac integrada  %Relativo
4

Oxigénio a5 min x 10 de 1,3~di-
{nmol/min) {contagem) feniliso-
benzofurano
{apds 15min.)

Controle 750 239 100
Histidina 1.0mM 520 24 83
Histidina 2.0 mM 360 16 63
Metionina 0.1 mM 620 77 81
Metionina 0.25 mM 540 60 71
3,5-Diterbutil-4 hidroxiben '
zila alcool 1.0 mM 216 98 33

" " 2.0 M 0 | 0 0
Hidroxitolueno butilado 2.0mM 0 0 0
Benzoato 2.0 mM 700 235 95
Difenilisobenzofurano 0.1mM 1200 156 -
Difenilfurano 936 150 -
Difenilfurano 1.0 mM - 96 -
Catalase 580 unidades 840 210 . 90
Catalase denaturado 580un. - 200 -
SOD 100 unidades 700 200 93
SOD denaturada 100 un. - 215 ~
Controle 720 2,3° 100
DABCO 1,0 mM 730 3,20 90
DABCO 10,0 it 725 5,0° | 83

a)Para consumo de oxigénio o meio de reagao tinha 40 mM de diisopropil-N-nitro
samina, 3 aM de HRP (tipo VI) em tampac fosfato 0.1 M pH 7.4; para quimi lumi

nescéncia foram adicionados 80 M de eosina.A oxidagdo de 38 pM de 1,3-difenili

scbenzofurano foi seguida a 2509C por absorgac a 420 nm.

b) sem adicao de eosina.
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fambém pode ser visto que o consumo de oxigénio por hisQ
tidina e metionina nie afetam marcadamente a formagado do interme
diadrio. Os anti-oxidantes como hidroxitolueno bukilado e 3,5 dlco
ol diterbutil-4-hidroxibenzilico suprimem completamente o consumo
de oxigénio e, obviamente, a emissdo por mecanismo diferentes,
Nenhum efeito fcol observado com benzoato, catalase e S0D que 820
aniguiladores de radicais, perdxido de hidrogénio Ion superéxido;

Outras evidéncias importantes que sugerem que O Oxigé-

nio singlete seja responsavel pela quimiluminescéncia & notdvel o
aumento da emiss@o na presenga da DABCO, gue aumenta a emissao do
oxigénio singlete dimol em meic aquoso (234). Os (nicos produtos
detectados na coomidacdo de 1,3~difenilisobenzofurano e difenilfu
rano foram dibenzoilbenzeno e dikenzoiletileno como produtos da
reacdao com oxigénio singlete.Estudo do efeito da concentragao do
tampdo mostrou que a 1.0 M de tampda fosfato era atingido o maxi
mo da emissdo. A emissdo é linear com respeito a concentragac da
nitrosamina na faixa de 10-150 mM. A Tabela 4 mostra a influéncia
dos diferentes aumentadores da emissdo na catdlise da reagao.En -
controu-se que a intensidade da luminescéncia era fortemente de
pendente da energia de excitagao dos estados excitados singlete,
que sao muito similares em todos os compostos estudados; A eleva-

da concentragao do corante requerido para atingir a maxima lumi -~

nescéncia ( 0,1 mM) parece apoiar o mecanismo de Khan.é K;;h;m“
(57,101) no gual o complexo bimolecular de duas moléculas de oxi
génio singlete sao requeridas para ter suficiente energia para

excitar os substratos orgénicos. Os passos pelos quais a energia
surge sao incertos e, uma excitagao por dois passos sucessivos ,

como por mecanismos termomuleculares, tem sido proposto (57,101).



Com base numa dupla reciproca para eosina e num va -
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lor de k, para [L-carotenos (3 x 107" M ~ seg ), a vida da espé

cie excitada foi 1.0 x 10m6 seg. A vida média para l&éoz em a-

gua tem um valor de 2 X l(‘)m6 seg. (29).Apesar da emissao ser fra

ca na auséncia de aceptores emissivos, o espectro de emissdo foi
observado na regiao entre 560-600 nm.

Com base na distribuigéo de produtos, Esquema IV & su
gerido. Oot- hidroperoxi-N-nitrosamina II pode decompor-se num
switerion ITI e este {iltimo, por colisdc com II pelo mecanismo de
Benson (235), pode dar acetona, oxigénio singlete e a hidroxi ~
N-nitrosamina V.

