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.+« De acuerdo con mi propuesta lo que caracteriza
al método empirico es su manera de exponer a falsa-
¢ién el sistema que ha de contrastarse: Justamente
de todos los modos imaginables. Su meta no es sal-
varle la vida a los sistemas insostenibles, sino,
por el contrario, elegir el que comparativamente
sen mAs apto, sometiendo a todos a la més Aspera

lucha por la supervivencia.

Karl R. Popper
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CAPITULO I

INTRODUCGCCION



1.1 GENERALIDADES

Los primeros estudios sobre quimioluminiscencia y bioluminiscencia tuvie-
ron interés académico y estuvieron fundamentalmente dirigidos a entender los
mecanismos involucrados en la formecién de estados moleculares excitados. Kl
desarrollo de instrumental electrénico que permitié medir la emisién lumino-
sa con gran precisién, convirtié a la bioluminiscencia y a la quimioluminis-
cencia en técnicas Gtiles para el estudio de una serie de fenémenos de impor—
tancia biolégica. La posibilidad de acoplar reacciones quimicas o enzimiticas
a sistemas que emiten fotones permite determinar una variedad de compuestos
blolégicos con una sensibllidad que diffcilmente se obtendria por otros méto-
dos. Por medlo de reacciones bioluminiscentes pueden determinarse fdcilmente
NADH, NADPH y FMN en concentraciones menores que aquellas accesibles por es=
pectrofotometria y espectrofluorometria (Stanley, 1978), ATP y GTP en concen=
traciones del orden de picomolar (Karl, 1978 ; Lemasters y Hackenbrock, 1978),
la actividad de proteasas (Baldwin, 1978) y la concentracién de aldehidos de
cadena larga también pueden ser determinadas por medio de reacciones biolumi-
niscentes o quimioluminiscentes (Ulitzur y Hastings, 1978).

La emisién esponténea de fotones en sistemas bioléglecos no estd restrin-
gida a aquellos organismos que contienen sistemas enzimdticos especlales como
el de la lueiferina-luciferasa (Boveris y col., 1980 a). Se han detectado en
sistemas blolégicos un gran nfmero de procesos quimioluminiscentes cuyas emi=~
siones son de muy baja intensidad y que, a diferencia de aquellos con siste-
mas enzimdticos especiales, han sido clasificados como no funcionales (Cilen-
to, 1980). Entre ellos se puede mencionar a la quimioluminiscencia microsomal
en presencia de metabolitos carcinogénicos de hidrocarburos policfclicos (Se=-
liger, 1975) o acompafiando procesos peroxidativos (Nakano y col., 1975; Sugio-
ka y Nakeano, 19763 Hamman y col., 1977), la quimioluminiscencia de érganos "in
situ" como consecuencia del metabolismo peroxidativo (Tarusov y col., 19613
Shimizu y col., 1973; Boveris y col., 1980 a), la quimioluminiscencla acompa-
fiando a la autooxidacién de 4&cidos grasos (Orlov, 1975) y la oxidacién enzimé-
tica de dcldos grasos (Mamedov y col., 1973); la quimioluminiscencia de mito-
condrias (Stauff y Ostrowski, 1967), 1a quimioluminiscencia acompafiando proce=-
sos fagociticos (Trush, 1978), etc.

La posibilidad de estudiar el metabolismo oxidativo a través de la medi-
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da de la emisién de fotones, medida que puede ser realizada en forma no inva=-
siva, abre el campo para ¢l estudio de procesos peroxidativos y de patnlogias
asociadas al metabolismo oxidativo en érganos "in situ" y sistemas vegetales
enteros.

ESTADOS ELECTRONICOS EXCITADOS.

Cvando una molécula absorbe un fotén dc frecuencia V yenergia hJ, em=
plea esta energia para hacer que un electrén pase de un orbital ocupado de me-
nor energia a otro desocupado de mayor energia. A este iltimo estado se lo lla-
ma estado excitado.la frecuencia asocinda al fotén incidente (V) estd relacio-
nada con la diferencia de energia de los orbitales entre los que se produce el
salto del electrén (E) por la ley de radiacién de Planck (1)

E=h.J (1)
donde h es una constantec universal igual a 6,624 . 10747 ergio.seg
Estados singmulete y triplete.

Se define la multiplicidad total de un sistema M como

M=2S+1 (2)
donde S es el spin total obtcnido sumando los valores de los nGmeros cudnti-
cos de spin para cada electrén de la molécula (el spin de un electrén puede
valer + 1/2) En la excitacién electrénica uno de los electrones del par que
forma una unién en la molécula es excitado a un estado de mayor energia. Si el
electrén excitado tiene spin aparendo con el de su compafiero la molécula no
posee momento de spin neto y M es igun) a 1 (Fig. 1). Este estado en presen-
cia de un campo magnético externo no se desdobla permaneciendo como un solo
estado y por ello se lo llama singulete (S).

Cuando los spines de los electrones estAn desapareados (paralelos,N = 3)
en presencia de un camr ragnético externo se desdoblari en tres estados di-
ferentes y por cllo sc 1o 1llama triplete (T)(Fig. 1). Las transiciones de e-
lectrones entre estados singuletes y tripletes estdn limitadas por la regla
de ceonservacién de spin: aquellas transiciones cn las cuales se conserva el
nlmero total de spin eastdn cuAnticamente permitidas y ocurren fdcilmente. Cuan-
do el nGmero total de =pin no sc conserva la emisién estd cuéAnticamente "prohi-
bida", lo cual significa que la probabilidad de que dicha transicién ocurra es
muy baja pero no nula.

Procesos fotodependientes.

La quimioluminisecenrcin, la bioluminiscencia, la fotoquimica, la fluores-



Salto l Absorcién
hv + 7] —> permitida
3 electrénico 1 por spin
Singulete (S) Singulete excitado (s)
(Spines apareados) (Spines apareados)
Salto electrénico ? Absorc%én
hy + > prohibida
}l y cambio de spin ? por spin
Singulete (S) Triplete (T)
(Spines apareados) (Spines paralelos)

Fig. 1. Estados singulete y triplete. Descripcién del proceso de absorcién de fo-
tones en los niveles orbitales de energia. Las flechas que interceptan
los niveles de cnergia representan electrones, La direccién de la flecha

representa la orientacién del spin del electrén. (Turro, 1978, pdg. 3).

cencia y le fosforescencin son procesos fotodependientes relacionados entre si.

La absorcién de luz por una moldcula y algunas reacciones quimicas pueden
producir estados electrénicamente excitados. Existen mecanismos radiativos y no
radiativos a través de los cuales un electrén excitado puede retornar a un es-
tado no excitado (o estado fundamental; Fig. 2).

Situnciones tales como las temperaturas elevadas y las descargas eléctri-
cas, adem4s de la absorcién do lvz, pucden 1llevar a estados electrbénicamente
excitados (Seliger, 1978). Para que una reaccién quimica pueda dar origen a un
estado excitado debe ser exergénica. Fntre estas reacciones las mis importantes
son las recombinaciones de lones y de radicales libres y las reacciones que in=-
volucran oxfigeno y peréxidos,

Cuando un electrén ague ha sido excitado a un orbital de alta energia por
absorcién de luz retorna 2 un orbital de b:ja cnergla, la diferencla de ener-
gfia entre ambos orbitales punde ser trancferida al medio en forma de calor, (el
fenémeno es entonces una desactivarién térmica) o emitida como radiacién a una
frecuencia menor que la de Ja radiaciédn incidente (en estn caso se cstd ante
un fenbmeno fluorescente o fosforascenle, dependiendo de las caracterfsticas
del estado excitado) (Ver seccibn 1.2.3 y Fip. 2).

Cuando la energfa do cxcitacidn es nsada para producir cambios fisicos y/o
quimicos en la molécula se c¢std antle un proceso fotoquimico. En un proceso

quimiolminiscente, el ostndo ecxcitado se origina a través de una reaccién qui-
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Fig. 2 Esquema de los procesos en que hay absorcién o emisién de luz.

mica exergénica y la desexcltacién ocurre a través de la emisién de fotones

(Fig. 2). En consecuencla, puede decirse que desde un punto de vista termodinémi-
co, la quimioexcitacién corresponde a una transferencia de energia libre a ener-
gla electrénica. Existe una Intima relacibén entre los fenbémenos quimioluminiscen=
tes y los fotofisicos y fotoquimicos.

En un fenémeno quimioluminiscente el proceso de emisién de luz (que siempre
indica la presencia de un estado excitado) ocurre a través del mismo mecanismo
que otros fenémenos de fotoemisién (fluorescencia y fosforescencia). La quimio-
luminiscencla ademds puede ser considerada como un fenémeno fotoquimico ocurrien-
do en sentido inverso (Turro, 1978; pég. 579).

La bloluminiscencia es una quimioluminiscenclia que es producto de una reac—-
cién enzimftica y su principal caracteristica es que la enzima (luciferasa) par—

ticipa en el proceso de emisién de luz ya que el emisor es un complejo enzima-
croméforo (Seliger, 1978).

1.2.3 Diagrapmas de energia
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Fig. 3. Diagrama de estado de cnergia para procesos fotodependientes.

Referencias en el texto.

Los procesos fotofisicos, que pueden ser definidos como transiciones que in-
terconvierten estados excitados entre si o con el estado fundamental, pueden ser
representados en diagramas de energia, que se represcntan para geomctrias nuclea-
res dadas y fijas.

