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“Photo” chemistry Without Light?

Abstract: In 1974, independently, Giuseppe Cilento (Sdo Paulo University) and Emil White
(Johns Hopkins University) provoked the scientific community with the hypothesis that
typically photochemical reactions may take place in dark tissues of animals and plants. They
were anchored on the then ongoing photochemistry and chemiluminescence research about
enzymatically generated 1,2-dioxetanes and other peroxides that decompose thermally to
carbonyl compounds in the triplet state. These species emit ultraweak chemiluminescence,
however, being long-lived and reactive, can instead transfer electronic energy to or react like
alkoxyl radicals with biological targets (proteins, lipids, DNA), triggering physiological or
pathogenic responses. These ideas were pursued by them and various researchers, who
ambitiously tried to validate the hypothesis coined as “photochemistry in the dark”, which
would broaden the field of photobiology.

Keywords: Peroxides; peroxidases; 1,2-dioxetanes; electronically excited states; triplet state;
chemiluminescence; bioluminescence; photochemistry.

Resumo

Em 1974, independentemente, Giuseppe Cilento (Universidade de S3o Paulo) e Emil White
(Johns Hopkins University) provocaram a comunidade cientifica com a hipdtese de que reagdes
tipicamente fotoquimicas podem ocorrer no escuro em tecidos de plantas e animais. Eles se
ancoraram nas pesquisas da época sobre fotoquimica e quimiluminescéncia que desvelavam a
producdo de compostos carbonilicos no estado triplete por reagdes quimicas e enzimaticas de
1,2-dioxetanos e outros perdxidos. Estas espécies emitem quimiluminescéncia ultra-fraca,
entretanto, tendo vida média relativamente longa e sendo muito reativas, podem
competitivamente transferir energia eletrénica ou reagir como radicais alcoxilas com alvos
bioldgicos (proteinas, lipidios, DNA), disparando respostas fisioldgicas ou patogénicas. Estas
ideias foram ambiciosamente perseguidas por eles e outros pesquisadores na tentativa de
validar a hipdtese cunhada como “fotoquimica sem luz” que ampliaria o campo da
fotobiologia.

Palavras-chave: Perdxidos; peroxidases; 1,2-dioxetanos; estados eletronicamente excitados;
estados triplete; quimiluminescéncia; fotoquimica.
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1. Fotoquimica e fotobiologia

Do mundo antigo, origina-se o termo
“fotoquimica” (“foto”, luz, e “quimica”, com
varios significados) para denotar processos
de conversdo de energia luminosa em
energia quimica, portanto rea¢des quimicas
em que a transformagdo da natureza da
matéria é iniciada por absor¢do de fétons de
luz. Quando moléculas absorvem energia
luminosa adquirem uma estrutura eletronica
diferente e se tornam mais reativas, portanto
comportam-se como uma substancia com
propriedades distintas. S3o substancias
isdbmeras. Pré-irradiacdo, a molécula esta no

“estado fundamental” e seu estado
energizado, metaestavel, chamamos de
“estado eletronicamente excitado”, ou

simplesmente “estado excitado”. Dois
exemplos basilares de fotoquimica no bioma
terrestre sdo a fotossintese, fonte de
oxigénio e alimento, e a visdo, meio de
comunicagdo. Na fotossintese de vegetais e
algas verdes, a molécula fotossensivel,
coletora ou receptora dos fétons, é a
clorofila. Uma vez excitada, a clorofila
energizada dispara reagdes de transferéncia
de elétrons (6xido-redugcdo) em cadeia nos
cloroplastos da planta, que culminam com a
decomposi¢cdo da agua (H,0) em oxigénio
molecular (0,) e captacdo dos prétons e
elétrons e para producdo de adenosina
trifosfato (ATP) e sintese de glicose (CgH1,0¢),
sacarose e amido a partir de gas carbonico
(CO,) (Figura 1). A elucidacdo desta etapa
pos-irradiacdo das folhas da planta pela luz
solar, conhecida como fase escura da
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fotossintese, produtora de aguUcares, bem
como o6leos combustiveis em euforbiaceas,
rendeu a Melvin Calvin, da Universidade da

hv|claro

6NADP*
9ADP
9Pi

Vq

Califérnia (Berkeley), o Prémio Nobel de
Quimica em 1961.

+Pi

escuro

6NADPH
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Figura 1. Esquema geral da fotossintese, iniciada pela clorofila excitada por luz nos
cloroplastos das folhas das plantas. Folha reproduzida da Wikipedia®, Jon Sullivan

Por sua vez, na visdo, a absorcdo de fotons
pela proteina rodopsina presente nas células
bastonetes (visdo de brilho fraco, branco-
preto) e por proteinas homologas, presentes
nas células cones (percepcdo de cores),
localizadas na retina dos olhos, dispara uma
cadeia ciclica de reacGes iniciadas pela
clivagem da proteina rodopsina em opsina e
cis-retinal-11, o cromoforo absorvente da luz,
que é rapidamente reduzido a retinol,
comumente chamado de vitamina A (Figura
2). Retinal e opsina estdo interligadas na
rodopsina por uma ligagdo de Schiff (uma
imina, -CH=NH-), um retilideno. O retinal-11
liberado sofre uma série de reagdes
(isomerizagdo cis-trans, esterificacao,
reducdo) e a rodopsina é convertida em
metarrodopsina. Milissegundos apds, no
escuro ha regeneracdo da rodopsina e
alteracdo de fluxos de calcio que culminam
com a geracdao de um impulso nervoso e
percepcdao da imagem. Estas reacdes sao
conhecidas como “Ciclo Visual de Wald”, em
homenagem a George Wald (Biological
Laboratories, Universidade de Harvard),
laureado com o Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina em 1967 por esta descoberta.

A fotossintese e a visdo sdo dois exemplos
de fendbmenos fotoquimicos emblemdticos da
vida no planeta, portanto sdo “processos
fotobioldgicos.” A Fotobiologia abriga ainda o
estudo de varias outras respostas bioldgicas a
acdo da luz, todas elas disparadas pela
absorcdo de fdétons por um fotorreceptor
especifico que se excita tornando-se mais
reativo quimicamente. Entre os feitos da
irradiacdo por luz incluem-se: o fototropismo,
crescimento de plantas em diregdo ao sol; o
fotoperiodismo, por exemplo, a abertura de
flores em certas horas do dia, como a “onze-
horas”; a fototaxis, movimento de bactérias
em dire¢do a por¢do iluminada de uma
cultura e o movimento do girassol durante o
dia; o cancer de pele induzido pela
dimerizagdo fotoquimica de pirimidinas do
DNA sob agdo de luz UV; a terapia
fotodinamica de inflamagdes bacterianas e
dermatoses (micoses, verrugas, cancer) com
pigmentos; e os ritmos circadianos, que sdo
variagOes fisioldgicas com duragdo de cerca
de 24 horas durante o ciclo claro-escuro em
plantas e animais. Em todos estes exemplos,
ha uma antena quimica coletora de fétons —
o fotorreceptor.
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Figura 2. Representacdo simplificada do Ciclo Visual de Wald, mostrando a cadeia de
intermedidrios disparados pela absorcdo de fétons pelo 11-cis-retilideno da rodopsina no
processo fotoquimico da visdo. Esquema adaptado de Wikipedia®, Roadnottaken

Por outro lado, reagbes puramente
fotoquimicas, sem envolvimento de enzimas
e células, incluem uma pletora de processos
de importancia histérica e tecnoldgica.
Exemplo classico, hoje quase em extingdo, € a
fotografia em camaras analdgicas, onde a
imagem resulta de rea¢des quimicas na
pelicula fotossensivel do filme ou placa
captadora da imagem. Por outro lado, a
fotopolimerizacdo é um recurso industrial
empregado na producdo de plasticos e, na
Odontologia, para restauracdo de dentes
através da polimerizagdo da formulagdo de
mondmero-perdxido depositada na
superficie da cavidade dental quando
irradiada com pulsos de luz UV. Pode-se
ainda acrescentar o descoramento de
pigmentos por iluminagao, que justifica a
proibicdo do uso de flashes para fotografar
pinturas nos museus.

