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It has been known for a long time that - as attested by light emission - some chemical and enzymatic
reactions generate a product in the electronically excited singlet state (chemiluminescence and biolu-
minescence, respectively). Following the breakthrough (1969) that a product can be formed in the
electronically excited triplet state in the thermal cleavage of dioxetanes, this laboratory has been
reporting since 1975 the enzymatic formation of triplet species. The main systems are peroxidase
catalyzed reactions that consume oxygen. These triplet species can react and transfer energy to
appropriate acceptors, thus promoting sensitized emission and sensitized photochemistry.
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Nas moléculas em geral, os elétrons ocupam aos pares os
niveis (orbitais) de mais baixa energia. Devido ao principio de
Pauli, os elétrons emparelhados tém spins opostos. Sob agéo de
luz, de energia apropriada, um elétron é promovido a um nivel
vazio superior. Visto que dois elétrons estéo agora desparceirados,
eles podem teoricamente ter o mesmo spin ou spins opostos. No
primeiro caso, dizemos que a molécula estd no estado singlete
excitado; no segundo caso, a molécula estd no estado triplete.
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Apesar das duas possibilidades, a molécula sé € facilmente
excitada ao estado singlete; de fato para originar o estado
triplete o elétron tem que mudar de spin, processo este proi-
bido pela lei da conservagio do spin. O estado triplete pode
entretanto ser alcangado a partir do estado excitado singlete
por um processo chamado cruzamento intersistema, conforme
diagrama abaixo; o diagrama também mostra que o nivel
triplete tem energia mais baixa do que o singlete excitado.
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So

A pergunta légica é: o que acontece com a molécula nestes
estados excitados, pois o diagrama acima nada informa? A
volta de S; para S, ndo apresenta problema pois o processo
ndo requer mudanga de spin. O processo é pois muito rdpido
e a desativagdo pode dar-se com libertagdo de luz. Esta emis-

* Conferéncia apresentada na 16° Reunido Anual da SBQ em
Caxambi (Maio 1993).
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sdo de luz é chamada fluorescéncia. Entretanto no caso de T,
para S, o processo requer inversio de spin. Portanto os pro-
cessos de desativagdo sdo lentos. E facil entender que o esta-
do $; tem um tempo de vida intrinsico muito curto (da ordem
de milésimo de milionésio de segundo, (109 s) ao passo que
a vida intrinsica no estado triplete ¢ muitas dezenas de vezes
mais longa (1 a dez milionésimos de segundo, 10-6-10-s).

Durante esta “longa” vida, vérios processos que “acabam”
com o triplete t8ém oportunidade de ocorrer. Portanto, normal-
mente a molécula no estado triplete ndio tem oportunidade de
emitir; em geral, para que haja emissdo deve ser retirado o
oxigénio dissolvido e o sistema mantido a baixissima tempe-
ratura. A emissdo nestes casos é chamada fosforescéncia; ela
ocorre a comprimentos de onda mais longos do que a
fluorescéncia, pois como ji vimos o estado T; tem menos
energia do que o S;.

Sdo observagdes ji bastante antigas que certas reagdes qui-
micas produzem luz (“quimioluminescéncia”); o que acontece
é geralmente a formagdo de um produto no estado excitado §,;
ou seja, fluorescente. Uma das condigBes necessdrias para que
isto acontega (de forma alguma suficiente!) é a reagdo ser
bastante exergdnica. Neste caso a entalpia da reagdo somada a
energia de ativagfio pode ser suficiente para que o produto
aparega primeiro no estado S;.

Estas reagdes constituem a base de um processo biolégico
muito comum, a bioluminescéncia; desta, um exemplo muito
familiar é a luz do vagalume. Na bioluminescéncia, a reagéo
é catalisada por um enzima chamado luciferase. O substrato é
a luciferina e o que se forma é uma oxiluciferina no estado
fluorescente, a qual se desativa com formagdo de luz.

Existem excelentes revises sobre bioluminescéncia.

luciferase

Luciferina + O, Toxiluciferina*

toxiluciferina® ——— 3 oxiluciferina + hv

Do que trataremos agora é de um assunto aparentado 2
bioluminescéncia.