Estes resultados mostram que . a produgdo de oxigénio

. pede . .
singlete vir de uma reagao concomitante que poderia ter um papel
importante na carcinogénese de nitrosaminas. O fato de acetato de
retinilo,um composto similar a ﬁ—carotenos, inibir carcinogénese
mamdrio induzida por nitrouré&ia (235) e suprimir carcinoma de be
xiga induzido por dibutilnitrosamina, devido i ingestao diaria de

indol (236) que por sinal, & um excelente inibidor de oxigénio ,

singlete, poderia apoiar a hipdtese de que oxigénio singlete tem

um papel mais importante que a alquilagao. .
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TABELA 4
INFLUENCIA DE VARIOS ACEPTORES EMISSIVOS SOBRE A EMISSAO INTEGRA-

DA DURANTE A DECOMPOSICAC DE DIISOPROPIL-N-NITROSAMINA CATALISADA
POR PEROXIDASE &

Emissao Banda de Fluorescéncial Energia®
Aceptor emissivo integrada  Excitagao Singlete Triplete
a 30 seq {nm) (nm) (Kcal/mol)
contagens
x 1074
Controle 3,0 - - - -
antraceno-2-
sulfonato 3,6 380 425 68 42.5
9,10~-dibromo—
antraceno—2-sulfonato 4,0 403 435 66 40.2
9,10-difenil-
antraceno-2-sulfonato 3,5 403 440 65 40.6
Riboflavina 3.0 440 540 53 47.0
Fluorescelna 42,0 500 550 52 45.2
Eosina 173.0 513 565 51 43.2
Rodamina B 170.0 550 590 49 43.0
Rosa Bengala 427,0 560 618 - 46 39.5

a) O meio de reagac contém 8.0 mM diisopropil-N-nitrosamina,2pM de HRP (ti -
po VI) em tampao fosfato 1.0M pH 7.4 e 40 pM do aceptor emissive a 40¢C.

b) todos os espectros de fluorescéncia foram tirados nas condicoes de rela-
cao.

¢) referéncia 237.
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111‘2.2. ACIDO INDOL~3~ACETICO

A geracao bioguimica e a funcionalidade de espécies e-
letronicamente excitadas tem sido amplamente estudadas em nosé;‘ |
grupo (238) e em colaboracao com o Prof. Cilento na USP (214,215).
Um sistema bastante estudado e de importadncia no crescimento de
plantas @ o acido indol-3-acético (211,239). A reagao ocorre, pe-
lo menos formalmente, através de uma dioxetanona (Ec.10) cerando
o indol-3-aldeido eletronicamente excitado, possivelmente em seu

estado triplete:

- H . | |EI'-Cl“Q CO2 2"‘0
Suit S Swi o wi
N .
i ;

L ]

i Eg. 10

Como se sabe, as espécies tripletes sd@o suprimidas por

oxigénio e oxigeénio singlete pode ser formado nesses pProcessos
(240); assim, tornou-se importante analisar a formacao de oxigénio
singlete nesses processos enzimaticos. Como primeira aproximagﬁo,
foram ensaiados g tipicos supressbres de oxigénio singlete, bem
como os aumentadores desta emissao. Por exemplo, em concentragoes
de histidina que nao influenciava o consumo de oxigénio, calculow

se atraves de um grafico de Stern-Volmer um valor de kg de 276Mfl.

- - 8 -1 - -
Se se supoce cue o valor de kq e de 10 M seg 1 (cue e o valor
observado para histidina em fotoquimica) a 19, a vida média, pode

. -6 - .
ria ser 2.8 x 10 seg , esse valor sugere gue a especie excitada

o 6

seja realmente oxig8nio singlete ja cue o T~ em aqua & 2.0 X 10~

seg. O valor reciproco da inclinacao do gradfico de Stern-volmer
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forpece o valor de B, gue & a concentragac de supressor neces -
siria para aniguilar 50% do oxigénio singlete. O valor de 8 obti-
do da maneira descrita para o sistema em discussao deu o mesmo da
literatura (3 x 10—3 Ml;resultados similares com guanosina foram
obtidos.