Para podermos entender de maneira um
pouco mais detalhada os processos
bioldgicos e quimicos originados pela
irradiacdo de luz devemos aprender, de

maneira genérica, 0s processos que
moléculas quimicas podem sofrer quando sao
irradiadas por luz e absorvem a energia desta
radiacdo eletromagnética.' Estes processos
fotofisicos podem ser esquematizados em
um diagrama de energia, chamado de
diagrama de Jablonski (Figura 3). A absorc¢ao
de um féton por uma molécula a leva ao seu
estado eletronicamente excitado singlete, em
gue os elétrons mantém-se com spins
contrarios (anti-paralelos), mas um dos
elétrons foi promovido a um estado mais
energético (ocupa agora um orbital de
energia mais alta). A molécula excitada no
estado singlete pode desativar-se por
emissdo de um féton de energia mais baixa
que aquela de excitacdo (fluorescéncia).
Alternativamente pode converter-se ao seu
estado triplete por inversdo do spin
eletronico e dai emitir fosforescéncia,
processo este denominado cruzamento
inter-sistemas. A energia de excitagdo pode
ainda ser dissipada na forma de energia
vibracional (conversao interna) ou através da
colisdo com moléculas do solvente, perdendo
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calor e retornando ao seu estado
fundamental original. Finalmente, a
molécula excitada pode sofrer reacgoes
quimicas (fotoquimica) ou transferir a

energia eletronica para outras moléculas,
levando a formagdo do estado excitado da
molécula receptora de energia. Esta
transferéncia de energia eletrénica pode se
dar no contato entre molécula doadora e

A
S,

Energia

Cl

L L

absorgao
fluorescéncia

Vo

aceptora da energia eletronica, ou por
ressonancia, a longa distancia, até cerca de
100 A. Se o aceptor excitado se desativa por
liberacdo de calor e, portanto, “apaga” a
luminescéncia, é denominado supressor
(quencher). Alternativamente, se o aceptor
de energia fluoresce com maior eficiéncia
gue o doador, o aceptor amplifica, intensifica
a emissao de luz (fluorescer ou enhancer).

R

fosforescéncia

-
<
N
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Figura 3. Diagrama de estados e processos de moléculas excitadas por irradiagdo com luz
(Diagrama simplificado de Jablonski). Cl: conversdo interna; CIS: cruzamento intersistemas; So:
estado fundamental; S;: primeiro estado excitado singlete; S,: segundo estado excitado
singlete; T;: primeiro estado excitado triplet; V,, niveis vibracionais

2. Quimiluminescéncia e
bioluminescéncia

A quimiluminescéncia’ e a
bioluminescéncia® - emissdo de luz fria,
visivel, por reagGes quimicas na auséncia e
presenca de enzimas, respectivamente - sdo
assim fendGmenos inversos a fotoquimica. No
caso da bioluminescéncia, o substrato é
chamado luciferina e a enzima, luciferase.
Estes sdo fendmenos em que ha conversao

da energia das ligagbes quimicas das
moléculas reagentes em energia luminosa
(equacgdo 1): intensa na bioluminescéncia de
vagalumes (45%) e na quimiluminescéncia de
certos oxalatos tratados com perdxido de
hidrogénio (H,0,) (até 60%), mais fraca em
cogumelos luminosos e na termdlise de 1,2-
dioxetanos (perodxidos ciclicos de anel
tetratdmico) e ultra-fracas na peroxidacdo de
lipidios e aldeidos tratados com peroxidases.
Nestas transformagdes, a luz pode ser
considerada como um dos produtos da
reagao.
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luz

reagente + 02/H202—>[intermediério]—»produto*z produto equacao 1

Nas ultimas décadas, muitas substancias
quimiluminescentes foram descobertas e
utilizadas no desenvolvimento de métodos
analiticos para amostras de diversas
naturezas — ambientais, clinicas, bioldgicas,
forenses.” Ressaltamos aqui a oxidagdo de
luminol por perdxido catalisada por muitos
metais de transicdo (Figura 4, equacgdo 2) e
amplamente utilizada em ensaios analiticos,
desde a deteccdo de diversos metais de
transicdo ou de perdxido de hidrogénio em
varios meios, utilizacdo em imunoensaios e
como detector do metabolismo oxidativo de
células, aplicagdo em ensaios de capacidade
antirradicalar até o seu uso mais conhecido
como método sensivel para a deteccdo de
tragos de sangue na quimica forense.* Outras
reac6es quimiluminescente cldssicas sdo a
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reacdao de lucigenina com perdxido de
hidrogénio (Figura 4, equacdo 3), também
catalisada por metais de transicdo e a reacao
de ésteres oxalicos reativos com perdxido de
hidrogénio, catalisada por bases, e
necessitando a presenca de um composto
altamente fluorescente, o chamado ativador
(Figura 4, equacgdo 4). Algumas dezenas de
luciferinas — os substratos de reagOes
bioluminescentes — também foram isoladas,
identificadas e sintetizadas. Emil White
destaca-se por ter descrito a sintese e
propriedades do luminol e da luciferina de
vagalumes, dois dos sistemas luminescentes
mais bem estudados e utilizados em Kkits

analiticos para pesquisa fundamental e
aplicada.
- S, o
8 — +hvazonm equacao 2
o~ NH, O~
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o
4’0 +hvusem  equacéo 3
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Nu: base nucleofilica, ACT: hidrocarboneto poliaromatico, Ar: grupo arilico

Figura 4. Esquema das reacdes quimiluminescentes de luminol (eq. 2), lucigenina (eq. 3) e
peroxioxalato (eq. 4)*
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3. Intermediarios peroxidicos de
reagoes quimiluminescentes: 1,2-
dioxetanos, 1,2-dioxetanonas e
1,2-dioxetanodiona

A elucidagdo dos mecanismos quimicos de
emissdao de luz por diversos substratos foi
alavancada pela sintese de 1,2-dioxetanos e
1,2-dioxetanonas nos anos 1960 e 1970.°
Muitas décadas anteriores, eram tidos como
intermedidrios hipotéticos “ricos em energia”
da luminescéncia quimica e bioldgica. Apesar
de os produtos de sua decomposi¢do serem
aqueles esperados da clivagem do
intermedidrio, acreditava-se que sua sintese

Vo

era tarefa ingldria, pois sdo perdxidos com
anel ciclobutanico, portanto, com ligagdo 0O-O
relativamente fraca (~ 140 kJ/mol), atomo de
carbono sob tensdo imposta pelo anel
(angulo de ligacdo do atomo de carbono
inferior a 109°) e forte “pressdo
termodindmica” para formagdo de dois
produtos carbonilicos, bastante estaveis
(Figura 5). Esperava-se que fossem
extremamente termoinstaveis, mas que sua
alta energia quimica excitasse os elétrons dos
produtos e fosse finalmente liberada na
forma de luz ou utilizada para formacao
intra- ou intermolecular de fotoprodutos.
1,2-Dioxetanonas seriam ainda mais instaveis
devido a presenca do grupo carbonila no anel
(carbono sp?, angulo 120°).

