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LIaTA DAL ARRLVIACDDS USADAS

Clorpromazina.
Crzo s-sulfoxide de clorpromazinag

1, 4-dlazobiciclo (2,2,2) octano

feido desoxirribonucleico

=, i

g,10~difenilantraceno-2-sulfonato
LBAD 9}10m@ibvamoantrﬁcammw2w&ulf@nat@

" . + N
Flavina mononucleotideo reduzido

HRP Teroxidase de prabanete

i

Mipofosfato

o - S g A
SO0 Superoxido dismutase

wtil sulfoxido

R ELb IR Terc=butoxido de pots

.
g " il “ - =
i tendimento quantico de singlete

Rendimento quanticc de triplete

e R ; w

T Vida media da especie excitada pe
rada enziraticamente na ausencia

de aceptoras.



T- INTRODUCAD
T. 1~ INTRODUCEO A GERACRO QUIMICA DL ESPECIES EXCIVADAS
.

- i s . -
Fm ovarios processos fotofislcos, que podem

£ - - led - .
peorrer numa molecula rpan ca com absorgao da luz, 5ao0
e - ; s . - - »
possivels dois Lipos de estados eletronicamente excltados:

i

(i) o sinrlete - ©L o estado inicialmente produzida por ab-

sorcac de luz e o0s spins eletronicos permanecem emparelha-

S

.. . el - - . ‘
dos e (i1) o triplete - L aquele que advem do egtado exor-

rado singlete atraves de wn DroOCesso conhecido como cruza-

mento intersistema . caso tem-se os spins eletroni -

cos nao emparelhados.

Cada estado excitado tem uma energia partl-
cular. Tempo de vida e estrutura e nortanto hode-se dis-
5 T sk sk

tinguir as moleculas no estado fundamental e no estado ax-

1
o
[

citado, pois estes diferem entre si nas sus propriedades

e
3

fisicas e quimicas (1}.
- e . o . . . - P - R
Ds ecstados excitados em meio liquido dife-
pam-se quanto ao tempo de vida(t):
(1) o estado singlete, COm raras excegOes,
-0 -G

rem vida media curta, v = 10 - 10 "z 4 e

{11) o estado triplete tem vida media mals

sl

longa, © = 10 7 a alguns segundos (2).

Numa representagac esquematica podemos ex-



Ll w
por o5 niveis de ene

I

. - -2
cia & os processos fotofisicos que

ocorrem nas moleculas exceitadas.
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Neste diagrama a diregao vertical corres -

ponds a energia crescente; a direcao horizontal nao pos-

s

v . . o . . a N o
sul oum significade fisico. Os estados eletronicos sao re-

w » - . ki -
mresentados pelas linhas horizontais fortes; os simbolos

Do S] » S, vepresentam o estado fundamental, o primeiro

o e

¢ sepundo estado singlete excitado respectivamente. Estas

.

* - o - )
series de nivels de enerpgia sao frequentemente referidos
como singletes e tripletes miltiplos. A excita¢ac esta re
presentada pela promogac de um eletron de estado fundamen

. ki \ . Ll . . .
t&i(bﬁ} para um nivel eletronico mais alte. A posicao de

snin de elétron excitado como tambéem do estado fundamen -
+al foram anotados dentro das respectivas caixas e, [inal
mente, a Llinha f{raca horizontal corresponde ao nivel vi-
bracional de estado eletronico.

0 nivel triplete (T}} esta localizado abai
xo do nivel de singlete excitado SE} de acordo com a re
gra de Hund: malor multiplicidade menor energia. Quando
dois elétrons possuem ¢ mesmo numero quantico de spin  (
spin nao emparelhado ) nao podem estar juntos na mesma zo

na de superposicac (overlap) de seus respectivos orbitais

ancias medias separadamente sao malores

portanto suas dis
que a do estado singlete e a repulsaoc coulombica de ele -

e o . . - .
trong e menor. Respeitando o principio de exclusac de Pau

Resumindo este diaprama em tres niveis de

energlas distintos temos: (1) estado fundamental, (ii} es



tadoe excitado populedo pela

absorcac de luz e

iii) um es

tado metaestavel populado pela desativagao de estados ex-

citados, sendo gue as

sicoes radiativas e as linha

inhag solidas representam as tran-

5 sinuosas as nao radiativas,

que pode ocorrer ne processo de decaimento nao radiativo,

acarretando perda de enerpgia e voltando ao estado funda-

mental.

o
<
d‘\_;f\\/f\-"‘wf "\«r/"“-f/\\/

s
<

Fatado fundamental

Letado

metaestavel

A fosforescencia se produz pelo decaimento

radiative de estado meta~estavel designade como um proces

50 proibido pela regra de spin, mas esgsa regra de selecao

v b A - - - - N e
nao e tao rigida e frequentements e observada uma emissao

fraca. Alem das formacoes de
scs de absorgas de energia e
mica destes

tir a geragao qu

"l

a4} Beracao de

ferencia de eletron EN

gstados excitados

por proces

letronica entraremos a disou-

estados.

sotados exoiltados

por trans-
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As reacoes de transferencia de eletrons

que poderiam perar estado eletronicamente excitados (aui-

miluminescentes) sao aquelas onde se encontram pequends

iy

difevencas confipuracionais entre os estados fundamen -

tals e excitados.

Bm veascoss de transferencias de eletrons,
as moleculas excitadas resultam da oxidagao de um radical
anion (Esquema 1) cu da redugac de um radical cation ou

¢o aniquilamento cation-cation (Esquema 2).

beguema L

A rmm— foto oxidagao

A 4 A e A A quimiexcitagao, via ani

quilacao cation~anion.




A S A S ¢ 8V

Lsguema ?

Mum complexo de transfervencia de carga
A L., DY, a transferencia de eletrons leva a configura -
cac A ... D, que corresponde a um estado excitado do
complexo, podendo ser de energia suficientemente Dbalxa
para tornar-se excitada por reagoes moderadamente exoter

ag . De acovdo com Térst (3) isto poderia ser um me-

todo notencial de peracao de estadeos excitados em siste-

“D " r -
mas Dioclogroos.,

b) Geracido de estados excitados via intep

mediario l,2-dioxetano.

em 1968 (H) sugeriu que a decompg

"oonecerted"” de um ﬁfl% ide elclico, 1,2-dioxetano,
dia uma produgdo eficiente de estados eletronicamente ex-
citados (quimiluminescéncia) . Dsta supestao fol sepul -
da por uma extraordinaria sintese de primeiro 1,7-dioxe-
tanc por Kopecky e Munford (3) e em 1972 Adam e Liu (&)
sintetizaram a primeira dioxetanona ou a-peroxilactona.
A clivagem térmica desses compostos fornecem essencial -
mente Compostos carbonilicos no éﬂfﬂdo trinlete ( wver

' Trhem I.3).

Dentro das formas WQquV@im de geracac de



de energla eletronica discutiremos os processos relacio =

nadeos com processos piclosicos come bioluminescencia ,

)

quimiluminescencia e processos bioenergeticos.



¥ resultante de uma veagao guimilumines -
-~ - “ & \
cente( reagdo guimica gue pode gerar estados excitados )

catalizada por enzi

.. A enepgia livre negativa produzi
da nda reagao quimica se transforma de reagio quimica pa-
ra um produto eletronicamente excitade o qual ocorre nil-s
ma unica etapa. b DTODOSTO A dezativagao por emissao de

lTuz e concomitantemente descarboxilagac.

. ' N ‘ v

Faguema 3

hicluminescente & de real lmpor-

rancia em termos de bicenevgetica quando e encarado  co~

S o S y R P IR I
mo transiormagac bl de enercia quimica em radia -

luminosa. sem gue haja evolugao direta de ener La

TETmLea .

0 mecanismo proposto de peroxidagao fol



1lado para diversos sistemas bioluminescentes

come: para vagalumes (U), crustaceo Cipridina (7) e mais

ma do celenterado Renilla (83,

Hremente

slta de 1977 ©

LN SO N R b \,

himomuara 2 ool. ¢ 9 )

¢ mecanismo da  reacao do  interme -

. e . 18 o 1b
lmonura utiilaou O? e H 5 0 A

I
e

cados @ verificou , o aue justifica a in-

- "

um atomo de oxirenio vindeo do oxipgenio mo-

cornoracan d

lecular mas nao da agua como tinham proposto Deluca e col.