Se pueden clasificar las transiciones en radiativas (aquellas en que la di-
fercncia de energia entre los estados inicial y final se libera como fotones) y
no radiativos (aquellos procesos en que la difercncia de energia entre los esta-
dos inicial y final se libera al medio como calor) y pueden corresponder a tran-
siciones cuénticamente "permitidas" o "prohibidas", seglin la probabilidad de que.
ocurran sea alta (entre estados de la misma multiplicidad) o baja (estados de di-
ferentc multiplicidad), respectivamente. (Figura 3).

La absorcién de un fotén por una molécula excita un electrén pudiendo lle-
varlo del estado fundamental S_ al primer singulete excitado S, (Fig. 3) (tran-
gicién “permitida“;(:)) o al primer triplete cxcitado (Tl; transicién "prohibi-
da";(})). Del estado S1 la molécula puede evolucionar:

a) volviendo a So liberando la diferencia de energia entre Sl y So bajo la
forma de calor(i). A este tipo de transicidén se la conoce como conversién inter—
na; es un proceso no radiativo y estd cudnticamente "permitido".

b) volviendo a So liberando el exceso de energia como fotones(:). Este ti-
po de translclones correisponde a los procesos fluorescentes. Es radiativo y es—
t4 cudnticamente "permitido".

c) pasando al estado T1 liberando la diferencia de energia como calor(:>.

Este tipo de transicién recibe cl nombre de cruzamiento intersistema; es no ra-
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diativa y estd cudnticamente "prohibida®.

Del estado T1 la molécula puede:

a) regresar a So liberando la diferencia de energia entre T1 ¥y So como ca-
lor al medio. También es cruzamiento intersistemas. Es no radiativa y estd cuén-
ticamente "prohibida" (7).

b) regresar a So emitiendo la diferencia de energfa como fotones. Este pro-
ceso corresponde a los fenémenos fosforescentes. Estd cudnticamente "prohibida™
y es radlativa (E).

¢) regresar a S1 absorbiendo energifa del medio.

Tanto el estado singulete excitado (Sl) como el triplete excitado (Tl) pue-
den participar en reacciones quimicas {8 y 9) en un proceso fotoquimico.

En los procesos quimioluminiscentes se llega al estado Sl o T1 a través de
una reaccién quimica y los fotones que se miden son emitidos en los procesos (:)
7/0 (6)segln el estado que emita sea singulete o un triplete.

RENDIMIENTOS CUANTICOS

El rendimiento cuéntico g da 1dea de la eficiencia de un proceso de emisién.
La forma de definir y de medir g para procesos fluorescentes y fosforescentes
por un lado y quimioluminiscente y bioluminiscente por otro es diferente.

En los procesos fluorescentes y fosforescentes se define al redimiento
cuAntico como

fotones emitidos
1 = Tfotones absorbldos (2)

Tebricamente q puede variar entre O y 1 el valor minimo medible experimen-
talmente con conflanza usando técnicas convencionales es de 1074 (Turro, 1978;

phg. 109).

Anflogamente para un proceso quimioluminiscente o bioluminiscente g se de=
fine como

fotones emitidos
moléculas que reaccionan (4)

Su valor oscila entre O y 1. Es alto para procesos bioluminiscentes: 0,29
para la bioluminiscencia de Cypridina, definido como fotones medidos por molé-
cula de luciferina reaccionante (Johnson y Shimomura, 1978) y del orden de 0,1
para la formacién de estados excitados en la luminiscencia de intercamblo e~
lectrénico producido quimicamente (CIEFL; Faulkner, 1978). Los valores de g son
mAs bajos para otros procesos quimioluminiscentes: 0,01 para la oxidacién de
luminol sobre la base de moléculas de luminol reaccionantes (Roswell y White,
1978)3 0,001 para lo emisién del sistema peroxidasa de rdbano-isobutiraldehido-

q=



oxigeno sobre la base de fotoproductos (isopropanol) formado (Cilento y col.,
1978) y menores que 10"9 para la reaccién quimioluminiscente de citocr~mo-g su~
plementadoe con hidroperéxidos y oxfigeno sobre la base de oxfgeno consumido (Ca~
denas y col., 1980 a) y 10™1% para 1a reaccién lipoxigenasa con hcido 1inoleico
(Boveris y col., 1980) sobre la base de oxfgeno consumido.
1./ VIDA MEDIA RADIANTE

Se define la vida media de una trensicién radiativa, como la inversa de la
constante de velocidad asociada con el proceso de emisién de luz a partir de un
estado dado. Para procesos fluorescentes es gencralmente menor que 10"6 segun-
dos y es menor que 30 segundos para procecsos fosforescentes (Skoog y West, 1975).
Las vidas medlas que pueden calcularse como la inversa de la constante de velo-
cidad asociada con el proceso de emisién de luz son siempre mayores que las ob=-
servadas experimentalmente dado que en los sistemas reales hay interacciones no
consideradas en dicha constante, que acortan las vidas medias. Asi, la vida me-
dia radiativa pura (es decir cuando no hay colisiones ni reacciones) para el
estado/\ del oxigeno singulete es de 2,7 . 107> segundos. la désactivacién qui-
mica y colisional en las condiciones de laboratorio disminuyen mucho este valors
la vida media del estado/\ es de 2.107° segundos en agua y 2.107° segundos en
agua deuterada (Turro, 1978; pég. 586).

1.5 ESPECTROS DE ABSORCION Y DE EMISION

El estudio de los espectros de absoreién y emisién de luz da abundante in-
formacién acerca de la estructura energética y dindmica del estado electrénica-
mente excltado. La absorcién y la cmisién de luz por una molécula estén regula=
das por la ley de Planck (ecuacién 1) y por el hecho de que 8610 un electrén es
excitado o desexcitado por cada fotén absorbido o emitido (Turro, 1978; pég. 91).
Con este criterio deberian esperarse espectros de lineas con respecto a la fre-
cuencia para todos los compuestos. De hecho, sblo los espectros de los 4tomos
son casl espectros de 1fnens. Esto se debe a que los estados electrénicos de
los &tomos pueden describirse especificando las érbitas de sus electrones de
valencla, estando porfectamente definidan lar transiciones posibles. En una mo-
lécula, una transicibén electrénica no es tan "pura" como en un ftomo porque en
los estados electrénicos de la molécula influyen los movimientos relativos de
unos nficleos con respecto a otros (vibraclones, rotaciones y colisiones), lo
cual implica que a cada estado elec*1Snico le corresponde un conjunto de esta-
dos vibracionales y rotacionales. Como resultado la absorclén o emisién invo-



lucra transiciones entre "rangos" de energlfa més que entre valores definidos,
con 1o cual la linea del espectro atémico se ensancha a una banda, que no siem-
pre puede ser blen resuelta (Turro, 1978; pég. 93).

En los estudios de procesos fotoemlsivos,un buen espectro permitiria identi-
ficar a la especie fotoemisiva. Sin embargo no hay que olvidar que la caracteri-
zacién de un emisor sobre la fnica base de espectros muchas veces confusos (es-
pecialmente en el campo de las especies quimioluminiscentes y bioluminiscentes)
encierra serios riesgos (Hastings, y Wilson, 1976).

1.6 REACCIONES ORGANICAS QUIMIOLUMINISCENTES

La mayoria de las reacclones orgénicas quimioluminiscentes requieren un pa-
so critico que involucra la oxldacién de un sustrato con oxigeno molecular. O-
tros tipos de reacciones quimioluminiscentes importantes involucran transferen-
cia electrénica, fragmentacién y ordensmientos periciclicos (Turro, 1978; pég.
581). Han sido muy estudiadas desde el punto de vista quimioluminiscente reac-
ciones como la oxidacién de luminol e hidrazidas relacionadas (reaccién 53
Roswell y White, 1978),

0 0
NH ox1dactén m/u\o O + nv ()
N (cH) o< \B/o R 0

las reacciones de radicales aniénicos y catiénicos orgénicos como el rubreno

(reaccién 6) (Faulkner, 1978)

+ 1

RR + R — "R + R
IR — 5 R + nv (6)
Ph Ph
~ AN
[
Ph h

¥ la fragmentacién de dioxletanonas y dioxietanos (reaccién 7j3Cilento, 1980)

0—0 AN C}*
L‘ l ——— 00, ¢ I
0= Me Me (7
dimetil-

dioxlietanona



o 0
/jl\ - )K + hY
Me Me Me Me
Le recombinacién de radicales orghnicos (reacciones 8 y 9; Russell, 1957)

L] o l’ 3
ROO + ROO°—— RO + ROH + o2 (8)

ROO° + ROO° —» RO + ROH + lo2 (9)

es suficientemente exotérmica como para que sea posible la formacién de molé-
culas electrénicamente excitadas (Abuln y Lissi, 1979).

Muchas de estas reacclones orgénicas son las que explican las bioluminis-
cenclas y quimioluminiscencias en sistemas biolégicos: la emisién luminosa ori-
ginada por la reaccién de la peroxidasa de rdbano ocurre a través de un mecanis-
mo de dloxietanos (Cilento, 1980); la emisién en varias de las reacciones biolu-
miniscentes involucran dioxietanonas como intermediarios (Hastings y Wilsen,
1976)3 la quimioluminiscencla de baja intensidad en sistemas biolégicos (micro-
somas, mitocondrias, homogenados, etc.) involucrarfa la recombinacién de radi-
cales peroxi.

QUIMIOLUMINISCENCIA DIRECTA Y SENSIBILIZADA

Existen dos subclases de reacciones quimioluminiscentes: reacciones direc=
tas y reacclones sensibilizadas.