R2 RS _|SO 0 —|T1/S1/SO
R1 R4 —— 3
L+ L
0-0 R1 RZ RS R4
—T1/S1/Sg

RZ
o)
R1 y -COg
0-0 R?

-

Figura 5. Clivagem térmica de 1,2-dioxetanos e 1,2-dioxetanonas levando a produtos
carbonilicos, um deles no estado excitado, com estados excitados triplete predominando sobre

estados singlete

Kopecky e Mumford (Universidade de
Alberta, Canadd) relataram em 1969 o
primeiro 1,2-dioxetano sintetizado a baixa
temperatura: o 3,3,4-trimetil-1,2-dioxetano,
cujo aquecimento gera acetona e acetaldeido
acompanhado da emissdo de luz azul. Note-
se que a fluorescéncia e a fosforescéncia de
acetona excitada tém picos espectrais na
regido do azul: 390 nm e 430 nm,
respectivamente.6 J& a primeira 1,2-
dioxetanona ou a-peroxilactona, a 3-terc-
butil-1,2-dioxetanona foi sintetizada por
Adam e Liu em 1972, na Universidade de
Porto Rico, EUA.” Este perdxido ciclico que
contém um grupo funcional carbonila ligado
ao anel de quatro membros mostrou-se
muito mais instavel (energia de ativacdo de

termdlise, E, = 80 kJ/mol) que o 3,3,4-
trimetil-1,2-dioxetano (E, = 100 kJ/mol).2

A clivagem térmica dos 1,2-dioxetanos
(chamada de unimolecular, pois ndo ha
participacdo de outro reagente neste
processo) leva, conforme ja dito, a formacgdo
dos correspondentes compostos carbonilicos
(Figura 5), podendo ser um deles em um
estado eletronicamente excitado,
preferencialmente no estado triplete. A
estabilidade dos compostos e os rendimentos
guanticos de formacdo de estados
eletronicamente excitados dependem
crucialmente do numero e da natureza
(principalmente do tamanho) dos
substituintes no anel peroxidico de quatro
atomos, sendo que o 1,2-dioxetano ndo-
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substituido tem estabilidade similar a de 1,2-
dioxetanonas.”™ A formacdo predominante
de estados excitados triplete (até 60%) e a
qguantidade muito baixa de estados excitados
singlete formada (menor que 1%) implica em
uma eficiéncia de quimiluminescéncia muito
baixa na decomposicdo unimolecular destes
1,2-dioxetanos. Sendo assim, esta
transformacao, contrariamente as
expectativas iniciais, ndo é um bom modelo
para processos bioluminescentes, cuja
eficiéncia quantica é muito superior e a luz
emitida, plenamente visivel.?

A decomposicdo unimolecular de 1,2-
dioxetanonas mostra caracteristicas muito
similares aquelas de 1,2-dioxetanos, com
formacdo preferencial de estados excitados
triplete em detrimento da geracdo de
estados excitados singlete (Figura 5). E
interessante notar que a eficiéncia do
processo de formacdo de estados excitados
por 1,2-dioxetanonas é menor que pelos 1,2-
dioxetanos, apesar do maior conteudo
energético dos primeiros.” Entretanto, os
trabalhos dos grupos de pesquisa de G. B.
Schuster, W. Adam, N. J. Turro e T. Wilson
mostraram claramente que estas 1,2-
dioxetanonas (especificamente a 3,3-dimetil-
1,2-dioxetanona, a Unica cujas propriedades
quimiluminescentes foram detalhadamente
estudadas), quando na presengca de
compostos aromaticos fluorescentes,
mostram decomposi¢do catalisada por estes
aditivos com a formagao consideravelmente
maior de estados excitados singlete. Mas
neste caso, o composto formado no estado
excitado singlete é o hidrocarboneto
aromatico (ndo a porgdo carbonilica do
perdxido) e a emissdo de sua fluorescéncia é
que responde pela observacdo da
quimiluminescéncia. Com base nesta
observacdo e dos fatos de que a velocidade
de decomposicdo e a eficiéncia de formacao
de estados excitados singlete dependem do
potencial de oxidacdo do hidrocarboneto
aromatico, chamado de ativador (ACT),
levaram os pesquisadores ora citados a
postular o mecanismo “Chemically Initiated
Electron Exchange Luminescence (CIEEL)” -
ou Luminescéncia Iniciada Quimicamente

Baader, W. J. et al.

pelo Intercambio de Elétron (LIQIE).”*® Este
mecanismo, ao postular uma transferéncia de
elétron do ativador para o perdxido,
iniciando assim a clivagem da liga¢do O-O, foi
recebido na época pelos pesquisadores da
area com grande entusiasmo e
subsequentemente utilizado para entender a
formacdo de estados excitados em uma
grande variedade de transformacdes
quimiluminescentes e bioluminescentes.”” A
retro-transferéncia de elétron, do radical-
anion carbonilico, formado apés clivagem da
ligacao C-C, para o cation radical do ativador,
é responsavel pela formacdo do estado
excitado deste ultimo e a consequente
emissdo de fluorescéncia (Figura 6). Os
rendimentos guanticos determinados
inicialmente para a decomposicdo catalisada
da 3,3-dimetil-1,2-dioxetanona por vdrios
grupos de pesquisa (de cerca de 10%)
indicaram um  processo razoavelmente
eficiente, de acordo com os altos
rendimentos observados em transformagoes
bioluminescentes, justificando o carater de
modelo do mecanismo CIEEL para a
bioluminescéncia de varias espécies.
Entretanto, medidas mais recentes dos
rendimentos quanticos na decomposicdo da
3,3-dimetil-1,2-dioxetanona e de dois
derivados mais estdveis mostraram que os
rendimentos inicialmente obtidos foram
superestimados em ao menos duas ordens de
grandeza, ou seja, os valores corretos das
eficiéncias das transformagdes sdo menores
que 0,1%."

Estes fatos poderiam levar ao
guestionamento do uso do mecanismo CIEEL
como modelo para a bioluminescéncia,
porém, observou-se que a decomposi¢do de
certos 1,2-dioxetanos, contendo em sua
molécula grupos doadores de elétron, ocorre
com a formacdo eficiente de estados
excitados singlete.”® A decomposicdo destes
compostos, nos quais a por¢ao doadora de
elétron é formada através de uma reacdo de
desprotecdo, pode ser descrita por um
mecanismo analogo ao CIEEL e pode levar a
formacdo de estados excitados por processos
de transferéncia e retro-transferéncia de
elétron intramoleculares (Figura 7).2
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Figura 6. (a) Mecanismo proposto para a quimiluminescéncia de uma 1,2-dioxetanona
catalisada por um ativador (ACT) com alto potencial de reducdo, intitulado Chemically Initiated
Electron Exchange Luminescence (CIEEL) ou Luminescéncia Iniciada Quimicamente pelo
Intercambio de Elétron (LIQIE). (b) Foto da quimiluminescéncia da reacdo de peroxioxalato na
presenca dos ativadores (da esquerda para a direita): clorofila a; 9,10-bis(feniletinil)antraceno;
rubreno; e 9,10-difenilantraceno (ref. 34). Copyright Quimica Nova, 1998
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Figura 7. Mecanismo de decomposicao induzida de um 1,2-dioxetano contendo um
substituinte fenoxila protegido
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Foi mostrado por vdrios grupos de
pesquisa que estes derivados 1,2-dioxetanos
gue possuem alta estabilidade térmica levam
a formacdo eficiente de estados excitados,
podendo ter rendimentos quanticos de até
100%°**" Recentemente foi demonstrada a
ocorréncia de uma transferéncia de elétron
intramolecular como passo lento da reagdo.?
Além disso, obteve-se evidencias de que
também a retro-transferéncia de elétron
deve envolver um processo intramolecular.?
Esta transformacdo, em que se utilizou um
grupo de protecdao que pode ser clivado pela
acao de uma enzima, apds a sua descricao
inicial pelo grupo de Paul Schaap,* tem sido
amplamente utilizada como sistema de
deteccdo quimiluminescente em diversos
imunoensaios, substituindo os métodos com
radioisétopos.”