(10) numa veacaoc de hidroveroxido linear (ver Esquema M.

b outros sistemas bioluminescentes foi

smonstrado o envolvimento de aldeidos ou em suas Pormas

endlicas durante © Drocegso, Como na molusca Latia (11} e
no verms Diplocardia Longa (12). Esta luciferina de "Noth
Ameyican species™ & um simples composto aldeidico, N-iso-
varenil=3=-aminopropanal com um grupe funconal amlda. Va-

rios trabalhos provam que o aldeido e convertido para o

seu acido correspondente. Por exemplo, in vitro, a e

o

cao cabal

zada pela luciferase bacterial envolve a oxida-

de flavina mononuceleotIdec

reduzida {FWNH?} pelo oxi-

molecular na presenca de um aldeido de cadeia  lon-
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nue o dilagra de corre -

deva ser gualitativamente

ciclobutane para TUas

0 diarrama de

final

=17 uma v

b

L7
=
ey
dimd &

onil exeltade

vigto por Kearns (123) e Me-

I

Capra (14),

A maloria dos dioxetancos ou compostos si-
Y - - Lo .
milares ate agora estudados fornece produtos carbonilicos

¢ . £ . - - ‘ P g
cujo nivel enersetico mals baixo corresponde a uma confi-

n,w® LA DOPY transi

~ces nnt o wu¥ pode

- . . -
Tambem estay intimansents 1

da ao tipo de mecanismo  que

.2
b

povernag & Clivaﬁﬁﬁ pois um aes ¢ DOl

sdo excitado vy o

uin conteudo de enersia malor que daria eventualments um

- .
numero malor de ost

vdos singletes ao inves de triplete.

& wor energlia do estado triplete ¢ devido a natureza

" = - - . ot .,
repulsiva da interad n-spin entre eletrons do mesmo

spin (Regra de Hund:

ior multiplicidade menoy energ

stado Tundamental singlete trinlete



or comum de muitan reago

a

£

. @ . -
gruncs carbonilicos que

aquimis-

bonila,

Adamantal

Beonoeptad”

am dos

[}

ol s - v .
5osuas Cuad Al i

L.

sinplete ¢ triplete contrastando com © estado

me o

1 bBiolumine

i?

iy
e

e, @
percxidos cloli-

particular d

v - ki k " -
sido vista como um possivel  pre-

tom

Toxetancs,

o
[ER

gquimlluminescentes

£ o B0 VaATLas:
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Pyedut
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7

frennentemente estao ligados

ST LA .

livargem fortemente @Xerponico,

- A
- P i . P Pa £ b ey e
a confiruragao torcida »u COMo

fun

&)

>C=0,

d) a 1lidade de clivapem selja
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atvraves de um orbital simetrico, o qual provi

de r eficientemente ou necesgariamente

exvoita

entos oe .
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Lsquema b,



O estados excitados formados na olivarem
san essanciaimente tripletss  acom-

. . C L2
de vouco singlete ( /97 = a0 =

ics dioxetanos foram ate agora sinteti-

TULTO SUCEeESS0.

Dentre os dioxetanos simples, somente um

e k8

caso fora descrito no qual o rendimento de singletes era

S

maior que o de tripletes por Darlinpg e Foote (18), contu-
do foil invalidado por Bechara e col. (19) gue od valores

ohtidos por Foote estavam dentro de erro experimental. Pa
que os substituintes ndo sao alquila

1

- . . 3
tem sido descrito alguns casos nos quais ¢/ ¢ = 1, co-

ra o dioxetancs am

1w

mo para a decomposigao do dioxetano derivado do bigacrili

derno

0
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Considerando Justamente a estrutura le
dioxetanos que fornecem um razoivel rendimento de estados
singlete, McCapra, {21) propos um mecanismo alternativo
nara a decomposican "concerted" de dioxetanos. Die su-
gere qua dioxetanos substitulidos por, ou reagindo TOM,

compostos com grupos fortemente doadores de eletrons de-

~ . € . . ; . -
Compoe-se Viad 1ano d drears sendo gque a4 axal Ta cad Qoorre

ria por transferencia de eletrons.

E recentemente, uma ligelra variagao do
mecanismo propostoe por MeCapra foi apresentado por Schus-
ter e Bryant (27) & outros como um novo mecanismno peral

para a quimiluminescencia. Neste, descrito como

lumineg
cencia quimicamente iniciada por troca de eletrons"
CIEBELY, a sequéncia geradora de luz e iniciada pela trans

feréncia de um elétron de um doador adequado para o Dero

N ' . L -+ . - o e 4
wido, bm secuida temos a reagao quimica dos 1cons radicais

e a etapa de excitacio € a aniquilacic de Ton.
0 mecanisme proposte por Schuster e Bryant
(22) explica convenientemente a quimiluminescéncia em va-
rios sistemas ineclusive nos bioluminescentes, para 08
quails se pode propor uma troca de elétrons, ocorrende in-
tramolecularmente sepundao:
.



Doador de Lletrons

Estado singlete excitado

i
s

T )\‘\ /,,:“} re £
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’ - P [— - - fL { s 00 .

+ Luz

. T g e v %)
Loduema 0.
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1.4 - PROCESSOS BIDLNERGIZADOS

0 fatoe de que um modelo dioxetanico sim-

nies quando clivado termicamente produz suficlente compos
tos carbontlicos tripletes (19) encaixou-se perfeita-
mente na hiﬁétﬁﬁ@ de gue existem processos biologicos ge-
randa moleculas eletranicamente excitadas diferentes dos

hioluminescentes (23). Geralmente sdo reagoes enzimaticas
catalizadas pela peroxidase, wma hemeprote eina reconhecida

por ter uma banda de absorgac soret a 400 nm, (banda  de

absorcao do grupo heme ).

0s tripletes sob condigdes normals de
reacdo nao sao emissivos. Entretanto, se as especies tri-
pletes fossem geradas dentro do enzima, portanto, protegi
da da desativacac pelo oxigénio molecular, deve emltir £6
tons numa extensio cénsiderdvel pela analogia feita da
fosforescencia de certas proteinas em solugao a temperaty
ra ambiente mesmo na presenca de oxigenio visto por
Saviotti e Galley (7). A emissac surge do residuo de
triptofano da moléecula de prmt&fmae

As emissces, Doy sua vez, podem ser lnves-

na presenca de sensibilizadores espaclficos prin=-
~ipalmente 9,10-dibromoantraceno~Z-sulfonato (DBAS) para
acetona triplete e Qﬁ10wdifenilaﬁtracen@m2ﬂ$ulf0nato (

DPASY para acetona singlete. A protecac das espécies ex =

citadas tripletes pele enzima, restringe a transferéncia



de energia do produto para o aceptor emissivo DBEAS, 3
v - ; 5 . - -~ . .
qual e possivel devido a transferencia de energla a longa

a da transferencia de T

(25). Pe

Ta ser A4 nature

{fistanois

de transferencia a longa

do proo

in necessita-gse de sensibili

sar proibida pela regra do g

rez providos de atomos pesados. Mas, conforme Pdrster

{3) & Turro (26) o tempo de vida longo do deador & a for-

te absorcan de acentor na recido de fosforescencia do

oy N

curam a eficiencia da transferencia de energia.

P T R
oGOy

VLIZADOS TM STSTEMAS ENZIMATICOS PRO

MINESCENCTIA

1Y Owida

do aceto~acetalto: asta reagaoc

o

nor mioglobina cu HRP obtendo como produtos

e dioxido de carbono (277,

Q?/miaﬁlabima / H

HQCmagﬁ + 0. + b

Lsquema 9

Cleado uma destruligao parcial da
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e e

a obtida por irradiacac

T oA

consume de oxicenio e formacao de met il

slioxal cue apresenta una banda de quimiluminescencia a

R s e MO e o
RED nm o oem DME0- g

modelo que consiste de DMSO/ t-Du-

O/ T=-BuCk/0, (783,

5 cte resultado indica que a reagao

sroduz estades eletronicamente excitados por clivagem de

um intermadiario dioxetanico.

2y Aeido indol-3-acetico: e uma das  auxl-

Hiclocicamente importante no cpescimento das plantas

ki

que pela agao de sge /0 produz rapidamente uwna es

2

nécie excitada. Toi tambem obsevrvada a alteragdo no eg -

ectro Jdo Zruno

do enzima (27).
Existe a nossibilidade de que a funcao

nhovmnonal tenha yel 10 direta com a formagaa da egpecie

exeitada indol-Z-carboxaldeido, o produto esperado da cli

- .

avio dicxetanico.