En la llaemada reaccién directa el emisor es la especle excltada formada
en la reaccién quimioluminiscente. Esta molécula tiene propiedades fluorescen=-
tes. En consecuencia en la reaccién directa puede identificarse un producto
quimico de la reaccién quimioluminiscente de caracterfisticas fluorescentes se-
mejantes a las de la emisién observada, A este tipo de quimioluminiscencia
pertenecen las oxidaciones de luminol e hidrazidas relacionadas (Roswell y
White, 1978), la reaccién quimioluminiscente de isobutiraldehido con peroxi-
dasa de rébano en presencia de oxfgeno (Farfa=Oliveira y col., 1978) y las e-
misiones de baja intensidad medidas on sistemas biolégicos en presencia de o=
xigeno e hidroperéxidos orgfnicos (Boveris y col., 1980 aj Cadenas y col.,

1980 a y b).

En la quimioluminiscencla sensibilizada la molécula que emite no partici-
pa en la reaccién quimica que lleva a la formacién del producto excitado. En
estos casos la emisién proviene de una molécula fotoemisora agregada al medio
de reaccién 1lemada aceptor (A) o sensibilizador que recibe la energia de
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excilacién del producto excitado (F) do la reacciédn en estudio de acuerdo con

el signicnte mecanismo:

Reactivos — P“1E

¥ *
PP+ A — A" + P
2¥ — A 4+ hv

El espectro dec e2isién de la reaccién coincide con el espectro de cmisién
del aceptor. Los rendimiontos cuAnticos aumentan considerablemente con respecto
a la recaccién directa norque el agregado del aceptor aumenta la eficiencia del
proceso de emisién (Selimer, 1972). En este tipo de reacciones puede considerar-
se la emisién del sistema peroxidasa de rébano-isobutiraldehido-oxigeno sensibi-
lizada por dibromo-antraceno sulfonato, cosina o rosa de bengala (Cilento, 1980;
Farfa-Oliveira y col., 1978).

Como en las reacciones de emisidén directa el espectro de la emisién del
sistema coincide con 21 de la especie excitada formada durante la reaccién, el
anilisis espectral de la emisién, teniendo en cuenta las restricciones indica-
dac ¢n la pag. &, permitiria identificar la especie fotoemisora.

1.8 PROCESOS OXIDATIVOS

1.8.1 Especics oxidantes de interéds biolégico

ilasta hace poco tiempo tuvo poco apoyo cuantitativo la idea de que habia
niveles significativo: de oxidantes potencialmente peligrosos en condlciones fisio-
l6gicas, cn células y tejidos. La informacién experimental sobre la produccién de
peréxido ‘de hidréseno, radical hidroxilo, anién superéxido y oxigeno singulete y
sobre 125 funciones de las cnzimas lutatién peroxidasa, superéxido dismutasa y
catalaca en diversos organismos ha awnentado considerablemente en los Gltimos 15
abos. Aunque en bajas conecentraclones, el peréxido de hidrégeno, el anién superé-
x¥ido ¥ los hidroperéridcs oreinicos zon matabolitos presentes en una célula nor—
11 v ous niveles ec:xtédn ~ontrolados por las enzimas mencionadas (Chance y col.,1979)

las reacciones quinicas de especies como OH', 0; y 102 han sido estudiadas
princiralmente on solventr: no aecnoso: ¥ a altas concentraciones, condiciones po-
co conparables con 1lande los slatemar bioldgicos, lo cual hace que el conocimien-
to aur de cllas Lirne Aebe ser aplicado a sistemas biolépgicos con cautela.

I.. Osirceno roleelare: Rl oxiecno moleccular existe en su forma estable como
birradical (e decir aue en 1a molécula en estado fundamental hay dos electrones

no apareadoz) lo cual le da las propicdades que lo caracterizan (paramagne-



tiero, color azwlado del oxfgeno liquido, etc.). Debido a esta estructura y a
In inversa de lo que ocurre cen la mayoria de las moléculas orghnicas, ~1 oxfi=-
feno en su estado fundamental es un triplete y en su estado excitado es un
ainglete (Turro, 1978; phAg. 583).

F1 oxfgeno triplete cs poco reactlvo hacia sustratos orgénicos (que son
especies singulete) pese a que las reacciones son exotérmicas. Esto se debe a
que en la reaccién de una especle triplote con una especie singulete para dar
enpacles singulete no se cumple la regla de conservacién de spin., Esta res-
triceién no existe si la reaccién ocurra a través de radicales libres por lo
q2 las reacclones de compuestos orgénicos con oxigeno triplete ocurren gene-
rrlmente por mecanismos de radicales libres del tipo de la reaccién (13).

R+ 302————> ROO* (13)
Esta reacelén tienc una constante de velocidad de 107 M™1 seg-l lo cual
jndica quo estd controlada por difusién (Ingold, 1969).
F1l oxigeno triplete es uvn oxidante bastante pobre: el potencial de la

rcpeeidn de reduceidn vnivalente

%0, + &7 ————0 (14)

~z de - 1,59 Volt (Fee y Volentine, 1977). La mayorfa de los iones y comple=~
Jcs de los metales de tranaicién no son agentes reductores suficientemente
fuertas como para redvcir al oxigeno a superéxido, por lo cual son més comu-
nes lr-~ reacclones en lns que se forman complejos del metal con oxigeno seme=
Jnntes a los de la her2globina,

Fn 1a molécula de oxigeno singulete (102) existen cuatro estados electré-
nicos posibles, consideronds 1la ocupacién de los orbitales ligante y antiligan-
tea Memndos 77, %, W v l_j\y (Turro, 1978; pée. 584).Flg. 4.

Ina daa estados ‘\ son degenerados y se los 1lama a ambos llﬁs(Fig. 4).
Fista estado es el que se ~ooce normalmente como oxfgeno singulete. Desde el
rmto d~ vista energfitico, los c3tados se ordenan, en orden creciente, seglin
(T (94,18 xI/m1) < 1S (156,97 kI/mol). La posibilidad de atrapar al
r3tadn 2\ econ diatintaa eompunstos con los que reacciona, llamados atrapadores,
r~rmite segrdr su evolucién rspactroscApicamente a través de la evolueiédn del
~trapador,

EY. espectro dec emicidn Anrdl oxfgeno singulete presenta bandas caracteris-
ticas a 1406 nm, 1268 nm. 703 nm, 634 pm con bandas menores a 580 nm y 478 nm

(Fhon y Kasha, 19633 Seliger, 1964). La emisién a 1268 nm y 1406 nm, se debe
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Fig. 4 Descripcién cualitativa de las tres configuraciones electrénicas de
los estados electrénicos orbitales de menor energia del oxigeno mo=-
lecular (Turro, 1978; pég. 585).

1 - Llenado de orbitales

2 - Estado

3 -~ Designacién espectroscépica
4 =~ Estructura de Lewis

5 = Descripcién de los orbitales

o. 1n reaccién

1 ey 3 .

0, » 70, + h: (15)
y las otras bandas han sido asipnadas a la reaceién

1 1, .. 3

0, + "0, »270, + hv (16)

en la cual de la colisién de doa moléculas de oxigeno excitado se origina un
solo fotén (emisién binmolecular del oxfgeno singulete).

El oxigeno singulete es altamente reactivo ya que no hay restricciones
de spin para que reacclone con especles singulete. Las reacciones son exotére
micas: por ejemplo la reacciédn de 1/\;y 3fZ.con etilenos para dar cetonas li=-



beran 418,6 kJ/mol y 334,88 kJ/mol respectivamente.

La quinica del oxigeno singulcte producldo quimica o fotoquimicamente ha
sido estudiada principalmente en solventes no acuosos.

Se ha pocstulado que el 102 participa cn una importante cantidad de proce-
sos fisicos, quimicos y biolégicos (Mayeda y Bard, 1974; Khan y Kasha, 1979;
Nakano y col., 1975; Khan, 1976), pcro su presencia en sistemas biolégicos estd
atn muy discutida (Foote, 1976).

II. Anién superéxido. La captacién de un electrén por un orbital antiligan-

te de una molécula de oxigeno da origen al anién radical superédxido de acuerdo
con la reaccién

0, + e ———“0-2- (17)

La reaccién mas importante del anién superéxido cs la dismutacién (reaccio-
nes 18 y 19)

H20 + O

21"+

; + 0, —0, + HOE + OH  (pH mayor que 12) (18)
o; + o;——»oz + Hy0, (pli: 4,88) (19)
La constante de velocidad de la reaccién de dismutacién es altamente depen-
diente del pH, siendo del orden de 107 M-l seg-l a pH 4,83 y es de 6 M-l seg_1
a pH mayor que 12 (Fee y Valentine, 1977). Cualquier otra reaccién del anién su~-
per6xido debe competir con la reaccién de dismutacién. En sistemas biolégicos
la dismutacién estf catalizada por la cnzima superéxido dicmutasa. En presencia
de esta enzima la constante de velocidad de la reaccién de dismutacién es de
1,8 - 2,4 lO9 M-l seg_l (Chance y col., 1979). Los grupos de Fridovich y de
Chance son los quc mis informacién han aportado cobre la actividad de la enzima
superéxido dismutasa y la produccién del anién superéxido en sistemas biolégi-
cos respectivamente.
ITI. Radicales libres. Un radical ¢z una especic quimica que tiene un ntG-
mero impar de electrones (Pryor, 1970).
Todas las uniones quimicas covalentes estan constitufdas por dos electro-
nes pudiendo romperse de dos formas diferentes. Fn una de ellas los dos elec-
trones de la unién quedan cn wno de los fragmentos (reaccién 20)

A-B

—at 4 (20)
A ecta ruptura, que origina dos fragmento:s de carga diferentes se la llama
ruptura heterolitica. La unién también pucde romperse en forma tal que los dos

electrones se dividan simétricamente (reaccién 21.)
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A. B ——————— A" + B’ (21)

A este proceso se lo llama ruptura homolftica y da origen a dos radicales.
La mayorfa de los radicales son extremadamente reactivos y existen en muy bajas
concentraciones (del orden de 10> - 1077 M; Pryor, 1970). En consecuencia, sé=-
lo aquellas reacciones en las cuales los radicales son reciclados (como las
reacciones en cadena) tienen velocidades apreclables.