O espectro de emissdo do sistema de oxigénio singlete
dimol & muito complexo (241), O espectro do sistema acido indol -
3—acético/HRP/O2 também & complexo, mas contém, além, de outros
picos, um proeminente a 630 nm e uma indicacao de outro a 675 nm,
gue s3o esperados para oxigénio singlete. A auséncia de efeitos
com catalase, benzoato, carbonatos e SOD, indica que a emissao
nao vem de H,0,, OH', e 027, gsendo que oxigénio singlete & a espé
cie importante na emissao deste sistema. Além disso, um efeito
marcado na emissdo & encontrado na presenga de DABCO e de &gua
deuterada. Uma outra possibilidade de formagao de oxigénio single
te seria a decomposi¢ao do hidroperdxide formado na fase estacio-
naria (Eg. 10) pelo mecanismo de Russell (117). Este hidroperdxido
pode ser detectado quando se faz a correlacao de consumo de oxigé
nio com formagdo de produtos e emissao. Os doils Gltimos se cor -
relacionam bem, mas o consumo de oxigénio se mostrou muito mais
rapido. (FIG. 4)

Cadet e Teoule (242) relataram gue a guanosina reage
especificamente com oxigénio singlete. Na realidade, usando o
(5,8—14C) deoxiguanosina no sistema, foi deteétado N({2-deoxi-D-e~
ritro—pentosil)uréia (Rf 0.18). A formacao deste composto pode
ser racionalizada por uma cicloadicao de oxigénio singlete nas 1i

gacdes 7,8 e 4,5 e, subsequente decomposigao do endoperdxido for-

mado. Foi detectado também, Nt (2-deoximBweritropentofuranosil)N2

formil-ureia Rf 0.31) .
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CORRELACAO ENTRE OS VARIOS PARAMETROS.
(- A-) consumo de oxigénio; (-0-) emissdo total
e (-o-) formagado de indol-3-aldeido, no sistema

acido indol-3-acético (0,20 mM)/HRP {2.0 uM)/EDIA

(30 uM)/0,, em tampao acetato 50 mM pH 3.8 con -

tendo 39 mM etanol.
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Zweig e Henderson ( 248 ) deram um tratamento cinéti-

co muito Gtil para o estudo de supressdo aplicando técnicas de es
tado estacionadrio para determinagao das velocidades de reacaoc de

oxigénio singlete. Essencialmente, a quantidade de produto AO2

(endoperdxido) estd dada pela Egq. 1l:

1 . 1 . (kq + kR) Q) + kd 1 1

1 1
(20,) (ro,) K, (@) (to,)

(Egq.11)

onde (102) € a quantidade total de oxigénio singlete gerado, (A) &
a concentragao do aceptor e (Q) a concentracaoc de supressor, e kq,

kR e kA sao as constantes de Velocidade para supressdo, reagao com

Q e com A, respectivamente. Quando o método biocenergizado & aplica

do {243,244) (AOZ) & representado por I, - Q' onde IO & emis~

%A)

sao fotdnica na auséncia de A e Q. Logo, se (Q) & constante, e se

a quantidade de A que & convertida em A0, & mantido menor que 10 §,

2

entao, o grafico 1/ (IO - ) vs. 1/(A) da uma linha reta. Em

I

A,Q ,
outras palavras, uma familia de curvas para diferentes concentra -
¢oes de supressor (Q) permite a distingao entre uma supressdo fisi
ca verdadeira e outras alteracgGes. A constdncia no coeficiente li-

near do grafico 1/(I ) vs 1/(A) a diferentes (Q) & diagndsti-

o Ia,0
co para supressao de oxigénio singlete e , implica que A e Q compe
tem por um intermedidrio comum. A supressao da oxidagdo da histidi
na por guanosina no sistema do acido indol-3-acético & mostrado na
Fig. 5 , e mostra constancia no coeficiente linear.

Logo, neste caso, a cinética de emissao, o espectro de

emissao, a distribuigdo de produtos, o efeito de D,0 e DABCO sobre

2
a emissao, os eféitos de supressores e a aplicacdo da técnica de
estados estacionarios mostra, gue para se ter certeza da presenca

de oxigénio singlete em sistemas enzimiticos esta metodologia deve

ser aplicada.
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FIG. 5 - SUPRESSRO DA OXIDAGAO BIOENERGIZADA DO SISTEMA ACIpo~-
INDOL - 3 - ACBTICO |
(0.1 mM) /HRP (0.25 uM) /EDTA (30 uM)/Oz/’tampéa acetato.0,05M
NF;Hpﬁx"'ei‘-'énga de guanosina: 0,0 M (=0—-),1.25 mM(~0E~)

e 2.5 nM (— 4~ ),
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IIT.2.3. MALONALDEIDO

\

Anteriormente, nés tinhamos encontrado que malonaldel
do era metabolizado por peroxidase gerando oxigénio singlete. Is-
to estava so0 fundamentado em dados espectrals (160).