S

C02 + [

et

guema L., i



A transferencila de

acepltores

» " - - o~
rala reforga a ideia da transferen

{
0
i

col. (29) acoplando

aop DNA 2rvaram umna mudanga ne espectro CI
acs cloitos ceasionadeos por irradlidacas no  mes

soac de acetaldeido aromatico:  fe-

R

rilacetaldeido~ & um substrato que pode ser formado em
nlantas a partir <o t~fenilalanina. Quando oxidado SICHRY
R . .. . ; . . R s
extrato de plantas ou simplesmente pelo sistema HREP/Mn 7/

. P -, - . 4
da como produto benzaldeideo e acido formico, esperados

pela clivagem de um dioxetano (intermediario) (30},

HCOOH

Esquema 11.

) Oxidacao do acido vanilpiruvico: CER




[

yal

ta oxidacdc catalizada por HRP e laccase (31) constitue

in vive uma das etanas na degradagao de lignina por fun-

. Ohteve-se emlssao de luz no sistema enzimatico & no
5, Ubtevae-se am

siste modelo surerindo que a vanillina e erada no esta-

do excitado. Foi isolada da mistura da reagao vanilina e
oxalato, produtos esperados da clivagem de um dioxetano

{32y,

o Sy .
conH L
.
COOH Y S
AC. Oxalico OCH 3

Vanilina

guema 17,

5) Oxidacdo do acido indol=-3-piruvico: 0

indolpirivico foi estudado em sistema modelo DMSQ/ base o
qual pelos resultades obtidos sugerem ser uma luciferina
am potencial. EDsta deducgdo e reforgada através da produ-
oo in vive tanto do indolaldeido como do acido oxdlico

£33),




TA fe. Oxaiico

Y Oxidacao de Z-metilpropanal: da oxida-

cao de Zemetilpropanal no s

W

stema enzimatico e tambem no

[,

d P i o e " WA
o {P-metilpropanal/D

sistema model ﬂfﬁwBuQKftwﬁuOHfO?}&@

tame nrodutos espeprados de um intermediario dioxeta

nico (25, 34 90).

Nos estudos mals aprofundados feitos, ela-

SUIEOn ﬂ@@@ﬁﬁé?iwﬁ Tais como 4

borando-os dentro dos

- wm " " P
transferencia de enaes aceptores @ﬂ@@@lflCOﬁﬁ € oL

fetodos espectrofotonetricos com respeito a esta oxidacao

T gt e 2 o
devobios cataliz

=, ohtiveram-se eviden-

DO DETORIL

e gerada no estado excitado triple-

F

e 1uz obs

D —y o
SRRV RO T

21 nela amissaoc o




resultado fer arpumenta-los gue am

- ) P
3 3 o - N - - P,
bi tambem podem ser [ormadas especlLes

aque intervem em biolu-

sonicamente sxcoitadas alem d

-~

. - e oy
o sigtema ?-metilpropanal/HRP/

Fonte raradora de eneryia HAYA

gy Sleos convenientemente aconplados,
Toh, 2 - ALBUM nE nToLOGTICos

‘eito do sistem Z2-metilpropanal/HRP /

oorome (377,

B Tyansferarncia o ia de acetons

ey

ete pava {lavinas (38).

ectados exol 1oz oom har-

t-REA por TA excitado en

. zimaticamente (2973,

aeao no escuro de A excitado

com T-RNA (ROD.,

#3 Fotoliracdo de reiboflavina com liso=

Slma 71

i

v transferencia de energia de acetona a riboflavi-

a1y,
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4% Pfeito de acetona triplete sobre enni-

o I - e TR A -
ig de reraro em DNAL(H2),
o renars

mas fotorea

acetona triplete sobre clo-




b.h - THANEGFER

A enevgia de excitacac eletrlnica pode ser
transferida por processos nac radiativos numa distancia

O
relativamente scpande (50 - 100 A ) (3) em uma 50 etapa,

mas, em sistemas biologicos, a transferencla  am varias
@tapas sdo favorecidas. Isto porque existe certos compo-
nentay em concantragoas muito altas, localizadas, © COm

[SRO RN

enereia haixa de exolt:

Numa maneira qualitativa a transferencia

de enercia por ressonancl

a pode ser comparada aoc comporta

iladores acoplados, sendo que & energla

mento de dors o

Ll o

@ facil

wnte transferida de um oscilador para o  outro .

Desta maneira pode uma excitagido eletronica dos consti-

ruintes occoprer a partir da absorcao de radlagso,que Do~

de ser transferida de um componente ao outyo e e consilde-

rado um passo essencial em reacgoes foto e radiobiclogicas

A transferencia de energia pode provoear a
formacao de energia de exolitagao eletronica, uma energia
i - . a + » .
guimica, calor e energia luminosa e o Processo mais  S1m-

ples @ D% + A + A% &+ D,

Dois mecanismos regem este DProcesso de

transferencia: a radiativa e a nao radiativa { ver item

i) mecanismo radiative ou trivial se pro-

cesna en duas etapas
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Tt Ry emlssao

A+ hv, + A% re-absorgac

Esquema 14,

E denominado trivial pois segue um mecanis

" - i . .

me simples em vista do processo fisico que o envolve. Neg
te raso, a eficiéncia do doador (D¥) deve ser alta e a

emisaio ser feita no comprimento de onda onde o aceptor

3

absorve mais fortemente e as concentragoes do aceptor d

(ie -

vam ger altas.

Aniame n 5 a radiativo

Pode ser colisional ou de transferencia a
loniga distancia. Estes dols processos sstac relacionados

com os dados de que mor zua vez depende dog valores

+

4 + b onde a @ um valor da interacdo coulombica e b a in

teracio por intercamblo de eletrons.
Denaendendo dos valores de g e b podemos se

parar em dois processos distintos:

a) por interacac coulombica




-t N i .o

b 5 - .- . e
onde ha interag eletron 1 oom eletron 2 que  pro-

- KA . .
para O nitvel AT com i

eda de eletron 1 de ¢DY para L. bhslte T1po

ta node oo

wia, sendo por

13 et - -
o, ohamada de mecanlsmo de 1a A longa do

’l

Ly tyansformacas vor intercambio de e la-

g

Negte eaao oooree reaohrimsnto dos okl

o
o

Fao

ta

¢ com o eA.  Ha uma interacac do tipo eletron-ele-

tron que leva o eletron 1 do  ¢D¥ passar a ¢A% e o ele-

neceasario uma  colis

o

tron 2 de  4A  passar para D,

entre 0% e A sendo que as distancias maximas permitidas

ao didmetro molecular. bvidencias experimen-

tais indicam que

. il . o
mecanismo e melhor explicado por

uma interagac

et

de troca envolvendo "overlap! de nuvem ele-

s

Tronioa. o omecanismo de intercambio de eletrons e

o
Camben

[N
583

como processo colisional de curta ol

-

nodae g visualizada atraves de

L7




—;}-.-_m

 —

i

steonLoas de

ot
o

sra molecula de solvente {

- . B
vy o i iy o, g o P . - g [ o
nas @ possivel a collisao Tols ot re

a~

[ 2% Mol O '7(:'3 Ve LTanp w(fj ¢GoBUAS Nuvensd & latronican aeve

itos para uma dis

Y, o reccobrimento  de

{ R »r R

bR
(PSS D A

completamente neslisgenciavel.

541Y mecanisme de trinlete-trinlete excito-

NICo

-

De acordo com Kasha (HH) a excitagao de

encta de eneprtlia de acetona

ot

ilpronanal /HRP/O,, poderis ser

excitonioa trintere-trinlate Jde longa distancia, depanden

¢ad0s ., a nostulou uma  inte-

a transicao T I
M I"‘E :‘ 'ﬂ én

wa e g transicao de spin orbital perturbada de
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T a0

T e & de D
< o

o oestado envolvido na interan

tudo fluo

excitonioa tril inlete. Lopo, 0 &

stulade do estado T,

Fo ot
e

W

N— » + TDBAB

7
TDRAGH +  hw,
Fluor.

SO——

i

Cste mecanismo poderia operar a  distan-
0
doador~acentor de 10-20 A,

e,

o o T MTTT LT TSR A R gt o B e e - - o g £
T.5.1 =~ FATORES QUE COVERNAM A EFICIEWNCIA BE TRANSPLRLN-

CIA DE I

IA
1) A probabilidade de transicao
de eneprpria pode ser asti-

o~ -
Y s ey ey g g . » X
A transforencs

-~

como uma ooorrancia simultansa para duas  transilooes

-~

R P SR
EleltronicAas.