Una reaccién de radicales en cadena consta de tres pasos fundamentales: i-
niciaclén, propagacién y terminacién. En la etapa de iniciacién se originan los
radicales libres por ruptura homolitica de un enlace covalente (reaccién 22);
las reacciones de propagacién son aquellas en las que un radical reacciona con
una molécula no radical en forma tal que el nfimero total de radicales del sis-
teme no cambia pero si cambian las moléculas radicales (reacciones 23 y 24). En
las reacciones de terminacién reaccionan dos radicales libres para originar mo~

1l8culas covalentes (disminuye el nfimero totel de radicales en el medio de reac-
cién (reacclones 25 a 27)

A, > 2 A° (iniciacién) (22)
A 4+ RBH— R + AH (propagacién) (23)
R® + A, —— AR + A (propagacién) (24)
2 A° A, (terminacién) (25)
2R’ R, (terminacién) (26)
A° + R AR (terminacién) (27)

IV. Radjcal hidroxilo. El radical OH’ es un potente agente oxidante. Dada
su alta reactividad es muy poco especifico (Fee y Valentine, 1977). Puede a-
ceptar electrones de un sustrato (reaccién 28) o captar hidrégeno para dar o-
rigen a un radical més estable pero afin reactivo (reaccién 29)

O + RH ————>0H + RH' (28)

OH" + RH ——>0H, + F (29)
La mayorfa de estas reaccioncs tienen constantes bimoleculares del orden
7 21010 w1 seg—l (Pryor, 1973).

En los sistemas en los cuales hay superéxido y peréxido de hidrfégeno pue-
de ocurrir la reaccién de Haber Weiss (1934) (reaccién 30)

de 10

0. + HO,———0

» 20, o, t+ OH + OH (30)
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La presencia de OH' y la posibilidad de que ocurra esta reaccién en sis-
temas blolégicos ha sido muy discutida siendo refutada por algunos swtores
(Barb y col., 1951) y apoyada por otros (Cohen, 1977). La catflisis de la reac—
cién 30 por hierro quelado con EDTA y la complejidad de los sistemas biolégi-
cos son los factores més importantes que permiten sostener que pueda ocurrir
en sistemas bioldégicos (Cohen, 1977; Chance y col., 1979).

V. Peréxidosg. a) Peréxido de hidrégeno: si bien el peréxido de hidrégeno
es fuertemente oxidante para compuestos orghnicos en general, sus reacciones
son lentas. Muchas de ellas ocurren a través de radical OH’ inicidndose por
la ruptura homolftica del enlace ~0-O- por accién del calor, luz o catédlisis
por metales de transicién. La velocidad de la reaccién del peréxido de hidré-
geno con metales de transicién es mayor que con compuestos orgénicos.

Entre las reacciones més caracteristicas del peréxido de hidrégeno figu-
ran las reacciones tipo Fenton (reaccién 31)

Fo?* + W0, ——>Ft + o + OH (31)
(Walling y Ohlson, 1975) y las reacciones tipo catalasa (reaccién 32)
II IIT
Cu o Fe
2 H.O > 0, + 2 H0
22 o catalasa 2 HZ (32)

La constante de velocidad para la reaccién (32) cuando estd catalizada
por la catalasa es del orden de 107 Mt seg“l (Chance y col., 1979).

La presencia de peréxido de hidrégeno en bajas concentraciones en siste-
mas bilolégicos y las caracteristicas de la catalasa han sido descriptas por el
grupo de Chance.

b) Peréxidos orgénicos: los peréxidos orghnicos pueden ser peréxidos de mo-
no o de bialquilo (ROOH o ROOR respectivamente). Los bialquilperéxidos se des-
componen a velocldades que son independientes del grupo alquilo sustituyente,
a través de mecanismos de radicalss en cadena que dependen del medio de reac—
cién. Las energias de activacién para estas reacciones son de 142,32 kJ/mol -
150,69 kJ/mol (Pryor, 1970).

Fl enlace peroxi de los hidroperéxidos orgdnicos y del peréxido de hidré-

geno, en presencia de luz, calor o Fe2+ sufre ruptura homol{tica segtin las
reacciones 33 y 34

ROOH

hy o calor RO® + OH (33)
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2+

ROOH + Fe*t — > R0° + OH + Feo' (34)

En sistemas biolégicos a través de los procesos de peroxidaciéi lipidica
se forman peréxidos del tipo ROOH que son capaces de participar en reacciones
de radicales en cadena. Su presencia en estos sistemas estd regulada por la ac-—
tividad de la enzima glutatién peroxidasa que cataliza la reaccién 35

glutatién
ROOH + 2 GSH peroxidasa ROH + GSSG + H20 (35)

donde GSH es glutatién reducido y GSSG glutatién oxidado (Chance y col.,1979)
Autoxidacién de Jipides

Se sabe que los 1lipidos pueden autooxidarse "in vivo" e "in vitro". Cuan-
do se autooxidan hidrocarburos a bajas temperaturas usualmente se forman hidro-
peréxidos de acuerdo con las siguientes reaccioness

R® + 0, ———> RO, (13)
ROé + RH ———ROOH + R’ (36)
2R’ > productos no radicales (37)
R® + RO, ———— productos no radicales (38)
2 RO, ~— productos no radicales (39)

A presién atmosférica la concentraciédn de oxigeno en solventes orgénicos es
del orden de 10-3 M. En estas condiciones la velocidad de la reaccién (13)

®s alta y la finica reaccién de terminacién importante es la reaccién (39).
Cuando la presién de oxigeno es menor, aumenta la concentracién de R* en el
estado estacionario (disminuye la velocidad de la reaccién 13) y las reaccio=
nes (37) y (38) se hacen mis importantes. La presién de oxfgeno en los teji-
dos de mamiferos es del orden de 20-40 mm de mercurio, por lo cual la reac-
cién (38) contribuirfa a las reacciones de terminacién de los procesos de o-
xidacién en la célula viviente. Tamblén se esperaria que la reaccién (37) fue=-
ra importante, lo que haria que la autooxidacién de lipidos pueda llevar a la
formacién de nuevos enlsces -C-C~ produciendo entrecruzamientos que en las
menmbranas podrfan alterar las velocidades de difusién y la quimica celular.
Otro factor importants en las cinfticas de autooxidacién es que cuanto més
compleja es la meseln dr reacciédn y especlalmente cuando hay metales de tran-
slcibén presentes, mayor es la velocidnd de autooxidacién (Walling, 1969). La
prasencia de 1ipidos (compuestos fAcilmentoe oxidables), iones metélicos (que
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anethian como catalizadores en procesos oxidativos) y de oxfgeno puede llevar a

1n oxidncibén de materieles celuleres relativamente inertes a velocidsdes mayores

de laa que podrian predecirse por estudios en sistemas més simples (Pryor, 1973).
1.8.3 Peroxidacién lipfdicn en_slstemrs bielégicos

El fen/meno de peroxidacién lipidica ocurre extensamente cuando se incuban
hemogenelzados o fraceleones subcclulares de tejidos con oxigeno. En los filtimos
5 efios, graciaa ol desarrollo de ensayos no invasivos como la quimioluminiscen=-
cin de 6rganos "In situ" (Poveris y col., 1980 a), la medicién de la liberacién
de alcanos en el airo ospirado (Sagal y Tappel, 1978) y la liberacidén de gluta-
t14n coxidado en bilis (Akarboom y col., 1982) se han tenido evidencias directas
de que los procesos de peroxidacién lipidica ocurren "in vivo".

Se ha asociado la peroxidaclén de estructuras membranosas con procesos pa=
tolégicos. Gershman y col. propusieron en 1954 la primera teoria que postulaba
1a presencia de radicales libres y productos de la reduccién parcial del oxige-
no en sistems blolégicos., En 196/ Gershman propuso que los radicales libres
del oxfpeno producen defios en los sistemas bloldégicos cualquiera sea su concen-
tracién, siendo el tiempo de manifestacién del dafio inversamente proporcional
n 1o presién parcisl de oxigeno a la que estéd sometido el sistema.

Los componentes colulares mAs susceptibles de ser peroxidados con los 1i-
pidos insaturados, dada su extrern labilidad en presencia de oxigeno o de los
productos de la reduccién parcial de oxfgeno y su distribucién en membranas ce-
lulnres. La peroxidncién lipfdica en tejldos os irreversible y puede ser consi-
der~da en si misma wn proceso patoléglco. Los productos de la peroxidacién son
téricns para muchos gistemas biclégicos y pueden causar dafios posteriores. Es
fundamental tener en crenta que la introducciédn de funciones hidrofilicas en
1n rembrana por la forrncién de hidroperéxidos puede producir perturbaciones en
la micrearquitectura de la migmn, irhibir actividades enziméticas, alterar la
porm~ablilided de Ja merhrana, su fluidez, ete.