Agora, foil estudada sistematicamente sua identifica-
gao atraves de efeitos de supressores, aceptores emissivos e ou-
tras técnicas. &

Neste sistema como nos anteriores n&do exlste correla-
cdo de consumo de oxigénio com a emissdo fotdnica (FIG, 6}, indi-
cando um acfimulo de intermedidrio, possivelmente o hidroperdxido.
A Tabela 5 mostra o efeito dos diferentes agentes sobre a emis-
sao.

Pode-se concluir desta Tabela que nadc existe  nenhum
outro tipo de espécies gue poderia estar prejudicando a emissao
de oxigénio singlete. O aumento da emissdc com eosina (10 uM) foi
observado, mas inexplicavelmente nao teve o aumento esperado na
presenca de DABCO. O estudo cinético mostra uma interagac de
DABCO com o sistema, fato nao acontecido nos outros sistemas bio-
16gicos. Este efeito estd sendo estudado com mais detalhes., A e~
miss3o aumenta aproximadamente 4 vezeS na presenga de tampao deu~
terado.

Os valores de t° (vida média da espé@cie) obtidos dos
experimentos de supressao com guanosina e hisgidina foram de
1,42 x 1078 seqg e 5.0 x 10 =6 seg respectivamente (t° oxigénio
singlete em Agua 2 x 1078 seqg), ao passo que os valores B nestes

3

casos foram de 7.4 x 10 " Me 1.2 x 10'3 M, respectivamente. Bi=

lirrubina mostrou-se muito eficiente na supress@c de oxigénio sin

glete (valor de B de 1.7 x 1072 M) .
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FIG. 6 - CORRELAGAO DOS VARIOS PARAMETROS
(~B— ) consumo de oxigénio, (—-®- ) emissdo total
do sistema malonaldefdo (0.67 mM)/ Mn't (1.6 mM)/ HRP

(6.7 uM) /O:2 em tampao acetato 0.2M, pH 4.8,
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TABELA 5
\
FORMAGRO DE OXIGENIO SINGLETE DURANTE DECOMPOSIGCXO DE MALONALDEI~

DO CATALISADA POR PEROXIDASE 2

Intensidade Mixima

Composto -5 Detecgao
contagens x 10 “cpm
Controle 15,0 -
Metionina 0,29 mM | 12.5 1o,
Triptofano 0.1 mM 12,0 ’ "
Triptofano 1.6 mM ' 9.7 "
Guanosina 1.23 mM | 12.1 "
Guanosina 5.8 mM 8.2 ' "
Histidina 1.9 mM 2.1 "
Bilirrubina 2.5 uM 5.2 "
DNA 138 uM 13.0 : "
Benzoato 0.1 mM 13.5 OH.
Bicarbonato 12,3 mM 14.7 OH-
SOD 203 unidades T 11ls 0y
50D denaturada 203 unidades 9.7 -
Catalase 150 unidades : 12.5 H202
Catalase denaturada 15C un. ‘9.7 -

a) sistema Mn®' (3.13 mM)/malonaldefdo (10.5 nM)/HRP (3.8 uM)/O,
em tampdo acetato 0.2 M e pH 4.8 e 38° C,
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A distribuicdo de produtos também foi realizada com

140) deoxiguanosina como no caso do sistema de Acido indol-3

(5,8~
-acético. Os mesmos produtos foram detectados, o N(2-deoxi-D-eri-
tropentosil)uréia (Rf 0.18), um composto desconhecido (Rf 0.23) e
Nl(2—de0xi~B—eritrOpentofuranosi1)Nzuformiluréia (R£.0.31). Coles
terol (20 uM) suprimiu 5% da emissdo total do sistema e ergoste-
rol suprimiu totalmente a emissd3o a uma concentrag¢do de 1.0 uM
Nestes dois {iltimos casos nao foi estudada a distribuigdo dos pro
dutos,

0 estudo cinético por técnicas de estado estaciondrio,
da mesma maneira que no caso de Acido indol-3-acético, mostrou

constincia no coeficiente linear quando este foli realizado com

histidina e guanosina.