+ o+ (enersgial para o doador

N4 feneroia) o+ N¥ para o aceptor
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Obviamente a probabilidade  de transicac

rndividual det: 4 eficiencia de um processo ligado

> M a N =+ NY  devem ser alta-

a transferancia de energia sela

. .
A, Duando as Trang it

sao de estado excitado sin-

rlete para o© ndamental singlete, a transformagan

o~

ocovrreyr e lo meoan ilamo de pegsonancia i

i P10 ~a moleculas com abooy inten-
sa 50w S0 [rald cloraefilal. Por outro lado, desde

e=tpiplete sa0 proibidas neld

de soin, a iciancia de transferencia de energia

PeT e multo mais fraca gque a transferencia O-8.

2} Sensibilizagao e supressaoc

s b ° Fa E. e
Uma reacac fotoguimica, MY + Produtes, po-

de ccorrer pela irvadiacao direta (M » M% ) ou pela sen

aly dmportante de sensibilizagao e

e gy i o o g o g
pela transferenc

wrpla, o sensibilizador &  absor-

&0

vendo a luz g transferindo a energla de exolita-

cutros tip

de sensibilizagac cha-~

o

“p ] LS - -
1o quimica que e cposto a transferen-

de gensibilive

cia de energia. Em proces

Ld -
gulmicos  § absorve a Tu®

ao sofre uma rTeag

ha b - oy -
o gurmica a qual da, por  exemplo,

pgtes cais em turno reagem com M, rvegene-

2, dando o mesmo produto com ouma ilr-
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- a a g “#* .
exemplo: senglbllizagac  guimi-

lucao de acridine pela benzofenona.

Dequema 15.

i1} Bupressac

£ omosteo de sensibilizacac. Pela adicao de

b

o r N
TaE QR raeape ntes M £ posdive 1 Layra -

um supressor oo

v o K " - .
diar M gem observar uma mudanga quimica, ou pelc mMenos

peduzir rendimentos quanticos da reagac comparado com &
irradiacido direta. Swupressqo pode ser aplicada somente
quande a acac de ¢ nao e meramente um filtro interno,ab

. B Ve . a0 = . v *® .
rvendo a luz ivradiada sem sofrer modificagoes QuiLmL -

can. Pode ocorrer atraves de transferencia de energia

M g M + ok

" - a - Pl
, ou pelo efeito quimico. Um dos pa-
oy - “ % L . - . .
pals mais importantes destes efeltos quimicos ¢ anlguila-

cac de radicais livres.

Uma equacdo que permite uma carvacterizagac



31

quantitativa de velocidade da eficilencia de transferencla

de eneprgia independente do recanismno de transferencia de

enersia e a de Slern-Volmer.

s

Suae forma e

(nd

a intensidade de emissaoc de

TR

cI
0
luz na ausencia de supressores, Ia e a intensidade e

gl ¢ a concen-

emissac de luz na presenca do supressor;

-
H
I

&wmqﬁu correspondente do supressor, & Ko e a constante de
£

velocidade de supressan. O coeficiente angular da reta e

.o
K}r .

iii) uso de sensibilizaclo e supressao na

determinacaco de estados fotoreativos

Il - L - 5
Para que uma reacao fotoguimica seja com-

preendida e essencial identificar o estado eletronico (

ou zetados) o qual envolve O Processo primario.

A identificacdo daria tres resultados:(i)-

a multiplicidade de estado reativo ( disto e, singlete ou

triplete); (iil- a energia do estado veativo deve tambem
determinar a ordem deste estado, 1.e., se e 0 estado ex~

citado mais baixo desta multiplicidade ou um estado exci-



tado mals

tiva {n o~

alto; (11i)~ a propriedade [

a1

a% g~ , transferencia de carga (or

Panusmaticamrente Lemos:

iy

g .0

st
\){M,‘w“" - .
= 1., H
e I
o e
g
Daqueama 10,
O eastado 5, de naftaleno

)

La3
n3

Loa do estado read

3.

[+3
o

<

Pl

tE bhe

.

i

aeoima da

o - i - “ o " it )
do benzofenona, portanto é possivel ilvradiar a solugao de

henzofenona/naftaleno sem se preocupar em qualiquer inter~

feréncia vindo do naftalenc. 0 triplete T

entretanto, mais baixo em enevrgia que T

na, assim a transferencia de energl

tameante,

2

1

a triplete

de nafraleno e,

e

be

nzofeno-

OCorre DIUON

£ enersia de wm estado triplete reative (

E.. .., } pode ser obtido aproximadamente COmO uma

TR

cac de uma enerpia triplete de supressor

¢ nlancla e ter R

11

< B .
T} TU{R)

(

Erea)

).

fun-

A con-
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P -
ipletes, como e visto, podem

sey perados via oruzamento intersistema e nunea peia  Lr-

a4 transicdo proibida pelo

o de sensibilizacao e supressac

em sigtemas guilmiluminescentes, Determinagaoc de ginglete

estados peprados no sistema enzimatico

v, sao determinades pelo uso de acepto -

prlados tals como DEAS (I1), DPAS (11),

vina (V) e DABCD

il (TV 3, Fluorese

£ [ T oy o T S . o o3 b
Us aceptores emissivos divic

aemene ems

- -
ANTraEcenicos:

Fanecificidade Nome

I B DBAS

IT

-

DREAS




P

® 5 Topaoiflondade Noms

.
et
.

e sinrlete eosina

Ivi 1 ¢l senpala

@ ginglate rosa

A"

f—

4

gt

b
H

singlete fluoresceina

& L y » - - ol - e
O composto DABCO (k5) e especifico para  a

de oxirenio ginplete: ao mesmo tempo em . JquUe

a formacao de oxige singlete excitado tem a

capacidade de aumentar a mioro bolha de ar (46), aumentan

: . . Ce W 1. - _—
do assir o efeito colisional de O?. Fote efeito [Rhalely
LN 3

bimolecutas ( Q? 0,

cuz maior quantida que alele

sua ver emitem fotons em malor proporgao, pols e sabido

que 2 emissao de fotons das especies excitadas processam-

~se na fase gasosa.

Se a analise do espectro de emissac de luz

A5 mostra wm aumento em relagao ao sis -

na presenga de

tema controle, ¢ indicativo de que existe carbonilo sin-

slete excitado. Por outro lado, o estudo com DBAD e el

ps
iy

na possibilita a obtencdo de dados para o calculo aproxi-

macde do tempeo de vida da especie excitada tripletes for-

mado biocloplcos,
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da frequentemente definida em termos de um decalmento

)
i

s
i

nrimerra Qraen

~ante de velocoidade

(%
£

0 tempo de vida (1) de uma especie excita-

s DOGe

. -1
Ao decalmento ( Kd ) de b

Usando a equacao de Wilson (16):

B R A

,
-t

DE

al

de

- . “* . 3 o
o ocaleulado pelo reclproco da CONRG

estado

A4S

BAS
. K

r
¢I:‘ ~1

et
e
W

[ DBAS |

Tt

Ly = ponstante de velocidade de decaimento de

tonal) em solugac

ausencia de DRAS,

b E -
a temperatura do experinento.

TE

intensidade de emissac de luz na presenga de

2
jebs

(D

I

rendimento de Fluorescencia de DRAS no solvente

K = constante de velocidade de primeira ordem da

b d

N =

i b N

e K i
AR AT a

N e

TTTY S [

€

@

constantes de velocidade para os sepulntes

nrooaess0s 0

Yppass + o

K 3 . 1
Ay ", g e A,
! LRASE & P

s 1 1

i TDRAS + TP
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reciproco duplo, & razdo coe

fipiente linea reta  cop-

ficiente angular da

respondente a:

coefialente lincar B e T TS

coeficiente a

lopo, pode-ge estimar o valor de Kg , sem o conhecimento

g = ] - - i
de ¢ K Koo @ 101 desde gue o valor da soma das
k4 ] * r} [4 ! H {

b e - i .ot R, L
vas hTQ§ O ', 7 seja conhecida.

que a especle excltada nao se

que o processo de transferen-

controlada pela difusao, pode-se usar

. A
do de b ox 107 M T (48) para as SOmaE s

O VELOY aproxim

Iy

das constantes de velocidade Ko 3 KT° s KT
AL

R

-1

o
Wt

o

2

sim estima-se o valor de tempo de vida
{13 da @%péai@ aexcitada pelo reciproco da constante da de
caimento { 1/K, ). Mas o mais interessante & o valor de
Ko

ppt o Gue corresponde ao valor da relagac de coeficiente

linear da retacceliciente angular da reta. FPara processos

‘3

3

tonais temcos um valor de KFT? aproximado de < 10
b=

2 parda o processo de longa distancia > 10M 7 (25).
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emi

eOBINa,

T

hengala,

e de excitacao.

acetona,

ia sinclete e triplete de

MeA X
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3

{rm)

excitacac

A de

{nm)

EmLesao
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I
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cada vez wals reforgade a existen

ricon que peram produtos excitados

witirem a luz. Surgiu,entac, a hipo-

e

genco utilizada em outros

tese Jde gue 4 enars
meios, que poderia ser a realizacao de trabalhos foto-

-~ :I oy of "y £ =Vl : drancde meald ar vjm ¥ o 1
guimices , dado a prande realividade quimica G

es-

e & a -
pecie exoltada.