Pese a la regnlacibén da loa nilveles endégenos en la célula, su presencia
pucde alterar al azar mnléculas d~ DNA, RNA y otros componentes del sistema sin-
totizader de prote{nas.

F) énfasis principal en los trabajos relacionados con peroxidacién lipidi-
en ~n sistemas biolépicos astnvo centrado principalments en ¢l ostudio de esta-
doa patolfigicos (Chance y eel., 1979).

Szilard en 1952 y Orgel en 1263 postularon una teoria de envejecimiento ba-
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sada en daflos acumulativos producidos en el material genético por el ataque con-
tinuo de agentes oxidantes. Ademéds del proceso de envejecimiento se he relacio-
nado a la peroxidacién lipidica "in vivo" con el decfio celular que los agentes
oxidantes presentes en la polucién ambiental producen en los pulmones y las cé-
lulas, con algunas fases de la arterioesclerosis, con la hepatotoxicidad de hi-
drocarburos clorados y con el dailo hepdtico producido por etanol (Tappel, 1973;
Videla y col., 1983)

La célula se defiende contra la accibén de radicales libres y agentes oxi-
dantes a través de mecanismos que actfian en diferentes niveles siendo los fac-
tores mds importantes la exlstencia de estructuras especiales, de enzimas anti-
oxidantes y de vitaminas antioxidantes (Tappel, 1979).

Las estructuras propias de las proteinas asociadas a membranas, especial=-
mente en aquellas proteinas en las que hay transporte de electrones, tlenden
a minimizar el riesgo de pérdida de electrones en reacciones laterales.

La citocromo oxidasa, por ejemplo, con su alta afinidad por el oxigeno y
su capacldad para retener los intermediarios de la reduccién parcial del oxige=-
no opera en condiciones 6ptimas dando H20 como producto final y permitiendo el
acoplamiento energético sin que haya précticamente pérdida de electrones (Chance
y col., 1979). En los animales, ademés,la presién de oxigeno en los tejidos es
mantenida en niveles bajos por el sistema circulatorio.

Entre las enzimas mds importantes se pueden mencionar la superéxido dismu-
tasa y la catalesa, que actfian como antioxidantes, que al eliminar el superéxi-
do y el peréxido de hidrégeno respectivamente del medio también impiden la for—
macién del radical OH® a través de la reaccién 30. La enzima glutation peroxi-
dasa cumple un rol fundamental al metabolizar peréxidos orgénicos. La vitamina
E es un eficiente antioxidante blolégico, actuando como un atrapador de radi-
cales libres e inhibiendo asi las cadenas de reacclones de radicales; la vite-
mina A tendrfa también prcpiedades antioxidantes y actuaria ademds disminuyen-
do los niveles de ox{geno singulete en la célula al actuar como atrapador de
dicha especle (Foote, 1976).

T 8_par: dir peroxidacién lipidi

Varias técnicas permiten medir el nivel de hidroperéxidos formados en un
sistema. La mayorfa de ellas (titulacién de los hidroperéxidos con IK, medi-
cién del malonaldehido formado, de dienos conjugados, de bases de Schiff fluo-
rescentes después de incubacién prolongada con protefnas) dan buenos resulta-



N

19

doz "in vitro" paro ninguna de ellas permite realizar estudios "in vivo" (Chance
y co0l.. 1979) ya ane en todas ellar es necesario destruir el material b%»légico
para poder reslizor lac mediciorez, Guando se forman hidroperéxidos en un siste-
mn biolégico, éstos micden ser metabnlizados por 1la glutatiédn peroxidasa con
formacién de glutatién oxidado (GSSG) (reaccién 35). La medida de los niveles

de plutatién oxidado pormitiria determinar los niveles de peroxidacién lipidi-
ca. Ha demostrado ser varlicularmente interesante la medida de la liberacién de
glutatién oxidado en bilis de hirados perfundidos e "in situ" (Sies y col., 1972;
Akarboom ¥ col., 1992).

Ia ruptura de una molécula de hidroveréxidos por mecanismos aGn no aclara=—
dos completamente 1leva a 1a forracién de alcanos (etano, propano o pentano)
que con literados en el aire espirado. El nivel de hidrocarburos en el aire es-
pirado ha sido considerado un reflejo de los niveles end6genos de peroxidacién
(rillard y col., 19773 Riely y col., 1974).

La recormbinacidén en reacciones laterales y secundarias de dos radicales per-
oxilo en ura reaceidn de Lermiracién (reacciédn 32) lleva a la formacién de es-
pacies excitadas, capaces de emitir fotones. Esta emisién luminosa es de inten-
sidndas cumamente bajas y puede medirse en cualquier sistema que pueda exponer-
se ante un tubo fotomultinliecador., Fs intercsante la posibilidad de medir emi-
336An de fotones en 1la suvpcrficie de aquellos brpanos susceptibles de ser ex-
mestos (Beveris y eol., 1280 a),

s tres téericnn: redida de 1os niveles de glutatién en bilis, medida
de 1os niveles de alecaros oan el aire enpirado v emisién superficial de fotones
en Greganos expucztoz, son aprovechad. 3 para rmedir procesos de peroxidacién li-
pidiea "in vivo" ya que 1o tres vueden considerarse ensayos no-destructivos.
83 hisn 53610 1a medida n la librracidn de aleanes puede ser considerada también
encaxo ve—invagivo tarn 1 ari-al, Ias cirna tdenicas siguen siendo ensayos
no-invazivos y especificne rara o1 reans ~n estudio,
ODITOLWATETSCENCIA KD ST2T U5 BIOLOGICOS,

' 1261 Tarusov v eal, identificaron una luminisecencia azul verdosa muy
d45i1 en hfmado de raldn "in sitn®, ¥olas obrarvacicones fueron confirmadas y
wrlindas ror Shimisa col, o0 127 v por Roveris y col. en 1980. Se han
deceriplo himiniceensias do intencidades comparablen acompafiando procesos de
poroxidacién en Arearos ~crfimdidos (Cadenas y col., 1980 ¢ y d), células ais-

ladas (Lleyd y eol., 17329), hemorencizados de tejidos (Di Luzio y Stege, 1977)
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membranas mitocondriales (Cadenas y col., 1980 e) y microsomas (Sugioka y Nakano, -
1976) y sistemas enzimiticos como lipoxigenasa suplementada con &cido linoleico
(Boverisly col., 1980 b) y no enzimiticos como clitocromo suplementado con hidro-
peréxido (Cadenas y col., 1980 a,b).

Si bien es sabido que la emisién de fotones refleja directa o indirecta-
mente los procesos de peroxidacién lipidica, al haber relativamente poca infor-
macién sobre estos procesos por ser muy recionte el empleo de técnicas de con-
teo de fotones en sistemas biolégicos, son muchos los factores que influyen en
este fenbmeno y que ailn se dasconocen. Todavin no se tiene informacién sufi-
ciente que permita identificar en forma univoca las especies fotoemisivas en
la mayoria de los sistemas estudiados.

Se ha postulado al oxfgeno singulete como una de las principales especies
responsables de la fotoemisién (Boveris y col., 1980 a; Nakano y col., 1975).

Debido a la alta reactividad del oxfgeno singulete y a la de los radica-~
les libres responsables del proceso de peroxidacién lipidica, es importante
determinar hasta que punto estas especies se forman en sistemns intactos en
condiclones fisiolégicas y patolégicas contribuyendo al dafio celular,

1.10 OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

En el presente tratajo se describe:

a) Una comparacién de distintos instrumentos que se emplean en la medi=-
da de la omisién luminosa de sistemas biolégicos (Capitulo 3).

b) La emisién en alpgunos sistemas animales: sistemas modelo, organelas
subcelulares, homogencizados de érpanos y érganos "in situ" (Capitulo 4).

c) La emisién en semillas de soja y de sistemas relacionados (Capitulo 5).

Si bien las técnicas de conteo de fotones estdn desarrolladas, especial-
mente en lo que a contadores de centelleo ze refiere, recién en los Gltimos
10 afios se ha comenzado n aplicarlas a la mediciédn de emisiones de baja in=-
tensidad en sistemas biol6pgicos. La variednd de instrumentos empleados en
dichas mediciones hace interesante la cormraracibén de sus rendimientos y pro-
pledades. Es también esta la razén ror la que se describen en la seccién ma-
teriales y métodos los instrumentos e~mpleador.

Es aparente que todos los cistemas bioléric o en presencia de oxigeno e-
miten fotones como consecuencia de proceros perorxidalivos. Dada la universal

distribucién de este fendmeno, e3 una aproximncién Gtil al conocimiento de los



procesos de fotoemisién en sistemas biolégicos un estudio comparado en siste-
mas animales y vegetales. La existencia de una emisién esponténea, es decir

en ausencia de estfmulos cxb6genos, tanto en 6rganos de animales "in situ" como
en semillas enteras hace atractiva la eventual posibilidad del empleo de la
quimioluminiscencla como ensayo no invasivo no sélo a nivel de investigacién
béslica sino también aplicada a la clinica y a la agronomia. Para esto es ne-
cesario una descripeién completa de dichos fenémenos. Dada la poca informacién
que sobre ellos se tiene y la complejidad de los sistemas enteros nos parecié
adecuada una aproximacién a través de sistemas mis sencillos (reacciones mode-
lo).