Os fatos expostos acima indicam a
aparente regra geral de que as
transformacGes de  perdxidos ciclicos

envolvendo transferéncia intermolecular de
elétron ocorrem com baixa eficiéncia de
formacdo de estados eletronicamente
excitados. Entretanto, quando os processos
de transferéncia de elétron sdo
intramoleculares, eles produzem
eficientemente estados excitados.”®

Mas ha um sistema quimiluminescente
que deve envolver processos
intermoleculares com rendimentos quanticos
de estados excitados tdo altos que podem ser
apreciados visualmente. Trata-se da reagdo
de peroxioxalato envolvida nos bastées
luminosos, chamados light sticks.”’ O sistema
peroxioxalato foi descoberto acidentalmente
por Chandross ao observar intensa emissao
de luz quando efetuou a reagdo de cloreto de
oxalila com perdoxido de hidrogénio na
presenca de um composto fluorescente.”®
Posteriormente o sistema foi desenvolvido,
detalhadamente estudado e comercializado
pelo grupo de pesquisa de Rauhut na
empresa American Cyanamid, utilizando
diversos derivados oxalicos, principalmente
ésteres e algumas amidas reativas.”® A reag3o
de ésteres oxalicos com peréxido de
hidrogénio é catalisada por bases e ocorre
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em uma série de passos sequenciais e
paralelos, levando a formacdo de um
intermedidrio de alto conteldo energético,
responsavel pela formacdo de estados
excitados (Figura 4, equacdo 4).°° Este
intermediario foi formulado como a 1,2-
dioxetanodiona (o dimero de CO,) por
Rauhut e colaboradores,”® mas a prova
definitiva para sua existéncia ainda ndo foi

reportada.”’ A formacdo dos estados
excitados responsaveis pela emissdo de
quimiluminescéncia ocorre com o]

envolvimento de passos de transferéncia e
retro-transferéncia de elétron entre o
intermedidrio de alto conteldo energético e
a ativador, conforme comprovado em varios
estudos recentes.* ™ A eficiéncia de emissdo
ja foi relatada nos trabalhos iniciais do grupo
de Rauhut com até 30%, o que foi
comprovado posteriormente, quando se
mediu rendimentos quanticos de até 60% em
certas condicGes experimentais.31 Em vista
disso, podemos afirmar que a reacgdo
peroxioxalato é a Unica transformacdo
guimiluminescente comprovadamente
eficiente na formacdo de estados excitados
segundo o mecanismo CIEEL intermolecular,
sendo que as razdes para esta
excepcionalidade ndo sdo conhecidas ainda.

O sistema peroxioxalato tem sido assaz
utilizado em muitas aplicagdes analiticas.”
Além disso, pode ser muito Util no ensino de
quimica para efetuar experimentos de
demonstracdo de efeitos de concentragao,
pH, solvente, temperatura, cinética e
catalisador numa reag¢do quimica. Estas
varidveis podem ser facilmente exploradas,
pelo menos qualitativamente, através da
fotografia da intensidade de emissao de luz
no decorrer do tempo.** Vérios oxalatos e

ativadores da quimiluminescéncia que
eliciam diferentes cores (ex.: rubreno,
laranja; perileno, verde; 9,10-

dibromoantraceno, azul; clorofila, vermelho)
sdo hoje comercializados na forma de
bastbes luminosos (light sticks), utilizados
como atratores na pesca, kits de emergéncia
e aderecos, muito populares em festas de
aniversarios e baladas. Seus componentes
sdo cito- e genotodxicos, mas sdo rotulados
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como seguros e ndo ha informacdo sobre seu
descarte apropriado.”> Milhares destes
bastdes utilizados na pesca constituem lixo
das praias do nordeste brasileiro e sdo
inadvertidamente utilizados pela populacdo
carente como analgésico para dores
musculares e nas juntas, bronzeamento,
massagem, manchas na pele, Vvitiligo,
formicida, entre outros usos.

A decomposicdo térmica de 1,2-
dioxetanos e 1,2-dioxetanonas produz
compostos carbonilicos como produtos de
clivagem nos seus estados excitados singlete
ou triplete. Consequentemente, estes
produtos excitados podem sofrer processos
fotofisicos e fotoquimicos do mesmo jeito

)+H3o+oo+>\—< \l /

Vo

que ocorre com os estados excitados gerados
através da absorcdo de luz. A investigacao da
fotoquimica de compostos carbonilicos
excitados por varios pesquisadores, entre
eles, Ronald Norrish, recipiente do Prémio
Nobel de Quimica em 1967, resultou na
identificacdo de reagGes induzidas por luz em
aldeidos e cetonas: clivagem homolitica
carbono-carbonila, isomerizacdo (cis-trans,
auto-ciclizacdo), polimerizagdo, cicloadigdes-
1,2 e -1,4, abstracdo de hidrogénio e
substituicio aromatica, entre outras.' A
Figura 8 exemplifica o caso da acetona. E
extraordinaria a pluralidade de reacbes
desencadeadas pela absor¢cdo de fétons por
uma molécula!
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Figura 8. Fotofisica e fotoquimica de acetona: (0) absor¢do de fétons (hv) no UV levando-a
ao estado excitado (*); (1) desativagdo térmica espontdnea ou por colisdo com solvente; (2)
emissdo de fluorescéncia e fosforescéncia; (3) transferéncia de energia para molécula aceptora
(A), seguida ou ndo de fotoquimica e dos processos (1) e (2); (4) transferéncia de energia para
oxigénio molecular formando oxigénio excitado, extremamente reativo; (5) cicloadi¢do-1,2 a
olefinas (Reagdo de Paterno-Biicchi); (6) abstracdo de atomos de hidrogénio de doadores

como 1,4-dienos e acgucares, (7) reduzindo-se a isopropanol e pinacol;

(8) clivagem alfa

(homdlise) a radical metila e acetila, o qual, por sua vez, pode sofrer, descarbonilacdo e

dimerizacao a diacetilo

4. Por que “foto” quimica sem luz?

Com estas premissas, pode-se agora
esclarecer com propriedade e precisdo a

7

hipétese da “fotoquimica sem luz” ou
“fotoquimica no escuro”, ilégica ou
incoerente a primeira vista. Em torno de
1974, independentemente, Emil White
(Chemistry Department, Johns Hopkins
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University)*® e Giuseppe Cilento (Instituto de
Quimica, Universidade de S3o Paulo)*’
levantaram a hipdétese de que reacdes
quimicas e enzimaticas geradoras de
produtos no estado excitado tinham o
potencial de disparar reac¢les tipicamente
fotoquimicas, mas no escuro, tal como as
reacOes fotoquimicas classicas induzidas por
irradiacao. Nas reagoes
bioluminescentes, o produto excitado
(oxiluciferina) tem natureza essencialmente
singlete, de vida média da ordem de
nanosegundos, portanto, esta determinado a
desativar-se por emissao de fluorescéncia. Ja
no estado triplete, as moléculas tém vida
média muito longa, superior a
microssegundos, e tém cardter radicalar,
portanto sao muito reativas.