Fasga energla de excitacao entao canali-

is, poderia tambem

zada pelas raag
Tevar a induzir dancs irreparavels a celula. Seguramen-
te, se essa nipotese for verdadeira, num decurso de

tenpo muitos processos biclogicos Tals como a fotosensi

bilizacho de alpuns tecidos, que normalmente nao estao

gxpostos & luz poderao ser explicados dentro deste con-

resto (53).

Usando-se o sistema 2-metilpropanal/ En-~
zima/0, ( 25, 34, 36, 38) contatou-se que a enerpia ele
tronica de acetorna triplete pode ser transferida pAara

gy

aceptores exogencs. Tambem estudou-se a transferencia

de energia gera enzimaticanente para aceptores como

s
i

- NP o .
flavina, clorpromazina e DNA. Usou-se tambem o sistema

do propanal que wimetilza @ g~oxidacac que e observada

em tecidos vepetals e animails (54),
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Oeemn 1]
R-(CH, ) = C = 0 = > Re(CH, Y s Gl 2 0 e

. " n-1 0 OB

<
Re(CH,) ., = (=0 ~C0

Lequema 17.

Fepera~se que o aldeido seja perado ele-

rronicamente excitade via intermediario dioxetanico.

T
L

"m vista da transferencia de energia pa-
ra um aceptor bioldgico CPZ, quew& um composte da cla-
se das fenotiazinas, um an?ipgicﬁtjcw muito utilizado,
surgiu um estimulo muite grande em estudar o seu compor

tamento perante as memrbranas biologicas.

[

interesse relaciona-se ao comporta-
mento propric do (P2 que produz efeitos fototoxicos e

foto~alergicos mesmo na ausencia de luz o que torna um

interessante acoptor de enerria triplete perada enzima-

Filoamente{ 387),

Twistem varios trabalhos referentes que

mostram efeitos mutarenicos (55), teratcpenicos em

fo-

de patos (563 e tamboém que CFY nac provoca cancern




L0

mas por sua vez aumenta o numaro e tamanho dos Tumores

induzidos por outros apentes carcinogenicos (56).

Lopo, para simplificar a compreensac  do
nosso trabalho em sistemas bioloricos fol elaborado uma

serunda introducao lipado apora a membrana de epritroci-

tos e a metodoloria usual de estudo neste campo.
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T,7 - ESTRUTURA [ PUNCTONAMENTO DA MEMBRANA DL ERITROCT

ITURA DA MEMBRAMA DE ERT -

O erityéceito humano, na ausencia de

shearing stress tem uma estrutura discoide biconcava,
it ¥

FaE AP

L

2,5y
nerfil
g
Fig.l

0 volume medio corpuscular e aproximada-
.3 y . - - . .
mante 90 u° e a area corpuscular media (4) e aproximadd

mente 140 p° (57), mas variacbes consideraveis ocorrem

entre a numa dada amostra de sangue (58). 0

1fametro do discoide e ca. 2,5 1 de espessura e o

. . ’ . ® .
nais delpado e mede menos que 1 u. O indice da

-

esfericidade (4,84 V A e anroximadanente 0,7, Una
% I b

-

3 -
de 90 u” tem uma area de  su-
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v . e ) ‘
Toie de 97 1 . Portanto, o discolde noTma L
de eritrhcito ter um excesso de arvea da membrana, 8]
qual permite a cao para una larpga varlt Ledade de

soatruturas. A doeformabilidade remarcavel de eritrocitos
& demonstrada pela sua habllidade em atravessar es strel-

tos canals capilares que possuem um diametro de menos

ot
o

T.7.2= PROPRIEDADLE E?]fOQUTMICf’\EE DE MEMBRANA DD IEIRITP.'@CE

TS,
A membrana de eritrocito humano e OO
B - " - - 5 R -
posto primariamente de lipidio & prote 1na3 e os dols €8

t3o presentes em aproximadamente Igual guantidades em

o W
L7701 Membrana lipldica

-
1

e . “ - .
Tesfolipidios e colesterol tem aproxima-

damente 95 % do linidio total e eles co-existem em apro

ximadamente igual relagac molar.

0 colesterol (Fig.2a) em membrana de eri

trdeito sofre rapida troca com plasma, contendo aneis

de atomos de carbono intevconectades. Os  fosfolipl Tdios

ceralmentse ©o

de um esqueleto de glicerol na

.

qual o terceiro atomo de carbono esta ligado em fosfo-

43
8
3
[
vt
o

uma base. (Ex. colina, etanolamina, Se




2 3 (apolar)

-

cabega po-
lar.
Colestercol (Fig. 2a’ Lecitinal um dos fos-

. . [ -
folipidios).

& e
Y o

Us fosfolipidios e os esteroldes sao mo

el . ’ N - e _——
leculas peolares; as extremidades diferentes das molecu-

i Las possuen provriedades distintas. Uma delas e hidro

ingoluvel em apua. Contudo, grupamen-



mento de hidroxila (OHY encontra -

tos tals oono o 0

de moleculas de colesterod, ou

ritraconades ou fosforados carrepados  ele-

)

da molecula de  fog-

extremidade

e una G

dades hidrofilas as regioes

oy w - - - B
folipidio,oonferen proprl

y

. L - - e
moleculas nas quals estao presentes.

dios nas  membra-

hossim, & menbrana

com caldas de hi-

drocarbonetos formande um centro e o polo ionizado vol-

. - *
tado para as superficies.

de membrana de eritrocitos

1.7.2.2 = Membrana proteics

proteica pode ser classifice-

“* P *
a5 as protelmas perifericas que sao

da em duas cat

uma ligagac

. o P \
s na superfilcie da membrana com

ancontra

-y . * & " :
livre, onde uma proteina integral penetra dentrc da



N
Y5

mbrana central e sio firmemente liradas ao lipidio. B

. -

xiste outras proftelnas que ocupam somente uma porgao de
a - a a* »

espessura da menbrana, mas suas propriedades bioguimi =

cas nao tem sido esclarecidas ate entao, como no Cas0

de plicoforina {(glycophorin).

il . - »
Ura proteina periferica importante na

nbrana de eritrocitos e o espectrina (spectrind que

e encontrado na endoface e conta aproximadamente 1/4 de

nroteina total da membrana de eritrocito (59). Iste pro

e
b
EN

teina pode ligar cor o proteina de musculo miosina, &

tan sido superido que possue uma Tuncao contractil.

, P . - 7
Lo7.2.3~ Transporte de 1ons atraves da membrana

fndon tals como C1 e HCO,  penetram na
. 6

membrana de eritrocitos com velocoidade de ceves da 10

vezaes mals rapido que © cation Ge tamanho comparavel (

-
at

da membrana plasm oA omo una mem

- ; . - . 3 .
brana bimolecular de lipidios explica a capacidade das

quenas moléculas Vicossoluvels de entrar na celulas,

devem nassar, segundo gradiente de

solucao externa a camadas ilD}diﬁa& e,

, a sclucao interna. Mas nem sempre isto e pos -
L . - . e -
sivel para uma serie de outras substincias gue nio  sdo

facilmente soltvelis em lipidiocs,atravessar a barreira
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Alpumas moléculas requerem atividade en-

zimatica para atravessar a membrana. Para explicar |
difusaoc passiva de alrunas moléculas para dentro da a§
lula e também pare explicar algumas restricoes sobre o

tamanho da moleculs que pode provavelmente entrar, eg-

temente a hipotese de gue canals  eg

tabeloce~se redaic

a membrana, interrompendo as cama-

Como g herolise usualmente reflete uima

falha mecanica da merbrana de evitrdcito, € razoavel e-
xaminar a propriedade do material desta membrana. e
fato, Seeman e col. {60) tem encontrado gue o escape de
k¥ ceiular depende da velocidade de intumescéncia (i .
e., o gradiente osmdtico inicial). O escape de K" antes
da hemblise presumivelmente resulta da abertura dos ca-
nais de transmembrana para ions, como conseguencila da
deformacio mecénica sobre a membrana do eritrdcito du-

rante a intumescencia da célula.