I11.2.4. ACIDO FOLICO

Kcido fdlico & metabolizado a acetamid¢obenzoil gluta-
mato. Isto sugere que o catabolismo de folatos possa acontecer in
vivo na ligagao Cg—Nlo. Realmente, tem sido demonstrado o metabo-
lismo de acido f0lico em extratos crus de animais (245), ” em
E.coll (246) e em eritrScitos (247). Recentemente, tem-se achado
que dcido fdlico & metabolizado em células cancerosas a 6-hidroxi
metilpterina através da produgdo de pterin-6-aldeido (248). Logo,
era interessante estudar o metabolismo na presenga de oxidase, co

mo por exemplo peroxidase, jd que na analise de produtos poder~se

~ia pensar na possibilidade de produzir oxigénio singlete. (Bq.l2).
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R R
/'JMM\
COOH
f‘} | " 9 10
\ ;rug NH%<1>%O—NH CH ——gre—® 29—?HMNHMR
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FOLIC ACID COOH |

e ‘. 0
RR—C—H + 03 + 2HN-R
o]

Eq. 12

Apds estudos de consumo de oxigénio, encontrou-se que
era necessiria a adigao de fons Mntt e glutationa como cofatores.
Mas, s6 a interacao destes cofatores na presenca de peroxidase
produzia perdxido de hidrogénio (244), assim, foi necessario uti~
lizar catalase em todos 0S8 ensaios,

A cinética de emissdo acompanha a decomposigdo de aci
do fdlico catalisada por peroxidase a pH 5.5 (Tabela 6). A inibi-
¢cao por bilirrubina, um conhecido supressor de oxiqéﬁio sinqleté
(249), & evidéncia de que o oxigénio singlete é a espécle que emi
te. Entretanto, a adi¢do de guanosina e histidina nao afetaram a
emissdo. Isto #e deve, provavelmente, ao fato de nao gerem tdo e-
ficientes como bilirrubina para competir com glutationa ou gluta~-
tiona oxidada (250,251) produzida no meioc da reagdo (244),

Outras evidéncias importantes (Tabela 6), gue sugeremn
que oxigénio singlete & a espécle responsével pela emissdo, sdo a
estimulagao da emissd@o por DABCO em meio aquoso .(88) e o fato do
espectro da reacao nao sensibilizada mostrar ﬁm mdximo aoc  redor
de 560 nm.

A 23° C a emiss3o total (Tabela 6) & aumentada de 4-5
vezes quando se utiliza D,0, Nenhum efeito foi observado ao utili

zar benzoato e SOD. Possivelmente, a emissdo vem de um intermedié
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rio semelhante ac proposto em nitrosamina e em malonaldeldo, j&
' que\ndo existe correlacdo entre o consumo de oxigénio e a forma-
cdo de produto e a emissdo (FIG. 7). Um mecanismo similar foi pro
posto na oxidacgao catalisada por HRP de aminas terciarias COom
H202 {250} .

Somente 0s corantes xanténicos aumentam a emissdo des
te sistema. 0s valores de TO determinados por grificos Stern-vVol-
mer para histidina e guanosina ndo sio significativos devido a
pouca supressaco observada, mas na presenéa de bilirrubina obteve-
-se um valor de vida média similar ao de oxigénio singlete obtido
anteriormente, mas com constantes de supress3o da ordem de

1010 M-lseg"l, valores que sdo similares aos de B-carotenos. O va

lor de B para bilirrubina foil muito baixo, 1.3 x 10™m,

Assim, todos os fatos indicam que este sistema gera o©
xigénio singlete, mas que devido a sua complexidade alguns dos su
pressores ou aceptores emissivos ndo se comportam de forma regu-
lar como nos outros sistemas estudados. Assim, se torna uma vez

mais necessirio ter-se muito cuidado nas conclusCes com respeito

3 existéncia ou ndo de oxigénio singlete, em sistemas bioldgicos.
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TABELA 6