White e Cilento, ao postularem a hipdtese
de “fotoquimica na escuro” estavam
firmemente  ancorados na literatura
cientifica, a qual documenta a ocorréncia de
“foto”produtos de biomoléculas em tecidos
de plantas e animais ndo expostos
diretamente a luz e varios relatos de reagGes
quimicas geradoras de “foto”produtos ou
emissoras de luz ultra-fraca no escuro. A
formacdo de alguns destes “fotoprodutos”
ndo era consistente com a ocorréncia de
transformagbes no estado fundamental
segundo as regras de Woodward- Hoffmann,
o segundo, recipiente do Prémio Nobel de
Quimica em 1981. Estas regras estabelecem
que certas rea¢les sao proibidas ou
permitidas de ocorrerem no estado
fundamental, com base na simetria de
orbitais. Exemplo classico de reagao proibida
no estado fundamental é a dimerizagdo de
algquenos para o correspondente ciclobutano,
denominada reac¢do de cicloadicdo [2+2]. As
regras de Woodward-Hoffmann permitem a
compreensao dos mecanismos de reac¢des de
cicloadicdo, eletrociclicas, sigmatrdpicas e de
transferéncia de grupos atomicos.

Baader, W. J. et al.

Com base nestes conceitos fotoquimicos,
Cilento e White garimparam na literatura
guimica e bioquimica produtos e metabdlitos
“permitidos” apenas a partir do estado
excitado do precursor e os testaram para
validar sua hipdtese. Que critérios de escolha
adotaram? Apoiaram-se (i) nos mecanismos
guimicos de guimiluminescéncia e
bioluminescéncia que formam certa fragao
de produtos no estado excitado; (ii) na
similitude estrutural (carbonila com carbono
vicinal hidrogenado) e reacional
(intermedidrios de natureza peroxidica) de
compostos quimiluminescentes e luciferinas,
os substratos da bioluminescéncia; e (iii) na
quimica de 1,2-dioxetanos e 1,2-
dioxetanonas geradores de  produtos
carbonilicos singlete e, majoritariamente,
triplete durante a termdlise destes peroxidos
ciclicos.

5. Fotoquimica sem luz:
contribuicdoes de Emil White

White concentrou-se na sintese e uso de
1,2-dioxetanos como fontes de espécies
carbonilicas excitadas e de compostos
fotossensiveis classicos como aceptores da
energia eletrbnica andlogos a produtos
naturais de plantas  candidatos a
fotoprodutos de reacBes enzimaticas no
escuro. Citou como exemplos, em sua revisao
para o Angewandte Chemie em 1974,*
reacdes fotoquimicas classicas, porém
induzidas pela termolise de 1,2-dioxetanos
no escuro, entre elas:

(i) Isomerizagdo cis-trans de estilbeno
induzida por 3,3,4-trimetil-1,2-dioxetano,
processo hipoteticamente andlogo ao que
promove isomerizacgdo de cinamatos no
trevo-branco (Melilotus alba) (Figura 9).
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Figura 9. Isomerizag3o cis-trans de estilbeno e de um cinamato natural. Foto: Wikipedia’,
Bogdan

(ii) Dimerizagdo ciclobutanica de 1,2- (iii) Rearranjo de  santonina a
dicianoetileno semelhante aquela que forma lumisantonina, presentes na planta Artemisia
truxilatos em uma das espécies de coca e maritima, acoplado a termdlise de 3,3,4-
formacdo de oxetano entre o 1,2- trimetil-1,2-dioxetano (Figura 11).
dicianoetileno e acetona excitada (Figura 10).
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Figura 10. Cicloadi¢do [2+2] de acetona triplete a 1,2-dicianoetileno, acompanhada de sua

isomerizagdo cis-trans, e dimerizagdo de cinamatos por truxilatos na planta coca (Erythroxylum
coca). Foto: Wikipedia®, H. Zell
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Figura 11. Isomerizacdo de santonina induzida por 3,3,4-trimetil-1,2-dioxetano. Foto:
Wikipedia®, Sten Porse

Outro caso, investigado por um dos
autores deste artigo (EJHB) junto com Emil
White e Giuseppe Cilento, foi a cicloadigdo-
1,4 (reacdo Diels-Alder) intramolecular do
alcaloide colchicina, uma tropolona
abundante nas plantas acafrdo-do-prado
(Colchicum autumnale) e gloriosa (Gloriosa
superba). Este alcaloide tem propriedades

anti-mitdticas e é usado ha milénios no
tratamento de gota. Quando irradiado, ele
sofre uma ciclizacdo intramolecular-1,4 do
anel tropolénico a dois isdbmeros cis-trans: a
B-lumicolchicina e a y-lumicolchicina (Figura
12). Ainda sob irradiacdo, a primeira
dimeriza-se a um derivado ciclobutanico,
chamado a-lumicolchicina.

h

colchicina
OCHj3

ou H;CO
Sacetona*

B-lumicolchicina

) . NHA
-lumicolchicina

J

Figura 12. Fotoconversdo de colchicina em lumicolchicinas nas plantas gloriosa e acafrdo-do-
prado. Foto: Wikipedia®, Brian Gratwicke (Gloriosa superba), Jan Mehlich (Colchicum
autumnale)
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Em laboratério, a incorporacdo de
colchicina marcada com C-14 no grupo
metoxila do anel tropolonico a colmos de
Colchicum autunmnale, uma planta de dia
curto (floresce no outono), através de um
barbante que atravessa o colmo e com
pontas mergulhadas na solugao do substrato,
totalmente no escuro, revelou a presenca de
B- e y-lumicolchicina marcadas nos extratos
da planta.®® Estes resultados foram os
primeiros a autenticar a hipdtese de
fotoquimica sem luz in vivo. Entretanto,
testes in vitro com colchicina exposta a
3,3,4,4-tetrametil-1,2-dioxetano no escuro
sob aquecimento durante algumas horas
deram resultados contraditérios ao se
analisar os fotoprodutos por técnicas
cromatograficas, além do fato de
experimentos de fotdlise com flashes
revelarem que os lumiderivados sdo
produzidos pela colchicina excitada ao estado
singlete.39 Este sistema merece ser revisitado,
entre outras razdes, porque a ciclizacdo-1,4
de colchicina também foi alcancada no
escuro durante seu tratamento com o
complexo Fe(CO)s, o que levanta a hipdtese
de que complexos/enzimas de metais de
transicdo possam efetuar a isomerizagdo do
alcaloide no estado fundamental (dados ndo
publicados).

Nos anos posteriores, White aprofundou
os estudos de 1,2-dioxetanos e do sistema
luciferina/luciferase de vagalume, linha
principal de seu laboratério, e ampliou a

Vo

pesquisa de substituicdo eletrofilica em
aromaticos por carbocdtions e alquilacdo e
nitrosacdo de peptideos e quimotripsina com
nitrosamidas. Nao persistiu na busca por
evidéncias in vitro e in vivo da ocorréncia de
fotoquimica no escuro, tarefa muito
desafiadora na década dos setentas, ainda
sem os recursos tecnolégicos da
modernidade em espectrometria de massa,
ressonancia magnética nuclear e imagem
com sondas fluorescentes.