Lt .
¥, junto com um avinento

tdrostatica dentro da celula, deve

srdar o influxo de agua e manter um  @s-
ado guase estacionarico ( ~7 minutos o eritrocito per-
manece na estrutura esferica antes de ocorrer  hemoli-

sasy{E1),
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INDUZIDAS POR AGENTES QUIMTCOS

Alpunas drogsas e venenosg podemn induziry mu-

compesicao molecular da membrana (59) provocan-

do hemblises de epritrdceitos normeis. § conhecido que dro-
pas neurolepticas como CP7 sao extremamente soluvels na

gordura. eles interapgem com a membrana num caminho nao

W s o . . i B . oy . -
egpecificeo e Fluidizam todas as membranas visiculares(5%),

Uma moderada quantidade destas dropas

L

-

ve para aumentar & area Jda membrana e entao protege ]
apitrocito de hemolise osmotlce. Porem, a presenga de uma
concentracac muito grande, pode causar ruptura da membra-

-

na sucedendo-se a hemolise (623,

Concluindo, a hemolise resulta de um dis-

turbio  do balanco da forca na rembrana de eritrdécito. E

que, a forga atrativa intermolecular na membrana e exce-
'«1 . - . @ A " - .

dida pela forga fisico-guimica intrinseca que tende & cau

sar a separacac de componentes da moleécula. Unm entendimen
) o - - .

to da organlzacac molecular e o comportamento biofisico

da menbrana de erlitrocito serve para elucidar o mecanig-

mo patopenico de henolise em muitas deoengas.
1.7.5 - METODOS PARA BETUDAR EEMOLISE EM ERITROCITOS
al medida de hemoglobina

Centrifupa~se a reacac incubada por um de
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[ S N
Lima-ne 0 8

ectro na bhanda correspondente a hemoglobina

{575 nm) do sobrenacdante nur espectrofotometrico.

e
s

de espectrofotometria adicilona -

o " i

cao. A nodificacaoc da membrana e

( a temperatura constante) que cop-

egponde a handa de absorcao de espalhamento de luz de

aritrocito nao hemolizado.

o e i 2
c) saida de potassio

0

T 3 ¥ . - ¥ -« . - o oy . . L -
Verifica-se a saida de potagssio do eritro-

s q. - ) " € e .
crte utilizandoe um elatrode com menbrana especifica  para

potassio ( gradiente de concentragao de potassio ).

1.7.6 -~ EFEITO ARMACOLOGICO 'R FOTOQUIMICO DE CLORPROMA=-

ZINA LM DRITROCITO HUMANO

freaman e Spirtes (63) mogtraram que Ccr7,
{1} e proclorperazina, in vitro, possuem um forte efeito
L . . - " L .
hemolitico a altas concentragoes mas antihemolitico @

baixas concentracoes (ALY,



imetilaminoe propil)

o

O wecanismo de efeito de protegao tem sldo

SIMG Uma eXpPand : DrovoQa da na memn-

% - ¥ N T v b Ty e
1to on volume oritico pela droga, Dsta  lase

COMO Uma fluidizagac

existe evidencia que

tal fluidizacao pode ser induzida num medelo de membrana
& st - s « . 2

Yipidica pelos anestegicos Tals Ccomo: halotone, tetracai-
ne e butacaine, provavelmente devido ao aumento de desor-

oo i s - it .
getrrtyra liptdicae. Por outro lado e sugerido que

tzagao de membrana celular a alta concentragao pa-

H
b
)
-
-
[P

fond

reee | aturacas da membrana proteica

4 b -
noum dlisturblo no (5

{6y,

e entdan, Nrovoo

ton @ na interacao hidrofoblcoa entre

alterando a permeahilidade da  mem-

Tm 1970, Maol e col. (B85) usando liposso -



clorpromazina torna~o muito efetivo

na posigao -2 da
guanto a permealb ade da membrana, comparativo a  pro-
mazing que possul wr hidr swenio na posicac C-2, a baixas

concentragbes. Tamber, segunde Dlferink (68) CPL se lipa

em ambas as fases: lipidicas como t¢ imb&m nas proteiceas

Pelos resultados obtidos de EFPR com  mar-
cador de spin viste por Leterrier e Kersanti (67) superi-

I

ram que o CPZ interape preferencialmente com

~

a cabega pow
lar de fosfolipidios multilamelares arranjados em visicu-
las de lecitina ao passo que o CPLO (derivade oxidado de
CP7) & encontrado principalmente nas repites hidrofobicas

de moléculas de lecitina.

o encontro, CP4/merbrana, produz umna
conversao enzimitica de CP7 para sulfoxide ( 68, 688, 70 )

como se tem visto in vivo e in vitro e, que e concernen-

te a oxidagao da drogae pelo ”‘POAWOP de hidrorgenioc na pre

senca de peroxidase (HRP) ou catalase (88).

ruito tempo, varios pesquisadores ,
superinde o mecanisme desta reagac e principalmente a par
ticipacdo no efeito hemolitico e fototoxico, tais como
pela formacio de oxipenio sinpglete (71) propondo o meca-
nismo que se segue:

ppr Y o ey ®



- + ) I . .
pelos produtos de reagao I, HCL e CPID, e 2-hidroxipro=
mazina (70) utilizado para explicar alguns efeitos cola-
terais que sao observados em pacientes ministrades por

cloerpromazina.

¢ L
Maie tarde Duran e col. (26) estudaram o
comportamentoe de CPZ num gistema modelo HRP/CPZ/02

presenga de Z-metilpropanal. Neste sistema, um sistemna en

né

zimatico estudado intensivamente em nosoo laboratoric, a

acetona triplete gervada enzimaticamente via intermediarino

dioxetana transfere enerpia para CP7 como indicado:
£

1Y supressac de enerpgia de acetona quimi-
fosforescente.
ii) concomitante formagdo de fotoprodutos

. ow . . S— - N —
e radical cation (CPL° ") e sulfoxido (CPZOY.

iii) inibigao de formacio de fotoprodutos
pela competigdo eficiente da enerpgia de carbonil triplete
usando o sal de sodio 9,10~dibromoantraceno~2-sul fonato
(DBAS), propondo o mecanismo similar ao proposto por Tsu-
bomura e col. (72) para complexagac de moléculas com O
oxipenic formande um complexo de transferencia de carga

do tipo (CPZ ... G?}m
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I.7.7 =~ REACAD DD ALDEIDOS COM A MEMBRANA PROTEICA DE ERI

TROCITOS HUMANOD

A anormalidade de eritrdcitos assoclado ao
alcoolismo cronico inclue a alteracac na morfologia das
celulas, aumentande a fragilidade osmotica e o decrescimo
da Filtrabilidade. Surere-se gue o acetaldeido, o primei-
ro produto de oxidacao metabdlica de aetancl, e que provos
ca alteracdes de eritrdcitos pela reaglo com espectrina e

actina da membrana de eritrocitos.

Dmbora nao exista ainda nenhuma evidéncia

2 1 P < »
dirveta de que ¢ acetaldeldo lipa para uma proteina do erl

)



7 . - o oy - N
trocito humano, mas metodos indiretos mostram que pode se
el - i - o [ oy ey - T - e . B TS S
4 ¢ a protorina o U alterar certas propriedades
2 73
Flsd trocite (73},

Vassar = col., (74) fizeram um estudo sig-

i .
1

tematico utilivando tres aldeidos diferantes de cadeia

curta (acetaldeide, plutaraldeido e formaldeido) verifi-
cande gus ha uma grande porcentasem de entrada de aldei-

-1 o . e " - m b e ] - - o - ’f - e -
dog dentro da celula onde reage com ag proteinas intrace-

iulares e principalmente com a hemoplobina.

is recentes, porem, esclarecem a

cao de acetaldelids em eritrocitos de rato mas nas 4o

Y

frenk

homem(75) forando a importancia de hemoglobina no efeito

- el - he _‘cﬂ
de Ligagao. Proponha-se que a reagao se da& coll ¢ FPupo

sulfideil, 8 nao se tem fido evidencia de que exista na

forma 11
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IT - PARTE EXPERIMENTAL

TI.1 - MATERTAL

PROCEDENCTA

|
Sigma Chemical Co.
Sipma Chemical Co.
Catalase Sigma Chemical Co.
bosina L. Merck -D
Fosa Bengala . Mepck -D
2-Metilpronanal Aldrich Chemical Co.