21
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2.1 CONTADORES DE FOTONES
Los elementos bésicos de un contador de fotones son: (Fig. 5)

Rt B}

Fig. 5.Dlagrama en bloques de un contador de fotones
a) fuente de alto voltaje para el tubo fotomultiplicador
b) tubo fotomultiplicador con un sistema adecuado de enfriamiento
c¢) amplificador discriminador
d) registrador, contador de pulsos y/o impresora

e) compartimento de muestra

2.1.1 Fuente de poder
La fuente de poder de un contador de fotones debe ser una fuente estabili=-

zada. El rango de voltaje en que se puede trabajar depende de las caracteristi-
cas del tubo fotomultiplicador empleado, por lo cual para seleccionar el volta-
Je de trabajo es imprescindible conocer la curva de respuesta del tubo fotomul-
fiplicador al voltaje.
2.1.2 Tubo fotomultiplicador

Un tubo fotomultiplicador es un dispositivo consistente en un cétodo foto-
emisor seguido de una seccién que multiplica la sedal (Fig. 6).

I. Superficlie fotoemisiva. La superficie fotoemisiva estd compuesta por
metales que se caracterizan porque sus electrones de valencia estén débilmen-

te ligados pudiendo ser arrancados de la estructura metdlica por la energia a-
portada por un fotén de frecuencla adecuada. La energia minima necesaria para
arrancar un fotoelectrén de una superficie fotoemisiva es igual a la energia
que mantiene unido el electrén al metal (A). Todo exceso de energia de un fo-
tén incidente de frecuencia UJ con respecto al valor de A se convierte en ener-

gla cinética del electrén (E) de acuerdo con la ley del efecto fotoeléctrico de
Einstein (40).
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Fig. 6 Esquema de un tubo fotomultiplicador.
1 a 8: dinodos (de Skoog y West, 1975)

E + A = hy (40)
(Moore, 1976)

La sensibilidad del fotocdtodo (Figura 7) depende de su composicién y de
la longitud de onda de la radiacién incidente.

IT. Multiplicador de la sefial. Cuando se aplica voltaje entre una super-
ficie fotoemisiva y un édnodo los electrones emitidos fluyen hacia el énodo o=
riginando una corriente eléctrica. Los tubos fotomultiplicadores tienen entre
el cdtodo y el Anodo una seccibn que multiplica la sefial consistente en elec-
trodos adicionales llamados dinodos cuyas superficies tienen la propiedad de
liberar varios electrones cuando son golpeadas por un electrén con energia su-
ficiente. Los dinodos (Fig. 6) estén conectados a voltajes positivos (con res-
pecto al cdtodo) y sucesivamente crecientes, de manera tal que los electrones
emitidos en uno de ellos sea acelerado hacia el siguiente. Al incidir en un
dinodo cada fotoelectrén provoca la emisién de varios electrones mAs. Se con-
siguen con este sistema ganancias de 106 o mayores. (Skoog y West, 1975).

III. Dependencia entre la sefial de salida del tubo fotomultiplicador y
el voltaje aplicado. La sefial de salida de un fototubo depende de la intensi-
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Fig. 7 Curvas tipicas de respuesta espectral para dos tipos de tubo fotomulti-~

plicador marca EMI, S-20 (—) y extended S-20 (---) (del catélogo pa=-
ra tubos fotomultiplicadores EMI).

dad y de la longitud de onda del haz incidente y del voltaje aplicado al foto-
tubo (Fig. 8). Con voltajes menores que V, mmbos factores influyen en la sefial
de salida. Si el voltaje es mayor que v, se estd en una zona de descarga con-

tinua que puede dafiar irreversiblemente al fototubo. La zona comprendida entre
V1 y V2, donde la sefial emitida es relativamente independiente del voltaje a=

plicado y es sélo funcién de la intensidad del haz incidente, es la zona ade-

cuada para trabajar.

IV. Ruldo electrénico en los fototubos.Enin tubo fotomultiplicador el tér-
mino sefial se refiere al flujo de corriente producida por la excitacién lumi=-
nosa intencional y controlada del fotocdtodo. Un ruido es por definicién una
seflal medida que no corresponde al estimulo que se intenta medir.

Afin cuando el fotocAtodo esté protegido de radiaciones 6pticas externas
la seflal que se obtiene en un fototubo no es nula. Los pulsos medidos en es-
tas condiciones reciben el nombre de corriente oscura (cuando se la mide con
un contador de pulsos 1o que se estd midiendo es una suma del ruido electréni-
co del sistema de amplificacién (que en ciertas condiciones puede llegar a
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Fig. 8 Dependencia de la emisién detectada con un tubo fotomultiplicador
MI 9658 (T = =13,5°C) en funcién del voltaje aplicado.

ser importante) y del ruido electrénico del fototubo (que es el principal com-
ponente). En cualquier fototubo la corriente oscura estd determinada por el ti-
po y &rea del fotocdtodo, aumentando tanto con la sensibilidad del mismo a lon-
gltudes de onda largas como con su Area. La corrlente oscura nunca puede ser e-
liminada pero puede ser reducida disminuyendo la temperatura de trabajo del fo-
totubo o reduciendo el &rea efectiva del cdtodo por medio de una lente magnéti-
ca. S1 un fototubo afin sin voltaje aplicado es iluminado, su corriente oscura
aumentard, siendo necesarias entre 1 y 24 horas de oscuridad para que regrese

a su valor normal. Este tiempo depende de las caracteristicas del fototubos
cuanto mayor es la sensibilidad y/o més viejo es el tubo, mayores son los tiem=
pos necesarios para que se normalice. AdeméAs del ruido electrénico debido al fo-
totubo, suele haber en el compartimento de muestra luz espfirea que es dificil de
eliminar. A la lectura obtenida con el obturador cerrado (es decir en ausencia
de luz espfirea) se la identifica con la corriente oscura. Con el obturador a-
blerto se mide la suma de la corriente oscura y la luz esptirea; a esta emisién
se la llama fondo. Cuando se miden emisiones tan bajas como las de érganos "in
situ” y, especialmente cuando se busca conocer la distribucién espectral de
cualquier emisién es indispensable disminuir al mfnimo valor posible la luz

esplrea.
2.1.3 Amplificador-discriminador.
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Fig. 9 Respuesta tipica de un tubo fotomultiplicador conectado a un amplificador-
discriminador (Princenton Applied Research modelo 1121 en el modo PHA) .
R: ruido del fototubo y del amplificador; S: pico de respuesta para fo-
toelectrones: Ui: umbral inferiorj Use umbral superiori dAs ventana de
amplitud de diferencial.

La sefial que sale del tubo fotomultiplicador puede ser procesada por el
amplificador—-discriminador en dos formas diferentes: analégica o digital. La
forma analégica mide la cantidad de fotoelectrones como voltajes acumulativos
y la digital los resuelve en el tiempo siendo contados como pulsos eléctricos.
El amplificador—discriminador tiene la funcién de amplificar la sefial que sa=
le del tubo fotomultiplicador bajo la forma de pulsos y discriminar qué pulsos

son contados. (Fig. 9). Esto se hace seleccionando a través de los umbrales de
discriminacién las intensidades minima y méxima que debe tener una seilal para
que sea considerada como tal. La seleccién de ambos umbrales se hace en forma
independiente (el criterio para seleccionarlos se indica en la seccién 2.2.2-1).
los dos umbrales determinan la ventana en la cual habrd de llevarse a cabo el
conteo.
d fial de salid

La sefial que sale del amplificador—discriminador puede ser conectada a

contadores de pulsos, registradores o impresoras.
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2.2 DISENOS DE CONTADORES DE FOTONES

.202.1

Dado que los contadores de fotones empleados en diferentes laboratorios
suelen idiferir entre si por ser, muchas veces, disefiados especialmenté por ca-
da grupo de investigacién, se describen ac4 los contadores de fotones emplea-
dos en el presente trabajo. Se describe con mis detalle el contador desarrolla-
do en la Johnson Research Foundation, Universidad de Pensilvania (seccién
2.2.2) por ser el instrumento con el que se ha realizado la mayor parte del
presente trabajo y por ser afin un instrumento en etapa de desarrollo.

El contador de centelleo usado como contador de fotones

Un contador de centelleo es un contador de fotones modificado para mini-
mizar los ruidos cuando se trabaja con un tipo determinado de sefial. El conta=-
dor de centelleo tiene dos tubos fotomultiplicadores enfrentados entre si. Los
tubos estdn conectados a un circuito llamado circuito de coincidencia, cuya fun-
cién se indica mis abajo. La sefial que sale del circuito de coincidencla entra a
un amplificador-diseriminador donde sigue un camino semejante al ya descripto pa-
ra un contador de fotones (Fig. 5). La muestra se coloca entre ambos tubos de ma-
nera que un pulso de fotones de intensidad adecuada pueda ser detectado por ambos
tubos a la vez. La funcién del circuito de coincidencia es permitir que lleguen al
amplificador-discriminador solamente aquellos pulsos que sean detectados simulté-
neamente por los dos tubos en el tiempo de resolucién del circuito (usualmente 4 -
10/wseg). Como los ruidos electrénicos son originados en cada tubo aleatoriamente,
la probabilided de que se produzca un pulso simulténeamente en ambos tubos debido
a ruldo de los fototubos es muy baja.

Con este sistema disminuye notablemente el ruido de fondo. En una muestra
radioactiva la sefial originada por cada desintegracién en el liquido centellea-
dor es de intensidad tal que puede llegar a ambos tubos simulténeamente, ya que
una desintegracién p en un medio centelleador adecuado origina aproximadamente
800 fotones (Hastings y Weber, 1963). Cuando se trabaja con este tipo de se-
fiales el circuito de colncidencia permite reducir el ruido electrénico sin al-
terar scignificativamente la lectura con lo cual se mejora su calidad.