EFEITOS DE VARIOS ACEPTORES EMISSIVOS E SUPRESSORES NA EMISSXO IN

TEGRADA DURANTE A DEGRADAGEO DE ACIDO FOLICO POR PEROXIDASE 2 -

Emiss3o’ Integra Emiss@o Integra
Composto da a 6 min Supressor da a 6 min
contagens x 1073 contagens x 10”3

Controhyﬁzo 130 ContrthHZO 130

Antraceno-2- 135 Guanosina 130

sulfonato 7.8 mM

9,10 Dibromo- 136 Histidina 143

antraceno-2- 5.8 mM

sulfonato

9,10~nifenil- 130 Triptofano 80

antraceno—-2- 0.1 mM

sulfonato

Fluoresceina 300 Triptofano 234
0.8 mM©

Eosina 250 Bilirrubina 26
0.02 mM

Rosa bengala 250 Bilirrubina 390
0.02 mM€

Eritrosina B 300 Benzoato 130
0.8 mM

DABCO 10 mM 400 - SOD 104
150 unidades

Controhymzo 700 SOD 104

denaturada

a) Kcido £8lico (1.16 mM)/glutationa (0.39 mM)/Mn** (78 uM) /catala
se (150 unidades)/HRP (2.3 uM), a 23°C.

b) Concentragao do aceptor emissivo foi 5 uM.

c) a 35%¢.
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FIG. 7 - CORRELAGEO DOS VARIOS PARAMETROS
(-4&~ ) consumo de oxigénio, (~0O- ) degradacio do
acido £fdlico, e ( ~0~- ) emissdao teotal do sistema é.éido
£6lico (1.16 mM)/glutationa (0.39 mM) /Mn**(78 uM) /catala

se (150 unidades)/HRP (2.3 uM) /0, em tampdo fosfato 0,5M
PH 5.5.
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I11.2.5. ACIDO BARBITORICO
h P

0s derivados dialdeidicos s@o intermedidrios importan
tes em sistemas biolBdgicos. Anteriormente, temos mostrado qﬁe ma
lonaldeido (I) & formado durante a lipoperoxidagdo e, ldgo, meta
boliiado. Esta oxidagao & catalisada in vitro por peroxidade for
mando uma espécie 9let£onicamente excitada que %e mostrou ser o
xigénio singlete,'e esta, poderia proéuzir os eféitos deletérios
do malonaldeido. A semelhanca estrutural de Acido barbitfirico (II)
com malonaldeido fez pensar que sua agao e toxidgde podéria es =~

tar relacionada com a produgao de espécies eletronicamente exci-

tadas. .

C o! o) H
Voo Com
N S
o
[
0
I II

Apds estudos preliminares, foi encontrado que na pres
senca de 1.2 mM de Mn' ' e 6.5 uM de HRP, o Acido barbitfirico con-
some oxigénio numa reacdo que emite fotons. O espectro de emissao
do sistema acido barbitﬁrico/HRP/Mn++/02 a coﬁplexo, mas contém
picos a 630 e 670 nm, que correspondem aos de oxigénio ginglete .
Comparando-se o consume de oxigénio, a formagao de produto e a e-
missao, os Gnicos gue correlacionam sao os dois Gltimos (Fig. 8) .

Além das evidéncias espectrais a espécie emissora tém
sido identificada como oxigénio singlete com base nos seguintes

dados:



FIG. 8

160
— 4
=
AN
E—:J SG' (2}
Lt
o
0 fu] i x 'l i
2 4 6 8
TIME (Min)

CORRELAGAO DOS VARIOS PARAMETROS. (-o-) consumo
de oxigénio, (-8 ~) degradagg.o de dcido barbiti
rico e (-A-) emissdo total do sistema &cido bar
bitdirico (1.95 mM)/HRP (6.52 uM)/Mn' ' (2.45 mM)/

0, a 25°C em tampdo acetato 0,2N pH 4,8.

2
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a) Histidina (10 mM) suprime em 50% a emissdo total,

\
b) o sistema &€ afetado por guanosina e bilirrubina, da mesma ma -

neira.
Um grande aumento da emissao foi observado na presen-

¢a de DABCO e eosina. O duplo reciproco do aumento com eosina for

neceu um valor de KET TO de 7.4 x 104 M_l. Se utilizamos o valor

para sensibiliza¢do de oxigénioc singlete por eosina em ni-

KET
. 10 -1 -1 - O .-
trosaminas (3 x 10 M seqg 7} a vida media 1~ da um valor de

de

2.7 x 107% seg que corpesponde ao da vida média de oxigdnio sin -
glete em agua.