Clorpromazina Fhodia Chemical Co. (Bras)

ue Humano Heroclinica de Campinas
' (Bras)

Lzida de Sodico Aldrich Chemical Co.

£

-
1%

Triton X=-100 i@ Chemical Co.

A

Formico J.T. Backer Chemical Co.

[
iJ,
o)

Bicarbonato de Sodio

Tyb-diazobicicle(2,2,2)0ctanc Sipma Chemical Co.

e . . . . - .
Aloool Etilico Aldrich Chemical Co.

el . - el . - "
Fosfato Monobasico de FPotassio Carlo Erba



55

DROGAS PROCEDENCTA

de  Potassio Carlo Lrba

Pirafoasfato de Sodio L. Mergk -D
Riboflavina P, Mepeck -D

; Cloreto de Sodio Carlo Erba



IT.2 ~ APARELHACEM

0 consumo de oxigenio fol medide num moni-
= - - 9 - - . o . A .
tor Biclogico da Yellow Springs Instruments, modelo 53,

Og espectros na repliao ultra-violeta e vi-
sivel foram obtidos num espectrofotonetro com registrador

ss DMR-21. Utilizou-se celas de lem de caminho optico.

Para medidas de emissoes débeis foi utili-
i

. % I - - . - .
zado um contador de cintilacao liguida da Beckman LS-250,

com olrouito de coing

idénecia des ligado.
A intensidade e distribuicaoc espectral de
quimiluminescéncia e fluorescéncia foram medidas no es spec
- a " o ey - ) e
trofluorimetro Perkin~-Eimer MPF~-4, sem efetuar COPregan
para o comprimento de onda ou flutuacdo de intensidade da

fonte de excitacao.

A deteccao de fotoprodutos na mistura fi=-
nal da reagdo do sistema enzimatico foi feita em cvomato-
gralia de camada delpada (76).0s8 valores de pH foram me-
didos num potenciometro da Beckman e o efluxe de Kﬁ foi

medido num eletrodo seletivo de potassio Modelo 972~14

Orion Research).



1.3 - METODODS
TT.3.1 = PRIPARACAO DI SOLUCAQ TAMPAC

& solugdac tampao fol preparada segundo Go-

mori (77).

I7T.3.2 - SCLUCAO DL 2-METILPROPANAL

A solucao de 2-metilpropanal foi prepara-
da em etanol (1l:4;V:V (2,2 M)) respectivamente, imediata-

mente antes de seu uso.
I7.3.3 - SOLUCAD DE PEROXIDASE (HRP) DE RABANETE

As solugoes estoque de HRP fovam prepava -
das pela dissolucaoc de massa adequada em meilo aquoso (2,5

e L - .
x 107 M) e o seu £,., = 103,000 on M .

TT.3.4% - PREPARACED DE SOLUCAO DE DBAS E DPAS

DRAS fol preparado pela sulfonacao de DBA
conforme descrito por Battergay e Brandt (78) . O DPAS
foi preparado pela sulfonacic de DPA seguindo o método de
Etienne e col.{78). Calculou-se as concentracoes de DBAS

& DPAS atraves de suas absortividades molares determinadas

1,,~1 -1

espectralmente ¢ 8940 om "M = 5040 om M

H

382 > F375
respectivamente .
Essas solucGes evam preparadas em Agua com

7% de etanol.
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17.3.5 = SOLUCAC DE RIBOFLAVINA

&s solugoes estoque de priboflavina foram

. : s s T
preparadas em KaOH a 1,0 x 10 "M mantidas neo escuro.Uti-
lizou-se somente até 17 horas apos a preparacac (fotosen-

Ed
sivell.

IT.3.6 -~ SOLUCAC DE CLORPROMAZINA

As solucoes estoque de clorpromazina foram
feitas em agua e mantidas no escuro. Usou-se absortivida-
de molar ( €= 5,500 ) a fim de verificar alguma alteracao

329
e i . w o
na concentragao apos alguns dias de preparo (fotesensivel)

IT.3.7 - BOLUCAD DE CATALASE E SUA DOSAGEM

A concentracao de catalase fol determinada

espectrofotometricamente atraves da medida de absorcio a

e : =1L .-
405 nm (e = 340 om "M ") (80) & a atividade , de' ~
terminada acompanhande a queda de absorbancia de H?Q? a

40 nm.

II.3.8 - PREPARACAD DA SOLUCAO DE ERITROCITOS

Solugoes estoque de eritrdcitos, doado por
um adulto normal, eram preparadas lavardo e centrifugando
& 1500 x g por 15 minutos por tres vezes o hematocpito

isento de soro com uma solugde salina fisioldgica. O epi-
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3

tracito era mantido aproximadamente a %7 C a 40% de hema-

tocrite na mesmo solucac salina usada para a lavagem.

11.3.9- PREPARACAD DE MEMBRANASL

As membranas de eritrocitos sao prepara-
das nela hemolise com 30 ou 100 volumes de 10 mM de Tris,

O n ..
47 C. Centrifuga-se.

ki

segurda, lava-se por tres veres coOm G

nembrana fol dissolvido em 0,05 mi de 0,2% de Triton X-

100 diiulde em 1:10 com 10 mM Tris a pH 7,4 e deixa-se as

“

4 ; ~ : oy b
sim por doze horas a 07 C. Para a extragao de proteina de

membrana de eritrocito em meio acido seguiu-se © metodo

de Braganga e col. (81).

I7.3.10 - SOLUCAQ SALINA FISTOLOGICA.

G Eamp%o Nall e preparado como & Sepue.

Cvacl = 0,139 mol/2

I -
“monofosfato de sodico 0,0010 mol/%

it

Caifosfato de sadio 0,0088 mol/%

seruindo o metodo de Parpart e col. (82).
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A acetone Foi identificada atraves da for-
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o 2,d-~dinitrofenilnidrazona (76) de-
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{silica so padrao atraves do seu R C
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e Chrmicon por sua vez, fol ddentili-
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siente herméticamente fechado e no escurc a temperatura
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T1.4.7 - CLORPROMAZINA L SEUS PRODUTOS DE REACAO

0z fotonrodutos da reacac enzimatica espe-

- . -
rados CPA0 e CIY7 foram detectados pelo metodo de espec-

Sntica respectivamente (36).

trofluverimetria 2

L i nd
as especifllcagoes:
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FEACTONALS BO

TEMA

! de condicao otima para a
realizacac do exnerimento da oxidagao asroblca de Z-metil

nropanal catalizad

pela enzima da propria membrana de

eritrocltos

ita em termos de temperatura

o

1.1) ¢ concentracao de substratos (Vie.1.2). Para

L

wecimento da hemoglobina  no

meho reacional a 975 nm (banda de absorgac de hemoglobi-

tou-se alta sensibllidade do sistema en-

e

zimatico em relacac a variacao de temperaturs e as varia=-

e s . it
goes das concentragees de substratos. Portanteo, apos es-
tes estudos, passamos a utilizar as condicoes experimen -

tals padroes: ?-metlilpropanal 84 mM, 0,27 mM de CPZ em

tampao 1,0 M de fos

to e 0,1 M de pirofesfate a pH 7,4,

=ndo que as concentracoes do tampao fosfato sao referen-

inilecials para um volume final de

tracoes e temperatura  Como

(e &)
JER e

.l e 1.7, ha wED % de hemoll-

o - ”
20. ADOS este paerio-

- .
com o Droprio meio de  rea-
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TEMPERATURA °C
Fig .1 ~ Efeity de femperctwrs no hemolise de celulg vermelha tfrotede com

0,27 mM de CPZ e B4mM de 2-metil proponal. () CPZ (-8} e (b)

CPL - 2-metil propengl {(~0-), Em tampdo PI LOM PPI Ol M pH 7.4,



HEMOLISES (%)
A-20min 38° C e 575nm

20k

2 4 ©

[CLORPROMAZINAT]  x i0*M

Fig.l.2 -~ Efeito hemolitico de CPI @ B84mM de 2-metil proponel sobre o celulo vermelhe
madide @ 20 minutes de ncubagle o 3&°C. {a) CPZ (-e-) e (b) CPZ + Z-matil
mropongl (~9-). Em tompdie Pi LO M, PPI O, M pH 7,4,