Cuando se mide la emisién de una reaccién quimioluminiscente en un con-
tador de centelleo con el circuito de coincidencia conectado, la lectura es
casi nula. Esto se debe a que por ser la intcnsidad de cada pulso muy baja
(un fotén por pulso) serd detectada por uno u otro de los tubos pero no
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simultdneamente por ambos y en consecuencia no seré contada. Si se desconec-
ta el circuito de coincidencia los ruidos electrénicos aumentan significati-
vamente pero es posible medir la sefial con uno u otro de los tubos (en lé ma~-
yoria de los contadores de centelleo se puede seleccionar el tubo con que se
cuenta).

1. Contadores de centelleo que operan a temperaturas bajas (Nuclear Chica-

go. Este aparato opera normalmente a temperaturas menores que 10°C. Como las

reacciones quimioluminiscentes se miden a temperatura ambiente o a 37°C es in-
dispensable aislar térmicamente las muestras, lo cual puede conseguirse emplean-
do dos frascos de vidrio, uno de 13 mm de didmetro y 42 mm de altura y otro de
25 mm de didmetro y 60 mm de altura. El frasco mds pequefio se ubica dentro del
mAs grande sobre un pequefio trozo de material aislante no emisor. Bajo estas
condiciones la temperatura del sistema se puede mantener constante (+ 1°C) du-
rante los perfodos de lectura (que en nuestras experiencias fueron de 24 6 60

segundos).

LS 100, LS 150, Packard Tri-Carb 1320). El tubo fotomultiplicador de estos
instrumentos trabaja a temperatura ambiente, por lo cual no es necesario ais-
lar la muestra siendo poco conveniente emplear los dos frascos descriptos ya
que por el disefio geométrico del sistema disminuyen considerablemente las
lecturas. Sin embargo cuando se desea obtener la distribucién espectral de
la emisién es Gtil el uso de ambos frascos: en el frasco interior se coloca
la muestra y en el exterior el filtro. No es necesario usar material aislan-
te en 1a base del tubo si las reacciones se llevan a cabo a temperatura am-
biente (25°C).

Los contadores de centelleo tienen un sistema automdtico de cambio de
rmuestra que permite medir varias muestras simultédneamente, si el contador
trabaja a temperatura ambiente y la reaccién se puede medir a dicha tempe-
ratura.

En todos los sistemas estudiados en contadores de centelleo la agita-
cién aportada por el movimiento de cambio de muestras fue suficiente para

mantener oxigenado el medio de reaccién.

Contador de fotones disefado en la Johnson Research Foundation, Universidad

de Pensilvania. A este instrumento se lo identificard en este trabajo como

contador modelo Johnson Foundation. El1 contador tiene un tubo fotomulti-
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plicador EMI 9658 que se caracteriza por su sensibilidad extendida en el rojo.
La respuesta espectral del fototubo corresponde al Bxt. S-20 (Fig. 6). El fo=-
totubo se mantiene enfriado a 35 °C por debajo de la temperatura ambiente con
un enfriador Fact Mark II (EMI Gencom Ine.). El enfriamiento del fototubo per—
nite mantener las corrientes oscuras en valores del orden de 100=-200 cps (eps
= guentas por segundo). La salida del tubo fotomultiplicador estd conectada a
un amplificador-diseriminador (Princeton Applied Research modelo 1121). La se-
fial de salida del amplificador—discriminador se grafica en un registrador y
se 1la lee en un contador de pulsos (Heathkit modelo IM = 4100). La muestra se
ublca en un compartimento oscuro y termostatizado. Una barra de polimetils-
crilato de 15 cm de longitud y 5 cm de didmetro, con sus caras épticas puli-
das y forrada lateralmente con papel de aluminio y cinta negra (para que no
deje pasar luz), separa la muestra del fototubo. Esta barra provee un buen
alslamiento térmico con acoplamiento éptico entre la muestra y el tubo foto-
multiplicador. El aparato estd formado por médulos independientes pudiendo
ser usado en dos posiciones: vertical y horizontal. En la posicién vertical
se trabaja con muestras s6lidas y érganos "in situ" (y muestras liquidas u-
sando cubetas especiales). En la posicién horizontal se puede trabajar con
sistemas 1fqnidos o s6élidos pero no puede trabajarse con érganos "in situ".
En la posicién vertical, el compartimento de muestra es una caja de madera

de 22cm x 15 cm x 50 cm pintada por dentro de negro y con trampa para luz en
la tapa. La caja estd equipada con un obturador y un portafiltros que es des-
montable y tiene capacidad para cuatro filtros, pudiendo controlarse la ubi-
cacién de cada filtro desde fuera de la caja. Una de las paredes tiene ado~
sada una espira de cobre por la cual circula agua, pudiéndose termostatizar
la caja completa a la temperatura desecada. Este tipo de termostatizacién es
Gtil sélo cuando se trabaja con animales, donde interesa una temperatura
ambiente adecuada para ayudar a mantener al animal anestesiado vivo pero no
en el caso de cubetas (con muestras sélidas o liquidas) donde se requiere

una rdpida equilibracién térmica. En estos casos se emplean portacubetas ter—
mostatizables. En experimentos "in vivo" el animal con el érgano expuesto

se ubica sobre una plataforma de madera de altura graduable con el érgano
préximo al obturador y centrado con el sistema éptico. La inyeccién de reac~
tivos durante los experimentos se hace desde el exterior de la caja a través
de una cénula adecuadamente fijada al animal.
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Para la posicién horizontal del aparato se cuenta con una caja de alumi-
nio con su superficie anodizada de 18 cm x 23em x 44cm que contiene v porta-
cubetas termostatizable, un obturador y un portafiltros circular con capaci-
dad para ocho filtros cuya posicién puede controlarse desde el exterior de
la caja. El portacubetas estd preparado para tener un agitador magnético, pe-
ro también puede aprovecharse el burbujeo de gases en la cubeta para agitar
la muestra. La cubeta permite incluir un electrodo de oxfgeno pequefio. Los
reactivos se agregan desde el exterior de la caja a través de cénulas con lo
cual es posible seguir las reacclones desde los tlempos iniciales.

Dada la gran superficie del fotocdtodo (20 cmz) y su sensibilidad exten=
dida en el rojo, cualquier exposicién a luz intensa, aGn con el voltaje des=
conectado, produce un aumento en la corriente oscura e inestabiliza al foto-
tubo. Una exposicién a luz intensa con el voltaje conectado podria dailar i-
rreversiblemente al fototubo. En consecuencia es imprescindible tener siem=
pre la precauclén de no abrir la caja cuando se tiene el obturador abierto
y/o voltaje aplicado al tubo. La fuente de poder tiene una llave que abre el
circuito para poder desconectar rdpida y fécilmente el voltaje del tubo.

L. Seloccién de los vmbrales de trabajo. Le emplitud (o intensidad) de un
pulso detectado por el amplificador-discriminador es funcién de la energia
del mismo y ésta en el sistema de fotoelectrones depende de la energia del
fotén que lo originé. La frecuencia (nfmero de pulsos/unidad de tiempo) con
que los pulsos son detectados por el amplificador-discriminador en presencia
de luz es funcién de la amplitud de los mismos (Fig. 9). El pico R corres-
ponde a seiiales de baja amplitud constituidas principalmente por ruido del
fotomultiplicador; el pico S es la respuesta del tubo a fotoelectrones. Se
pueden selecclonar los pulsos a contar en forma tal que la contribucién de
los que fueron originados por ruido sea minima y regular la de los pulses
de altas energiss. Esto se consigue usando dos diseriminadores que fijan las
energfas mfnima (umbral inferior) y méAxima (umbral superior) que debe tener
un pulso para ser contado. EL amplificador-discriminador de este instrumento
permite analizar visualmente la altura de pulsos con un dispositivo que se
base en el siguiente principio: si se tiene una ventana pequefia, de amplitug
fija dA (Fig. 9) que se puede ubicar en cualquier punto A,de la zona de am-
plitudes detectada por el fototubo, el nlmero de pulsos detectados en dicha
ventana en la unidad de tiempo (Fl) corresponderd a la frecuencia de pulsos
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que se producen en el intervalo de amplitudes[Ai : dA/?] (para todo 1i). Gra=-
‘ficando esta frecuenclia en funcién de la amplitud se obtendrd una curva ané-
loga a 1la de la Fig. 9. Si se mueve la ventana sobre el rango de discrimina-
cién (de amplitud de pulso) a una velocidad constante, la ventana permanece-
ré tiempos iguales y constantes en cada intervalo (dA). Si este movimiento
se repite en todo el rango de discriminacién con una frecuencia de barrido
constante V), los valores medidos en cada punto Ai para un intervalo de tiem=
po t mayor quel} podrén ser (segfin como se construye el instrumento) una
suma 0 un proqedio del qﬁmero de pulsos por unidad de tiempo contados en ca-
da intervalo lAi b dA/QJ (para todo i). El amplificador—discriminador tiene
un dispositivo que barre el rango de frecuencias de discriminacién del apara-
to con una ventana de amplitud fija que se mueve con una frecuencia de 6 Hz,
El nfmero de pulsos contados en cada intervalo los traduce en voltaje y la
amplitud Ai a la que corresponden las frecuenclias se puede traducir en una
escala de tlempo yu que cada 1/6 segundos volver4 a estar en el mismo valor
de A. En consecuencia un osciloscopio conectado al amplificador discrimina=-
dor cuando funciona este dispositivo reflejard en la pantalla la distribu-
cién de frecuenclas de los pulsos genera&os por el sistema conectado al am-
plificador-discriminador en funcién de su amplitud.En el caso de tratarse
de un tubo fotomultiplicador conectado al amplificador-discriminador en la
pantalla del osciloscoplo se verd una figura semejante a la Fig. 9. Dos
marcadores visuales en el osclloscopio indican la posicién de los dos ni=-
veles de discriminacién que determinan qué zona dentro del rango total de
amplitudes seri considerada como seiial. La posicién de los umbrales debe
seleccionarse en forma tal que el umbral inferior sea superlor a la sefial
debida al ruido (Uien la Fig. 9); la posicién del umbral superior (US) se
selecciona de acuerdo con el sistema a medir, pudiendo dejarse flotante.
Conociendo el comportamiento del instrumento (corriente oscura en funcién
de la temperatura del fototubo) y contando con un patrén cuya emisién sea
conocida (los patrones radioactivos Hastings y Weber son los més emplea=-
dos) se puede regular la posicién de los umbrales sin emplear el oscilos-
copilo.