DQO aumenta em 4 vezes a emissao do sistema,9,10-Di -
bromoantraceno—2—sulfon$to um excelente aceptor emissivo de carbo
nilos tripletes nao mostrou nenhum efeito na emissao; sop (150 u-
nidades) e bicarbonato (10 mM) também ndo afetaram a emissado. Is-

—
-

to significa que O, e OH’ nao participam da emissdo desse siste-
ma.

Assim, tudo indica que a espécie emissora neste siste
ma & oxigénio singlete e que possivelmente vem do acimulo de um
intermediario hidroperdxido (ESQUEMA V).'

Concluindo, a formagao de oxigénio singlete neste ca-

so & outro exemplo de um processo bicenergizado que poderia expli

car efeitos tOxicos causados por barbituratos.
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ESQUEMA V

III.3. CONCLUSOES GERAIS

Temos estudado varios sistemas bioenergizados com o .
ohjetivo de poder conhecer exatamente os limites dos métodos foto-
qu{micos comumente empregados. Com este intuito foram estudados
os sistemas enzimaticos para metabolizar acido araguiddnico, nitfg
samina, malonaldeido, acido f&lico e Acido barbitfirico. Para isto,

cada sistema fol analisado sob varios pontos de vista:

a) Correlacao entre consumo de oxigénio, formacdo de produto e e-

missao.
Todos os sistemas enzimaticos mostraram correlacdo
somente entre formagao de produto e emissao. A velocidade ma-
ior de consumo de oxigénio indicou um acimulo de um intermedidrio,

possivelmente um hidroperéxido.
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b) Emissao fotdnica: supressores e aumentadores da emissdo

N\
Primeiramente, foram eliminadas as possiveis espécis

es indutoras, por recombinagaes de radicais de oxigénio singlete,
pelos métodos cléssicos(SOD, catalase, benzoato, bicarbonato,etc)
Logo, encontrou-se due os trés supressores mals eficientes foram
histidina, guanosina € bilirrubina. Os aumentadores mais eficientes foram

DABCO e eosina. Em todos os casos houve um efeito de 4-5 vezes

maior na presenca de D20. 0 calculo de kq ° ou kET To, para es-
tudos de supressdao ou aumento da emissao respectivamente, permi-

te a determinagdo de dois pardmetros importantes, a vida média e

o valor R .

c) Distribuicdo de produtos

A guanosina mostrou-se muito especifica em estudos
fotodinamicos e de facilidade de andlise, quando marcado isotopi
camente. Este composto moustrou-se muito adequado em sistemasbio
légicos por sua solubilidade em agua e boa eficiéncia na detec~

cao de oxigénio singlete.

d) Espectro de emissao

Embora o espectro de emissao de oxigénio singlete
(bimol) seja complexo, utilizando fotocontadores adequados & pos
sivel diferenciar perfeitamente as bandas caracteristicas de oxi

génio singlete.

e) Estudos cinéticos

Utiliza-se a Eq. 13 onde a formagao do endoperdxido

A0, é representado por IO - I ; onde IO €& a emissdo do sistema

A,Q
na auséncia de A e Q.

1 k +k k 1 1
(. N q g (@ + da i
IO—IA,Q kA (A) ( 02)

(Eg. 13)
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Se (Q) & constante e se a quantidade de A convertida em

\
A0, se mantém abaixo de 10%, 1/(I -1, o) vs 1/(A) da linhas re-
r

2
tas. Constdncia no coef. linear a diferentes concentragoes de Q
permite reconhecer a presenca de oxigénio singlete, uma vez que
se usam supressores especificos para esta espécie ou se tenha e~
liminado, previamente, as outras espécies ativas de oxigénio. Es
te método foi aplicado para acido indol-3-acético e malonaldeido
mostrando~-se seu emprego muito relevante em sistemas bioldgicos.
Os resultados dos sistemas bioquimicos investigados

indicam que guando um conjunto de dados experimentais é usado (e
missio, espectro de emissdo, inibigd@o por supressores especificcs,
anilise de produtos, efeito de deutério, efeito de DABCO, trans-
feréncia de energia para corantes xanténicos e técnicas cinéti -
cas de estado estacionario), paralelamente & eliminagdo de ou -
tras espécies ativadas de oxigénio por aniquiladores correspon -
dentes, & possivel concluir que o oxigénio singlete estd presente

com a mesma seguranca gue tém sido mostrado em experimentos foto

quimices.
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IV- ESTUDO DE EFEITOS DE OXIGENIO SINGLETE EM BIOMOLECULAS
A