6. Fotoquimica sem luz:
contribuicoes de Giseppe Cilento

Cilento, ao contrério, até seu falecimento
em 1992, junto com seus alunos e
colaboradores, empenhou-se na busca de
substratos de peroxidases produtores de
espécies  excitadas via intermedidrios
dioxetanicos, particularmente no estado
triplete, e de alvos bioldgicos destas espécies
reativas. Apostou no fato de que espécies
carbonilicas tripletes sdo pouco emissivas,
tém vida média longa em meio aquoso e
hidrofébico (microssegundos) e variada
reatividade, andloga aquela de radicais livres
alcoxilas.”® A Figura 13 mostra o rico painel
de reacgdes tipicas de radicais livres similares
aquelas realizadas pela acetona fotoexcitada.
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Figura 13. Tipos de reacbes de radicais livres centrados no carbono, no oxigénio e em outros
atomos, em muitos casos similares aquelas de espécies carbonilicas tripletes

Diante da farta bibliografia sobre as
propriedades fotofisicas e fotoquimicas de

acetona excitada, Cilento considerou a
oxidacdo aerdbica de isobutanal (IBAL)
catalisada por peroxidase de raiz forte

(horseradish peroxidase, HRP) a formiato e
acetona triplete, em tampao fosfato em pH
fisiolégico (7,4), um modelo ideal para
melhor aproximacdo da realidade biolégica.*

>_<os|R3
'

'I'I

IBAL é estruturalmente andlogo ao
metabdlito metilmalonaldeido, o qual exibe
atomo de hidrogénio ativado pela carbonila.
A hipdtese de trabalho resumida nas Figura
14 é auto-explicativa, principalmente se
cotejada com outras fontes de cetonas
excitadas de ocorréncia bioldgica, por
exemplo, como resultado de peroxidagao
lipidica (Figura 15).***

OH OH
‘ | ) >_< HRP | H —— H
H —
H OOH 0-0
OH | |-HCOH
An

Figura 14. Producdo de acetona triplete pela oxida¢do aerébica de isobutanal catalisada por
peroxidase de raiz forte (HRP, horseradish peroxidase). Este substrato relne caracteristicas
similares as de luciferina (hidrogénio vicinal ativado pela carbonila), possibilidade de insergao
radicalar de oxigénio com formagdo de a-hidroperdxido, produtos esperados da clivagem de
um 1,2-dioxetano intermediario e formag3o de produto no estado excitado*
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Figura 15. Possiveis fontes bioldgicas de cetonas tripletes. Além de 1,2-dioxetanos, ha
relatos de que radicais alcoxila e alquilperoxila formados na propagacdo e término de cadeias
de peroxidacdo lipidica geram cetonas triplete por dismutacdo e que a reacdo de retro-
Paterno-Biicchi de oxetano derivado de cetona e timina também gera a cetona no estado

triplete

Em poucos anos, detalhou-se a cinética e
mecanismo desta reacdo e a formagdo de
acetona no estado triplete (vida médiat~ 1-2
us) atestada pelo espectro de
guimiluminescéncia coincidente com o
espectro de fosforescéncia da acetona (Amax ™
430 nm), pela eficiente transferéncia de

energia para 9,10-dibromoantraceno
sulfonato (hidrossoluvel), pela supressdo por
sorbato  (2,4-hexadienoato) um dieno
conjugado também hidrossolivel, e pela
deteccdo de fotoprodutos da acetona
excitada, isopropanol e pinacol (Figura
14)'42,44

Foi mostrado ainda que a reagdo depende
da presenca de perdéxido como co-substrato
para a peroxidase e ocorre com a forma
endlica do aldeido, a qual sofre oxidacdo pela
peroxidase agindo como oxidase em um ciclo
enzimatico tipico envolvendo os compostos |
e Il da enzima.* A forma endlica como o
substrato reativo do IBAL foi definitivamente

comprovada pelo uso de silil enol éteres
como reagentes na reagdo, 0s quais resultam
em maiores velocidades de reacdo, além do
aumento da intensidade de emissao e dos
rendimentos quanticos de emissdo (Figura
14).®* A emiss3o obtida da reacdo enzimatica
com estes substratos endlicos é tdo intensa
que a quimiluminescéncia pode ser
facilmente vista em sala escura,
possibilitando fotografa-la na presenga de
um aceptor de energia triplete, o 9,10-
dibromoantraceno-2-sulfonato de sédio.***’
Com os substratos endlicos, foi possivel
mostrar também que a acetona triplete é
formada em um ambiente quiral no sitio
ativo da enzima devido a supressdo
diferencial da emissdo na presenca de D- e L-
triptofano.“® Além disso, foi observada reagio
de oxidacdo pela HRP de substratos endlicos
de ésteres de acidos carboxilicos. Derivados
de acidos carboxilicos contendo atomo de
hidrogénio na posicdo alfa ndo sofrem reacdo
de oxidacdo  catalisada pela HRP,
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supostamente devido a presenca da forma
endlica nestes derivados em concentragbes
muito baixas. Porém, a utilizacdo de uma
forma endlica protegida na reacdo de
oxidacdo com peroxidase resultou em
emissdo de luz, indicando a ocorréncia de
oxidacdo deste substrato de maneira andloga
a reacdo de aldeidos.”®

Em estudo paralelo, outro substrato
interessante - o] sistema 3-
O O

peroxinitrito/CO, 00°
ou HRP/H202/
0o
[
I 11

/6\7 |

MAA

OOH
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metilacetoacetona, modelo para
metilacetoacetato, um corpo cetbnico
acumulado em diabéticos e portadores de
isoleucinemia — reproduziu resultados
analogos aos observados com IBAL: producdo
de diacetilo excitado ao estado triplete (t ~
20 us), supressdo por sorbato e espectro de
guimiluminescéncia superponivel ao espectro
de fosforescéncia de diacetilo (Amax ™~ 520 nm
e ombro em 550 nm) (Figura 16).*
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Figura 16. Oxidagdo aerdbica de metilacetoacetona (MAA) a acetato e diacetilo no estado
triplete, catalisada por HRP ou iniciada por peroxinitrito (ONOQ")

O mecanismo da reacdao de oxidacdao da
MAA foi corroborado pela andlise de
produtos (acetato e diacetilo), consumo de
O, e peroxinitrito, deteccdao dos adutos dos
radicais MAA" e acetila por EPR-captacdo de
spin com metilnitroso propano (MNP) (ay =
1,52 e 082 mT) e espectro de
quimiluminescéncia coincidente com o de
fosforescéncia de diacetilo.