Se certos sistemas bioquimicos / biolégicos sdo capazes de
gerar um produto no estado excitado fluorescente, haveria sis-
temas capazes de gerar produtos no estado excitado triplete,
ou seja, fosforescente?
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A pergunta é extremamente importante e vdrias vezes foi
levantada na literatura. De fato, moléculas no estado triplete,
por terem uma vida intrinsica muito mais longa do que no
estado fluorescente, se formadas seriam muito mais aptas para
processos biomoleculares, tal como transferéncia da sua ener-
gia para aceptores apropriados e reagdes com outras
biomoléculas, pois em geral biomoléculas estdo presentes in
vivo em concentragdes muito baixas. A pergunta é importante
também pelo fato que ocorrem na natureza certos processos
que sdo tipicamente fotoquimicos, e que, entretanto, nio pre-
cisam de luz para ocorrer. A possibilidade de que espécies
tripletes pudessem ser formadas por transferéncia de energia
de um produto gerado no estado fluorescente nio pode ser
excluida, porém, é algo remota pois o aceptor deveria estar na
vizinhanga imediata do doador (o que pode requer alta con-
centragdo) ou entdio estar ligado ao sistema gerador da espé-
cie excitada singlete. Além do mais, é necessério que exista
uma certa sobreposigio entre a regido espectral da fluorescén-
cia e a regido onde o aceptor absorve luz. Diga-se de passa-
gem que esta transferéncia de energia singlete-singlete é de-
nominada transferéncia “tipo Forster”.

Em suma, é muito mais provédvel que o processo do tipo
fotoquimico seja o resultado de um processo bimolecular em
que estados excitados tripletes estejam envolvidos. Desde que
a condig@o energética esteja satisfeita, a transferéncia de ener-
gia triplete-triplete ocorre por um processo colisional, pois
requer interpenetragdo das nuvens eletrdnicas.
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O leitor poderia perguntar: - se estados tripletes fossem
gerados em sistemas bioquimicos / bioldgicos, eles ndo seri-
am imediatamente suprimidos pelo oxigénio? Mesmo assim,
achamos que valeria a pena procurar uma possivel formagao
de espécies tripletes. De fato, se elas sofressem reagdes mo-
nomoleculares ou bimoleculares, estas reagdes poderiam com-
petir com a supressdo pelo oxigénio, especialmente se as con-
digdes fossem favordveis.

O tema entretanto sé pdde ser atacado a partir dos anos 70,
em seguida aos trabalhos de Kopecky e Mumford!. Estes au-
tores sintetizaram peréxidos ciclicos de quatro itomos, os
dioxetanos, e verificaram que eles clivam produzindo um dos
dois compostos carbonilicos no estado excitado triplete.
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Antes de prosseguirmos, é importante frizar que os inter-
medidrios de vdrios processos bioluminescentes sdo estrita-
mente aparentados aos dioxetanos. Sdo as alfa-peroxilactonas
as quais clivam originando CO; e o composto carbonilico no
estado fluorescente.
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A formagdo do produto no estado S; é devido ao fato que
nos processos bioluminescentes o substituinte na alfa-
peroxilactona é um excelente doador de elétrons. De fato,
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mesmo nos dioxetanos com substituintes doadores de elétrons,
a tendéncia a formar tripletes diminui e aparecem produtos no
estado excitado singlete?,

Voltando ao tema central, nossa abordagem na procura de
espécies tripletes em sistemas bioquimicos foi a de selecionar
reagbes enziméticas cujos produtos sio os mesmos esperados
de um hipotético intermedidrio dioxetinico ou dioxetandnico,
com substituintes simples, ndio oxidaveis.