I S

E5

v BETOHT

.) -
AR I

[annt

LPROPANAL/ERTROCITO/G,
e

"

Guando sao adicionades 84 mM de 2-metiloro

oo oreacional nota-gse 20% de clivapem

a Gho o nm

e devide an al

O mesmo ERa

2

aparecimento de hemorlobina na
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pacan de 2 o

o de oxigenio e

2.4). Istes vao acompanha-

2.3} que e dependente dea

—
et

tro do erro experimental existe uma ex-
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24 CONRSUIMS de oxi Hen 1.6 €

ITI.2.1 = DPROI L

Lod, onde supoe-se gue

o o produto da  reacao
1 gy e O o R S R oy e ol o e o A g . _— - - H o
icete For 1denti por cromatoprafla de capada del-

ao con oloreto de

N =
formico pela reac
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TEMPQ (min)

Fig.2 .3 ~ Quebre de celulos vermelhas por 0,27 mM de CPZ e BamM de 2-matil
propongl o 37*C. {a} CPZ {-@-); (b} 2-metil propanal, (~@~) ;
{¢) CPZ o 2-metll proponal (—4&~-1. Em templio PI 1O M, PPI O
MopH T4 a 3TC.
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Fig. 2 .4 —~ Etelto de DBAS sobre g velocidade de emissfic de fdtons pelos sistemaos 2-meth
propanal /HRP/Q e 2-metil propanal / ERITROCITO /0,: (a) 2 uM de DBAS, 42 mu
de 2~ maetil proponcl, 2uM de HRP (Tipo 1) (~03~), 0 o cusencie de DEAL -0~}
() BE5uM de DBAS, B4 mM de 2-metil proponal o 50wl ds ohlule vermelhs
(40%) 8-}, & no ousBneia de DBAS (—@-), 5 condighe podréo. Em tampdo
PLLOM, PPI OI Mo pH 74,
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sobre emilssao

durante a inte

L feritrocito humano,

eritrocito humano : (1)
sodio) em tampao 1, DP
M de pirofosfato a pH

!\?’CxO \’(ﬂf\'{) DE FPORCENTAGLY
MEMBRANAS SE DE HEMOLISE
SUTHDD A BAN SEGUINDRO A
DA DE 6586 nm 575 nm A D

A 6 MIN, MIN.

Lritrdoito” 0,0 1,500 0,0 -

Tad
S
~
el
[t
o
-
2
“
L]
2

N, 0 1,45 5,3 03,0
B2, 0 L, 430 16,6 17,0
+ Azida (10 mM) 8,0 1,422 15,0 25,0
¢ DABCO (10 mM) 19,0 1,385 20,0 -
v DABCO (20 mM) 21,7 1,395 20,0 -
+ HCO, (20 mD) 14,0 1,385 20,0 -
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auséncia de aceptores. Bilecarbonato, azida ou gas iscladamente
altera o eritrocito na condicao da reacao.

contaren de 30 minutos.
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Fig 2.5~ Correlaglie entre consumo de oxigdnio {(~O~}, ernissdio de lux
(A=}, hamdiise (seguinde o banda de absorglo de hemoglobino
a 578 nen) (~ @), moditicagBo de membrong ( beado de abser-
oo o 858 nm) (~G~), lon potdssio extracelular (—L1—) quando
%0l de célule vermethe era hemolisado o condighio padilo na
presenga de B4 mM  de 2-metil propenal. Em tampdo Pi LO
M, PP O] M pH T4, a 37°C,
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me@tilprwpﬂmul/ﬁfiﬁrﬁmitQKG? na presenca de bicarbona
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eritrocito. A azida & conhecida como inibidor de peroxida
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O experimento com DABCO mostrou um aumanto
de de tons (a6 min.) (Tab.ITII.3) indicando

sinpglete no sistema de
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- Consummo  de  oxigénio de B4 mM de 2- metil propanal  ho presenga

de  {g)HRP 2mM{Tipovl) 0= (b} O,imi de membrona dissolvida
(mww) & no quséncis  de enzima (A), Consumo de oxigénie de Qlml
membrang  dissolida + 84 mM de I1BAL (=)o condigdo padrdo. Em

tompds Fi LO M PP OIM pH T4 0 37°C.
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Fig. 2.6 - Consumo de oxighnio de 84 mM I1BAL e proteing extrgida de
células vermelhas hemolisadas com gcide: (o) Q2 mi de solu-
¢ de proteing (Q,06 myg/mi}, 30,mM de Mn* 2 (OF; {b) 2-
met propanal e 30 mM de Mn © (B) o condiglio podrio, em
tamplio Pi 1O W PPI OIM pH 74 & 37° C.
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DE CLORPROMAZINA B 2-METILPROPA-

AOLISE DE ERITROCITOS HUMANOS

* . ®
Os compostos carbonilicos eletronicamente

N

weitados e gerados num sistena enzimatico, podem transie

yiy suas energias de excitagao para aceptores emligsivos
T . A

‘C}

8) como por exemplo CPA. O que nos interessava a segulr

era induzir uwmn fo VUODTOCCEBRO no escuroe {au) com estas < R

Uwci o excltadas.

TT.3.1 -~ REACAO MNA PRESENCA DE CLORPROMAZINA E 2-METIL

kY

113},\; I

WAL

epitrocitos sao tratados com 2-metilpro

nal e cloppromazina{ (P4} separadamente onde provocam ui

rinime de hemclise do componente .

Observa-se, porem, um forte afeito siner-

gice (Fig.2.3) guando estes dois substratos estaoc presan~

tes puma mesma solugao reacional.

m
-

G

T.3.7 = MODLPICACAQ NA ESTRUTURA DA MEMBRANA

o

o . - o, . -,
0 oefluxe de lon K de eritroclisc apos a

posicao de 0,77 mM de CPZ e 84 mM de Z=metilpropanal se

paradamente mostrou um aumento. cradative com © tempo . (uan

ambos eram adicionados simultanca

mente, um efeito muito acentuado foi observado {TFig. 3.97,

que existe um aumento na permeabilidade da mem-
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Fig. 3.6 - Efluxe de fon XK' de celulos vermelhos opds exposicde de O,27mM  de
CPZ & 84mM de IBAL: (o) CPZ (O); (b) 2~ metll propenol ([1) e (¢)
CPZ o 2-meril propanal (A} % condigdo pedrde usando um eletrodo se-
tive de potdssio Models 92-14 (Orion FResearch), Em tompde Pi LO M

PP Ol MpH T4 @ 37°C
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elona triplete perada no
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ABSORBANCIA A 656 nm
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Fig. 3.0~ Guaebra de eritrocitos por 0,27 miM de CPZ o B4 mM de 2-metil
propanul o 37° C. {a} suspensdo de eritrocito (—--); ¢ 2- metil pro-
panal {~~-~}; @ CPZ {---};(b) suspensto de eritrdcito, Z~metil pro-
panal € CPZ; na presenca de:ar {(@); oxigério ([1); nitrogénio {A);
2uM de HRP {0); 25uM de eosine (). Em tamplio Pi L0 M
PP QI M pH 7.4, acomponhando a €56 nm .
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Fig. 3.1t — Consumo de onig@neo de 84 mM de 2- metil propanal no presenga de

{a) 2 uM de HRP (0}, (b) 2uM de HRP o LO mM de CPZ (13), (¢} Os
simbolos ({1} e {0}, representam o consumo de oxigénio com o sem
CPZ respectivomente, no presenga de aritrocite ne condicdo podrdo
CPZ e Z-~metil proponel no ouséncia de HRP ().
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INTENSIDADE RELATIVA DE FLUORESCENCIA

370 410 450 490 530

A,nm

Fig, 3. 12 — Especiro de fluorescéncig apés 30 segundes de nterogle

de 0,27 mM de CPZ e 84mM de 2-metilpropenal (

)
¢ apos odicdo de 2 M de HRP ([~ }, 8 apés a adigdo
de BO u {40% do volor de hematocrite) de eritoritos
(-}, am tampde Pi LO M PP O, MI pH 7,4 8 37°C.
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RELATIVA DE FLUORESCENC

INTENSIDADE

400 480 540

Fig. 3 13- Espectro de fluorescencia de 0,27 mM de CPZ (-} e
CPEZO (e ) apds o odigdo de: S0D (380 unidodes)

(e 3 cotalaose (150 unidodes) (0 ); e ribotlgving

A

(25 uM) {(x). Em tompdo PI L,O PPL O W pH 740 37°C.
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