Os substratos 2-fenilpropanal e
difenilacetaldeido, em analogia ao IBAL
foram oxidados pelo oxigénio dissolvido na
presenca de HRP pelo mesmo mecanismo
gerando os produtos correspondentes no
estado excitado: acetofenona e benzofenona,
respectivamente (Figura 17).° Importante

notar que o tratamento de mitocéndrias
isoladas de figado de rato com
difenilacetaldeido causou lesdes oxidativas a
proteinas, lipidios e DNA, atribuiveis a
benzofenona triplete (t ~ 100 ps) formada
pela oxidacdo aerdbica do substrato
catalisada pelo citocromo c presente na
membrana interna das mitocondrias.>® A
propdsito, vdrios trabalhos tém revelado que
varias  hemeproteinas atuando como
peroxidases (ex., HRP, mioglobina, citocromo
¢) catalisam as reagbes quimiluminescentes
de substratos facilmente oxidaveis e portanto
dispéem do potencial de gerar espécies
tripletes e causar danos em biomoléculas.
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Figura 17. Oxidacao de 2-fenilpropanal e difenilacetaldeido catalisada por HRP, com geracao
de acetona e benzofenona no estado triplete

Outros substratos desafiados com HRP de
grande interesse em Biologia, geradores de
benzaldeido e indolaldeido no estado
triplete, foram respectivamente o fenil- e o
indol-acetaldeido, hormoénios de crescimento
de plantas® e o pentanal, cuja oxidago gera
butanal triplete, seguida de clivagem-f e
abstracdo de hidrogénio do carbono-y
(clivagem Norrish tipo 1I) do butanal
produzindo acetaldeido e etileno, outro
hormonio de planta.*

Utilizando o sistema IBAL/HRP como fonte
de acetona triplete, Cilento e colaboradores
lograram excitar e/ou modificar
guimicamente varios aceptores de relevancia
bioldgica, entre eles, corantes xanténicos
(eosina, rosa Bengala) sensibilizadores da
formacdao de oxigénio excitado singlete;
fitocromo sensivel ao vermelho e fitocromo
sensivel ao infravermelho, medidores da
duragdo do dia em fototropismo e
fotoperiodismo; clorofila, envolvida na

fotossintese; dietilestilbestrol, um estrogénio
com propriedades  tumorigénicas; e
tetraciclinas, antibidticos com atividade
bactericida (Figura 18).>’ Durante muitos
anos, Cilento manteve colaboracdo estreita
com Waldemar Adam na Universidade de
Wiirzburg (Alemanha). Um dos trabalhos de
maior destaque deste grupo no que se refere
a fotoquimica no escuro foi demonstrar que
varios dioxetanos podem induzir
modificagbes  quimicas, principalmente
dimerizacdo [2+2] de pirimidinas e oxidacdo

de guanosina a 8-hidroxi 2'-
desoxiguanosina.> Os dimeros
ciclobutanicos desta base, gerados por

transferéncia triplete-triplete, foram
detectados com uma endonuclease UV
especifica e a guanina oxidada
provavelmente derivou de transferéncia de
elétron de cetona triplete para a base,
seguida de reagdes com o oxigénio molecular
dissolvido ou mesmo dioxetano residual.
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Figura 18. Moléculas-alvo de acetona triplete gerada por isobutanal/HRP. P, e Py, fitocromos
fotossensiveis ao vermelho e infravermelho, respectivamente. DBA, 9,10-dibromoantraceno.

Corantes xanténicos: fluoresceina, eosina e rosa Bengala.

vegetais

Em 1978, Giuseppe Cilento e Waldemar
Adam (Wirzburg University, Alemanha)
promoveram no Instituto de Quimica da USP
um Workshop Brasil-Estados Unidos sobre
quimiluminescéncia e bioluminescéncia,
financiado pela National Sciences Foundation
(NSF, USA). Em seguida, no Guaruja (SP), foi
realizada a International Conference on
Chemi- and Bioenergized Processes com
grande sucesso. Esta conferéncia incluiu os
participantes do workshop e recebeu ainda a
grande maioria dos pesquisadores mais
renomados da drea de fotoquimica,
quimiluminescéncia e  bioluminescéncia
(Figura 19). O Prémio Nobel de Quimica
(2008), Osamu Shimomura, descobridor da

Inddis: triptofano e horménios

green fluorescent protein (GFP), cujo gene é
guase universalmente utilizado como
repérter em muitos métodos analiticos e
imageamento de células e tecidos por
fluorescéncia, participou do  evento.

Infelizmente, apesar de convidados, dois
importantes pesquisadores da area de
guimiluminescéncia e fotoquimica,

respectivamente, Emil White e Nicholas
Turro, ndo estavam presentes. O leitor deste
artigo podera verificar o comparecimento da
pléiade de cientistas famosos na fotografia,
ao cotejar os nomes dos autores da
bibliografia citada com as fotos dos
pesquisadores no grupo retratado.
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Figura 19. Participantes da International Conference on Chemi- and Bioenergized Processes,
realizada em 1978 no Guaruja (SP). Sugere-se a busca destes nomes na lista de referéncias
deste artigo. Sempre da esquerda para a direita: 12 fila (sentados): Edy Rivas, Carmem Vidigal,
Michael Kasha, John Woodland (“Woody”) Hastings, Eduardo Lissi, Etelvino Bechara; 22 fila:
Christopher Foote, Giuseppe Cilento, Waldemar Adam, Frank McCapra, Thérése Wilson. 32 fila:
William Richardson, Adelaide Faljoni-Aldrio, Ohara Augusto, Rex Tyrrell, Roberto Casadei de
Baptista, Paul Schaap, Nelson Duran, Marcela Haun; 42 fila: Gary Schuster, Norman Krinsky,
Pill-Soon Song, Alfons Baumstark, K. Zaklika, Yoshitaki Shimizu, Rogerio Meneghini; atras,
superior: R. Srinivasan, Karl Kopecky, Klaus Zinner, Frank Quina, Bechara Kachar

7. Outros sistemas bioldgicos sob a
6tica da fotoquimica sem luz

Durante muitas décadas ndo se entendia
porque mitocéndrias ndo podem ser isoladas
em tampdo fosfato: as organelas sdo
rapidamente permeabilizadas, ha colapso do
potencial transmembrana com queda na
producdo de ATP, perdem seu controle
respiratério e acumulam célcio, levando-as a
morte. Considerando-se que o ion
dihidrogenofosfato catalisa a conversdo de
aldeidos a sua forma endlica, o verdadeiro
substrato da HRP, imaginou-se que aldeidos

formados naturalmente, mas lentamente,
durante a peroxida¢do dos fosfolipidios da
membrana mitocondrial pudessem
amplificar, via catdlise por fosfato, a cadeia
de lipoperoxidacdo da membrana com
consequente inchamento e perda de
atividade mitocondrial (Figura 20).° Esta
hipétese foi confirmada pelo efeito inibitério
do inchamento mitocondrial por 2,6-bis(1,1-
dimetiletil)-4-metilfenol (hidroxitolueno
butilado, BHT) e ciclosporina A, que
bloqueiam a peroxidagao lipidica, a qual foi
fortemente inibida por adi¢cdo de sorbato,
potente supressor de compostos carbonilicos
tripletes.
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Figura 20. Amplificagdo da cadeia de lipoperoxidagdo da membrana mitocondrial por
espécies tripletes induzida por fosfato, promotora do envelhecimento das organelas. |, cadeia
de peroxidagdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFA, polyunsaturated fatty acids), gerando
produtos tripletes (ex., n-hexanal), as quais abstraem elétrons dos PUFAS iniciando novas
cadeias de peroxidagdo (propagacdo), e oxigénio excitado singlete; Ill, emissdo de luz
esverdeada pelas espécies tripletes; IV, emissdao de luz vermelha pelo oxigénio singlete e sua
adicdo-1,3 a moléculas de PUFA formando hidroperdxidos (PUFAOOH); IV, catalise por fosfato
da enolizacdo dos produtos carbonilicos e subsequente oxidacdo gerando mais espécies
tripletes, que amplificardo a cadeia de peroxidacdo dos PUFAs da membrana mitocondrial

Mais recentemente, espécies tripletes citamos a oxidagdo aerdbica de acetoacetato
foram implicadas em dois outros eventos, e 2-metilacetoacetato catalisada  por
provavelmente adversos as células. Primeiro  mioglobina a biacetilo triplete.®® Estes dois
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corpos cetdnicos circulam no sangue de
diabéticos em concentragcdes milimolares e
podem estar envolvidos nos episédios de
rabdomidlise nestes pacientes. Segundo, a
demonstracdo inequivoca de transferéncia
triplete-triplete da energia de acetona
excitada, formada por tetrametildioxetano
ou isobutanal/HRP, para o oxigénio molecular
dissolvido na solugdo no estado fundamental
(triplete) excitando-o ao estado singlete
(1Ag).57 Emissdo de luz no infravermelho em
1270 nm, supressdo por histidina e agua
comum, e adicdo-1,4 a uma sonda

Quimico
CIO"/H,0,

Vq

antracénica sdo, no conjunto evidéncias
inquestiondveis de sua geragdo. Oxigénio
singlete é extremamente eletrofilico, capaz
de oxidar duplas ligacbes de acidos graxos
poli-insaturados, sulfetos organicos como a
cisteina e metionina, bases de DNA e RNA.
Assim,  oxigénio excitado deve ser
considerado como agente bioativo, ao lado
de aldeidos e cetonas tripletes, quando se
discute processos fotoquimicos no escuro.
Varias respostas bioldgicas, algumas delas
apontadas na Figura 21, tém sido descritas
para o oxigénio singlete.