Logo verificamos que existem vdirias reagdes enziméticas
que satisfazem este critério. S#o reagdes catalisadas por pero-
xidases nas quais ocorre incorporagio de oxigénio a molécula
do substrato. Encurtando uma longa estéria, selecionamos para
estudo detalhado a reagdo de isobutiraldeido levando a aceto-
na e 4cido férmico?, produtos estes que conforme mostrado
abaixo correspondem 2 clivagem de um dioxetano simples:
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Nesta representagio HRP é a peroxidade de rais forte
(“horseradish peroxidase™). A reagdo tinha sido mencionada
por Kenten? nos seus estudos de oxidagdo de aldeidos por
extratos de plantas. A escolha desta reagdo deve-se ao fato de
que, se acetona viesse mesmo a ser gerada no estado triplete,
havia disponivel na literatura uma excelente “infraestrutura”
para identificd-la, informagGes estas advindas com o estudo
quimico de dioxetanos e estudos fotofisicos da prépria aceto-
na. Ja nos primeiros experimentos e, portanto, sem optimizagdo
alguma, observamos que a reagdo emitia fétons sendo que a
intensidade da luz aumentava com o consumo de oxigénio, para
depois cair dramaticamente quando o oxigénio se esgotava e s6
estava disponivel por difusdo?, Este aumento de emiss&o com o
gradual desaparecimento do oxigénio poderia sugerir que se tra-
tava de um triplete. Entretanto o primeiro fato s6lido de que se
tratava de um triplete veio com a comparag@o dos efeitos de
dois derivados antracénicos o fon 2-antracenosulfonato (“AS”)
e o ion 9,10-dibromo-2-antraceno sulfonato (“DBAS”)

secallioces

Por razdes que serdo expostas adiante, caso acetona triplete
tivesse se formado deveria ser observado vm grande aumento
de emissdo juntando-se DBAS ao sistema, ac passo que com
o AS nenhum efeito significativo deveria ser esperado. Foi
justamente o que aconteceu®. A confirmagdo que se tratava
mesmo de acetona triplete veio com a obtengdo do espectro
de emissdo. De fato, quando as condigdes foram otimizadas a
intensidade da emissdo foi suficientemente forte para se obter
o espectro em aparelho convencional. O espectro mostrou que
se tratava de fosforescéncia de acetonad. Também de acordo
com a formagio de acetona no estado triplete, a intensidade
da emissio diminuia na presenga de supressores de carbonilos
saturados tripletes tais como acrilonitrila e sorbato.

Estudos cinéticos mostraram que, tal como previamos, o
verdadeiro substrato da enzima é a forma endélica do isobuti-
raldeido’. Quando esta foi preparada (bloqueada na forma do
derivado trimetilsilil) e usada, a fosforescéncia da acetona
pode ser observada a olho nd. Quando DBAS foi adicionado,
a emissdo foi tdo forte que pode ser fotografada$.
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HyC  O-Si(CHy )

O leitor muito justamente poderd se perguntar como é pos-
sivel observar tdo forte fosforescéncia se oxigénio estd pre-
sente. ApSs quase vinte anos ainda ndo temos uma resposta
totalmente satisfatéria. Conhecem-se outros sistemas nos quais
uma espécie triplete fosforesce apesar da presenga de oxigé-
nio; sdo casos onde o oxigénio ndo consegue difundir até a
espécie triplete. Nés poderfamos alegar uma situagdo seme-
lhante, ou seja, o triplete seria gerado na proteina e protegido
por ela de colisdes desativantes pelo oxigénio.

Existem fatos a favor desta explicagdo. Assim o L- e o D-
triptofano suprimem a fosforescéncia da acetona com eficién-
cia diferentes o que indica estar a acetona triplete num ambi-
ente assimétrico, ou seja “encaixada” na enzima’. Outro fato
¢é que a substitui¢do da peroxidase pela hemina suprime total-
mente a emissdo direta; evidentemente a parte proteica tem
um efeito protetor®,

Entretanto outros fatos permanecem inexplicéveis. Isto pode
ser constatado na prépria observagdo de que DBAS, ao con-
trario do AS, aumenta fortemente a emissdo. Este aumento é
devido ao fato de que a acetona triplete transfere energia para
o segundo triplete do DBAS e do AS; normalmente o aceptor
no estado T, passa para o estado T; e nédo se v& sua fosfores-
céncia. Porém, quando existem 4tomos de bromo, a regra da
conservagdo do spin nio é de toda vélida; portanto ocorre
também um cruzamento intersistema ao reverso para o estado
S) e daf a fluorescéncia do DBAS, responsével pelo grande
aumento de emissio.