IVv-1. PROTEINAS
IV.1l.1l. XANTINA OXIDASE

Utilizando o método de fluorescéncia para medir ativi.
dade de xantina oxidase (245) foi mostrado que a inativagao tanto
fotodinamica (azul de metileno/luz/oz) como a bioenergizada (uti-
lizando o sistema Malonaldeido/HRP/Mn++/02) deram resultados se~
melhantes. As diferencas entre as duas maneiras de gerar oxigénio
singlete surgem da inespecificidade do processo fotodinémico, iJ&
gue foram detectadas espécies como H202,?0H', e 02? além de oxigé
nio singlete. Entretanto, no sistema de malonaldelido foi detecta-
do somente oxigénio singlete. Este efeito de inativagao, aparente
mente, tem importancia em casos de cincer, ja que esta eﬁzima se
apresenta com -'muito baixa atividade nestas condigﬁes, Bsta enzi-
ma estd relacionada ao metabolismo de &cido f8lico. Paralelamente,
temos achado gue no metabolismo de dcido. £f6lico ( vide Resultados
e Discussao) & gerado oxigénio singlete, e que a enzima encarrega-

da deste processo apresenta atividade aumentada em casos de cdn -

cer. (Eg.14).
Acido fOlico Xantina Prerin-6
Acido fdlico > Pterin-6~aldeido ——— ﬁ;ndl.to
Oxidase/O2 Oxidase/02Car &
Eq. 14

Iv.l.2. LISOZIMA

A atividade desta enzima hidrolitica foi medida por tec-
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nicas usuais (246). Esta enzima foi completamente inativada tanto
pelo‘processo fotodinamico (Riboflavina/luz/@z) como pelo proces-
so bionergizado (utilizando o sistema malonaldeido/HRP/Mn++/02).

Foram analisados os aminoacidos componentes da enzima e foi encon
trado que no processo fotodinadmico tanto triptofano como histidi
na foram destrulidos,6 ao passo que no caso bioenergizado s tripto-
fano foi atingido. Isto mostra maior especificidade de ataque do‘

oxigénio singlete gerado enzimaticamente.
IV.1.3. ACIDO FOLICO OXIDASE.

Esta enzima foi putificada parcialmente por nos (247)a
partir de eritrdcitos e sua atividade fol medida pelo método bioe~
nergizado (243). Na sua agao sobre dcido fdlico, gera oxigénio sin
glete. Em casos normais esta enzima tem atividade baixas, mas eﬁ
cincer se apresenta com atividades muito aumentadas. Esta proprie~
dade tem sido utilizada para desenvolver no nosso laboratorio, um

método novo de marcagao proteica para detecgao precoce de céncer,
IVv.2. ACIDOS NUCLEICOS.
w.2.1. ACIDO  DESOXIRIBONUCLEICO.

O DNA submetido a processos fotodinamicos (hematoporfi-
rina/luz/oz) apresenta uma série de mudangas espectrais na regido de
UV, variacgoes conformacionais, estudadas por dicroismo circular e
fluorescéncia {utilizando sondas).

Estas mesmas modificacgoes foram observadas no tratamento

com o processc bioenergizado (malonaldeido/HRP/Mn++/02). As mudangas
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no DNA est3o relacionadas com destruigao da quanosina. Isto pode
leva¥ a despurinificagao que por sua vez levaria a mutagGes espon

tdneas que acontecem em alguns sistemas celulares.
IV.2.2. ACIDO RIBONUCLEIGO DE TRANSFERENCIA.

O tRNA submetido ao processo fotodindmico (acridina oran
ge/luz/oz) perde sua capacidade de aminoacilagao. Estudos efeitos com
processos bionergizados (sistema Malonaldéido/HRP/Mn++/02) deram re-~
sultados semelhahtes. As mesmas modificagOes espectrais estudadas com
sonda de fluorescéncia e espectros de absorgao foram encontradas. Pos
sivelmente, aqui tambdm, as mudangas devam-se & destruigdo da quano-

sina.
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