ONOO/H,0,

ROO

Fotoquimico l
Sensibilizador/O/hv e 02(1 Ag)

|

Enzimatico

4=mmm PG ciclooxigenase

Hb ou Mb/H,0,
lactoperoxidase/H,05

DNA, proteinas & enzimas, lipidios, carboidratos

/EFEITOS\

Benéfico
Fagocitose
Sinalizacéo celular (adaptag&o)

Deletério
Necrose (membranas, mitocondria, nucleo, lisossomo)
Apoptose (liberagéo de cit C, AIF)

Figura 21. Fontes, alvos e respostas bioldgicas de oxigénio singlete

Finalmente, apresentamos um resumo
dos principais estudos realizados sobre o
papel potencial de espécies tripletes em

sistemas bioldgicos, ainda em passo de
espera para sua comprovagdo in vivo (Figura
22).
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Figura 22. Efeitos fotofisicos (1-3) e fotoquimicos (4-7) de acetona triplete produzida pelo
sistema isobutanal/HRP sobre sistemas de interesse quimico ou bioldgico. Sistemas in vitro ja
relatados: 4, supress3o e isomerizacdo cis,trans promovidas por sorbato;** 5, cicloadi¢do-1,2 a
compostos insaturados com formacdo de oxetanos;>® 6, iniciacdo da peroxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados (linolénico e araquiddnico) por abstracdo de atomo de hidrogénio
duplamente alélico;*® 7, fotoquimica classica de acetona triplete’

8. Consideragoes finais e
perspectivas

Este artigo pretende-se constituir um
meio de divulgacao cientifica da hipdtese de
“foto(bio)quimica no escuro postulada por
Cilento e White nos anos 1970. Ressaltamos
alguns estudos destes pesquisadores e seus

alunos, colaboradores e seguidores em
suporte a no¢do de que ndo apenas
moléculas  fotoexcitadas  desempenham

papéis bioldgicos cruciais — a clorofila, na
fotossintese, 0s fitocromos no
fotoperiodismo, a rodopsina na visdo, por
exemplo —, também biomoléculas produzidas
por reagdes quimicas e enzimaticas no estado
eletronicamente excitado, em particular
tripletes, em tecidos ndao expostos a luz
(raizes e figado, por exemplo), podem realizar

reacOes tipicamente fotoquimicas com
fungdes  bioldgicas ainda a  serem
esclarecidas. Ressaltamos aqui

“foto”isomerizacGes e “foto”cicloadi¢des de
produtos naturais de plantas, a

permeabilizacdo e inativacdo de mitocéndrias
por fosfato, a producdo de hormdnios de
plantas (etileno e  fenilacetaldeido),
mutagénese e cancer associados a
dimerizacdo de pirimidinas, a metabolizacdo
de farmacos e a geracdo de oxigénio singlete,
potente agente oxidante.

Os substratos estudados com maior
potencial de “fotoquimica no escuro” sao
analogos aqueles de reagdes bio- e
guimiluminescentes, a saber, compostos com
hidrogénio vicinal a grupos carbonila ou
carboxila, os produtos excitados tém
natureza majoritariamente triplete e reagem
similarmente a radicais alcoxilas. Os alvos
bioldgicos potenciais sdo os mesmos atores
da bioquimica do estado fundamental -
membranas, peptideos, proteinas, enzimas,
aclcares, acidos nucleicos, hormoénios, etc.
Ressaltamos aqui alvos bioldgicos de
natureza tidlica e outros alvos participantes
de processos envolvidos no balanco redox
celular, portanto uma das mensagens da
“fotoquimica no escuro” é que espécies
tripletes tém sido negligenciadas dentro da
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familia das denominadas “espécies reativas
de oxigénio” citadas na literatura sobre
estresse oxidativo ou balango redox, as quais
incluem radicais livres, peréxidos, oxigénio
singlete e hipoclorito.

Cabe também pontuar que a deteccdo de
espécies excitadas in vivo e seu papel no ciclo
celular e acdo todxica sdo tdo desafiadores
como tem sido a pesquisa de radicais e
outras espécies reativas em biomedicina. Sdo
muitas vezes frustrantes as tentativas de
qguantificacao e fluxos de espécies reativas
em culturas de células ou tecidos; de sintese
e teste de sondas especificas para
estabelecimento de mecanismos inequivocos
do papel normal ou tdxico de transientes
reativos; e identificacdo de biomarcadores
especificos de desordens inatas ou
adquiridas, bem como desenvolvimento de
métodos especificos e sensiveis para sua
detecgdo. Cilento e White ndo avangaram na
comprovacao da hipotese de “fotoquimica no
escuro”, entre outros motivos, pela
indisponibilidade das ferramentas de
separacdo e de analise de que dispomos hoje,
entre elas, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a eletroforese capilar e a
espectroscopia de massa e de ressondncia
nuclear e eletronica.

O legado de possibilidades aventadas por
Cilento e White sdo um prato atraente,
inspirador e promissor para 0s jovens
pesquisadores. S3o inumeras as reagdes
guimicas e enzimaticas geradoras de espécies
tripletes; as moléculas-alvo e os produtos
esperados de interesse bioquimico ou
sintético sdo diversos; etapas ainda obscuras
de vias biossintéticas ou catabdlicas em
plantas e animais seriam esclarecidas; novos

métodos analiticos poderao ser
desenvolvidos; e as bases moleculares de
diversas doencas inatas e adquiridas

poderiam ser desveladas.
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Este artigo é dedicado in memorium ao
Prof. Giuseppe Cilento (1923, Sorrento, ltalia
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— 1994, S3do Paulo) pela sua excepcional
criatividade, producao cientifica e capacidade
de formacdo de pesquisadores, muitos deles
renomados docentes de universidades
brasileiras e do exterior. G. Cilento tinha
infinita paciéncia, dedicacdo e efetividade na
orientagdo dos alunos. Recusava-se a desistir
dos alunos com formagdo precdria,
generosidade rara na academia. Destacam-se
na sua trajetéria cientifica, os estudos de
efeitos isotdpicos na cinética de reagGes na
Harvard University (Cambridge, USA), como
estagidrio pds-doutoramento; propriedades
espectroscépicas e quimicas de piridino-
nucleotideos (coenzimas), com destaque para
a proposta de um modelo quimico de sintese
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mecanismos de ativacdo do oxigénio
molecular; e, no fim de sua vida, a
“fotoquimica no escuro”.
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