Esquematicamente:

T2 g AN __T‘] AANAAN - —_— T2
S1 — ; $1
T _.__’ T
So _— —-T)) _ So
AS Acetona DBAS

Ora, a transferéncia de energia T;-T2 tem que ser colisio-
nal, ou seja requer contatos. Porque ela acontece se a acetona
triplete estd protegida?

A acetona triplete gerada enzimaticamente é capaz de trans-
ferir energia a uma série de aceptores fluorescentes e assim
eliciar a fluorescéncia destes?. Podemos mencionar a clorofi-
la, flavinas e corantes xanténicos, como a eosina. Pelo menos
no caso da clorofila, sabemos que a energia entra através de
um triplete superior!®.

Da mesma forma que acetona triplete elicia emissdo
sensitizada, ela e outros carbonilicos tripletes devem ser ca-
paz de propiciar fotoquimica sensitizada. Disto nos certifica-
mos amplamente. Apenas alguns exemplos serdo relatados. Um
caso interessante é o da transformagio da colchicina em
lumicolchicinas. Esta transformagio ocorre na planta Colchi-
cum autumnale mesmo em regides da planta nio expostas a
luz, como o bulbo e as rafzes. Isto constituiu-se -e de certa
forma ainda se constitui- num enigma. Levantou-se a possi-
bilidade de que estados excitados endégenos transfeririram a
energia para a colchicina excitando-a ao estado triplete, es-
tado este envolvido na transformagéo fotoquimica. O fato de
a colchicina transformar-se em lumicolchicinas quando pre-
sente no sistema enzimético gerador de acetona triplete cons-
titui-se em excelente modelo para a hipdtese da fotoquimica
sem luz!l,
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Encontrou-se que a formagéo enzimética de carbonflos ele-
tronicamente excitados ao estado triplete € bastante geral.
Saindo-se de um aldefdo linear, chegou-se ao homélogo infe-
rior no estado triplete.

//o HRP 4 °
R—(CH), — < - 0, 2B . R—(CH,),, — c\’

H H

+ HCOOH

A partir da forma enélica, pode-se facilmente detectar a
fosforescéncia do homélogo inferior!2. Aqui também observa-
se sensitizagdo por DBAS, corantes xanténicos e clorofila. A
reagdo acima é de especial interesse pois ela ocorre durante a
peroxidagg@o lipidica, o que estd de acordo com o fato desta
peroxidagdo produzir eficientemente espécies eletronicamente
excitadas!3, Ulterior interesse vem do fato de que partindo-se
de aldefdos suficientemente longos pode-se esperar produtos
do tipo Norrish II. Tais fotoprodutos sdo observados a partir
do triplete do butanal; enzimaticamente, visto ser gerado ex-
citado o homélogo inferior, é necessdrio sair do pentanal.
Assim pudemos confirmar a esperada formacgdo de etileno
partindo-se do pentanal!4 (mais convenientemente da forma
endlica):

)
P P
Ho—Ch) — ¢+ 0, PR sue o) = &+ mooon
\ H \ H
3 4 4
HC—(CH,), — C ——= H,C =CH, + HC — ¢
\y Ny

E certamente digno de nota que etileno foi detectado na
peroxidag@o lipidica. Visto que etileno é hormdnio de planta,
é concebivel que as reagbes acima constituem-se num proces-
so secunddrio da formagio deste hormdnio.

Excitacio de cloroplastos

A acetona triplete gerada enzimaticamente € capaz de exci-
tar a clorofila dos cloroplastos conforme se deduz da indugdo
de emissdo vermelha. Estes cloropastos assim excitados sdo
capazes de reduzir certos corantes que funcionam como
aceptores artificiais de elétrons!, Em outras palavras, a ace-
tona triplete é capaz de induzir a reagdo de Hill. De forma
menos nitida, o fendmeno pdde ser também observado tratan-
do simplesmente os cloroplastos com isobutiraldeido; neste
caso a acetona triplete é presumivelmente gerada por peroxi-
dases end6genas. Vdrios outros compostos carbonilicos no
estado triplete gerados enzimaticamente mostraram-se capazes
de induzir a reagdo de Hill.

J4 anteriormente haviamos obtido indicagdes que esta rea-
¢do de Hill em auséncia de luz pode ser promovida sob con-
digdes praticamente naturais!6. Assim existe uma enzima em
plantas superiores, chamada alfa -oxidase a qual converte um
dcido graxo longo ao aldeido inferior e CQO;. Saindo-se do
dcido palmitico, obtem-se pentadecanal, CO; e H,0O:

o] (o]
4 -oxidase
Hy C— (CHy),y — c\/ + 0, Afta-oxidase HG == (CHy )y3 = c:/

OH H

+ CO, +HO

As preparagdes de alfa-oxidase obtidas a partir de folhas
jovens de Pisum sativum (ervilha) estio sempre contaminadas
com cloroplastos e fragdes. Quando se adiciona o 4cido graxo
longo, pode-se observar a emissio vermelha e redugio de
corantes16,
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Formagao ao nivel celular de compostos carbonilicos
tripletes

A abordagem foi a de administrar substratos apropriados a
células ricas em peroxidases!”. Com esta finalidade a maioria
dos estudos foi realizada com neutréfilos, células ricas em
mieloperoxidase. A formagiio de acetona triplete pdde ser
constatada quando se usou como substrato o trimetilsilil deri-
vado da forma endlica do isobutiraldeido; este sofre hidrélise
gerando a forma endlica do isobutanal que sabemos ser a
verdadeira forma reativa. O espectro da emissio mostrou niti-
damente o pico de fosforescéncia da acetona triplete. Além do
mais, a adi¢io de DBAS aumentou dramaticamente a emiss#o,
o que ndo acontece com AS.

Virios outros substratos de peroxidase mostraram ser capa-
zes de gerar um produto triplete ao nivel celular. Estes resul-
tados abrem um importante campo de estudo ou seja a inves-
tigagdo dos efeitos intracelulares induzidos por espécies
tripletes geradas in situ'8, Enquadram-se aqui estudos com
xenobidticos, pois é sabido que viérios deles exercem seus
efeitos como resultado da metabolizagio peroxidativa. De fato
pudemos constatar que varios xenobidticos produzem espécies
eletronicamente excitadas quando metabolizados peroxidativa-
mente. Portanto quando se procuram verificar as bases
moleculares dos efeitos de xenobidticos além de (i) produtos
reativos no estado normal (ii) radicais intermedidrios (iii) es-
pécies ativas de oxigénio, deve ser levada em conta também a
formagiio de espécies eletronicamente excitadas. E de se notar
que esta wdltima possibilidade nio é totalmente independente
da (iii) pois certas espécies tripletes podem gerar oxigénio
singlete e também fon superéxido:

1Ag O
aBt 02 9%
2 02..

COMENTARIOS

Vimos que espécies tripletes podem ser formadas em siste-
mas bioquimicos, podem reagir e induzir processos fotoqui-
micos na auséncia de luz. Estudos em andamento sugerem
que também radicais cétions excitados -espécies estas alta-
mente reativas- podem ser gerados enzimaticamente. QOutras
enzimas além da peroxidase, por exemplo lipoxigenases estdo
também envolvidas na geragdo de espécies eletronicamente
excitadas. Existem pois condi¢bes para a fotobioquimica es-
cura in vivo. Entretanto a demonstragio de uma possivel fun-
cionalidade apresenta-se ainda dificil. Até que esta demons-
tragdo acontega de forma plena e convincente, apenas valor
académico pode ser atribuido a fotobioquimica sem luz. A
histéria da ciéncia nos ensina a esperar.
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