II. Factores que influyen en la eficiencia de conteo. El nfmero de fo-
tones medidos para una muestra determinada y, en consecuencia la eficlencla
de conteo, depende de la sensibilidad del fototubo, los niveles de discri-
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minacién fijados, la distancla de la muestra al fototubo, la longitud de la.
barra de polimetilacrilato, el &rea de exposicién y de las caracterfis*icas
de la muestra (turbidez, espectro de la emisién, etc.). Todos estos facto-

res deben ser tenidos en cuenta cuando se intenta calcular un rendimiento
cuéntico.

IEEE Tohoku). Este contador de fotones tiene un tubo fotomultiplicador mo-
delo HIV R 562 conectedo a una fuente de poder estabilizada FLUKE 415 B,
enfriado a =20°C. La salida del tubo fotomultiplicador estd conectada a un
contador de fotones HTV C 968. La sefial de salida puede conectarse a un re—
gistrador o a una impresora e integrarse por tiempos variables entre 1l y
100 segundos. El compartimento de la muestra esté termostatizado y estd u-
bicado lo més cerca posible del tubo fotomultiplicador. El aparato tiene
un juego de 25 filtros de vidrio de corte que estén ubicados en un aro en
el cual se alternan en 50 posiclones filtros y lugares vacios. El aro pasa
entre la cubeta y el tubo fotomultiplicador. El movimiento del aro se con-
trola a través de un sistema electrénico que permite cambliar automética o
manualmente la serie completa de filtros o una secuencla preselecclonada.
La alternancia de posiciones con filtro y vacias permite obtener fAcilmen=-
te lecturas de la muestra en presencla y ausencia de filtro sucesivamente.
(Inaba y col., 1979).

Este aparato estd preparado para trabajar con frascos de 25 mm de
didmetro y 60 mm de altura y es posible termostatizarlos. Al igual que en
el otro contador de fotones el burbujeo de oxigeno en el medio de reaccién
se emplea para oxigenar y agitar la muestra.

En los dos contadores de fotones descriptos se puede medir sélo una
muestra por vez. Tanto en el contador de fotones IEEE-Tohoku como en los
contadores de centelleo es necesario abrir el compartimento de cubetas pa-
ra agregar reactivos. En el contador de fotones Johnson Foungation al po-
der agregarse los reactivos desde afuera a través de cdnulas de polietile-
no se pusde seguir la cinética completa de la reaccién.

OBTENCION Y CALCULO DE ESPECTROS
Debido a la baja intensidad de las seflales con que se trabaja, los es=

pectros se obtlenen empleando filtros de corte y no espectrémetros de red,
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ya que en el primer caso la relacién sefialiruido es mayor en dos érdenes de
magnitud. Se sacrifica as{ la mejor resolucién espectral que daria un espec~
trémetro de red por la mejor relacién sefial:ruido. (Inaba y col., 1979).

Un filtro de corte ideal transmite el 100 % de la radiacién incidente
que tienmlongitudes de onda mayores que un cierto valor y 0 % de la radia-
cién que tiene longitudes de onda manores que este valor. A esta longitud
de onde se la conoce como longlitud de onda de corte. Dados dos filtros de
corte ideales 1 y j, que corten a longitudes de onda Ai y'kj y un siste-
ma de emisién constante (sistema ideal), la diferencia entre la emisién me-
dida en presencia del filtro 1 y en presencia del filtro j es la cantidad
de luz que ol sistema emite en el intervalo LAi!Aj }. En consecuencia usan-
do un conjunto adecuado de filtros de corte en un sistema emisor ideal, se
puede obtener (por restas) la distribucién espectral de su emisién. Los
sistemas emisores reales y los filtros de corte reales difieren de los i~
deales por lo'cual al realizar los cdlculos es necesario aplicar una serie
de correcclones. Las principales causas de alejamiento de la idealidad son:
a) los filtros de corte reales no tienen una longitud de onda de corte ne-
ta sino un intervalo de corte (que es més chico cuanto mejor es la calidad
del filtro) en el cusl la transmitancia pasa de casi 0 % a 85 - 95 %. En
este caso se define la longitud de onda de corte a aquella en la cual el
50 % de 1la radiacién incidente es transmitida. Cuando se usa este tipo de
filtros para obtener un espectro puede ser necesario aplicar correcclones
por la forma de las bandas determinadas por los filtros empleados.

b) la sensibilidad de los fototubos depende de la longitud de onda de
la radiacién incidente, en consecuencia para obtener un espectro que no
esté deformado por las caracteristicas del tubo fotomultiplicador hay que
corregir las lecturas. El factor de correccién depende de la eficiencia
cudntica del tubo para cada longitud de onda. Se define la eficiencia cuén-
tica de un fototubo como la probabilidad de que un fotén incidente haga
que un electrén sea emitido hacia la parte vacia del fotocdtodo. La efi-
clencie cuéntica (Ec) depende de la sensibilidad del fotocdtodo para cada
longitud de onda y de la longitud de onda seg(in:

E, = 123,95 x EA) x (1/)\) (41)

donde:
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E(\) esté expresada en mA.W y (\) en nm. Como la eficiencia cuéntica represen-
ta la relacién entre los fotones medidos y los incidentes no puede ser, desde
un punto de vista teérico mayor que 50 %.

Para corregir el espectro por la sensibilidad del fototubo hay que nor-
malizar la lectura de cada banda a Ec = ] (lo cual se obtiene dividiendo la e-
misién de cada banda por la E, correspondiente).

¢) En los sistemas biolégicos, la emisién de la muestra rara vez es cons-
tante. También la corriente oscura puede variar con el tiempo. En consecuencia
e8 necesarlo obtener lecturas tanto de los valores de las corrientes oscuras
como de la emisién del sistema en ausencia de filtro que corresponden al mo=-
mento en que se reallzé la lectura con cada filtro.

Para calcular un espectro es necesario tener la lectura de la emisién en
presencia del filtro, emisién control (lectura en ausencia de filtro) corres-
pondiente a ese momento y de las corrientes oscuras correspondlentes. Estas
pueden obtenerse interpolando las lecturas inmediatamente anteriores y poste-
riores al empleo de filtro al tiempo en que se usé el filtro. La emisién que-

se emplea en el cdlculo del espectro se obtlene restando a las lecturas de
emisién (control o en presencia de filtros) las corrientes oscuras correspon-
dientes y normalizando con respecto a la emisién control. En consecuencia, da-
dos dos filtros de corte sucesivos 1 y j que cortan a las longitudes de onda
Ai?'xj respectivamente, la emisién en la banda[)\i,}\j }estaré dada pors

vAlida si la corriente oscura es igual al fondo.
En esta ecuacién: .
Eij es la emisién de la banda[}\i, }\j ’
Epq €3 la emisién de la banda media en presencia del filtro i al tiempo i (pa-
ra todo tiempo ti)
D1 es la corriente oscura interpolada al tiempo ti
Ci es la emisién en ausencia de filtro (control) interpolada al tiempo ti
Fij es un factor de correccién que tiene en cuenta las correcciones que es ne-
cesario aplicar por variacliones de sensibllidad del fototubo (Ec) y por 1la
forma de las bandas determinades por los flltros empleados.
Estas definiclones valen para todo 1 y j.
2.4 CALCULO DE LOS ERRORES EN LAS BANDAS
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Cada uno de los valores experimentales tiene un error de lectura asocla-
do. Teniendo en cuenta que las emisiones para calcular Eij son generalmfnte
pequefias, es necesario conocer el error de cada lectura y calcular el error
asociado a cade banda para saber cuin significativa es.

Sabiendo que para una funcién F(x,y,z,...) la desviacién tipica de la
funcién estd dada por

2+

T = |55 x) y

+ (-{%%} z 2 4 ces 1/2

(Roederer, 1973), se puede calcular el error tipico de cada valor de E

§ f
(‘ET; (43)

. Si
el nimero de mediciones de x,y,%z, ... es el mismo la ecuacién (43) valei{anto
para las desviaciones como para los errores tipicos.

CALCULO DE LOS RENDIMIENTOS CUANTICOS
Se define rendimiento cudntico de una reaccién quimioluminiscente

q = Numero de fotones emitidos (4)

NGmero de moléculas reacclionantes

El nlmero de moléculas reacclonantes en una reaccién quimioluminiscente
se mide con técnicas cldsicas adecuadas para el tipo de molécula selecciona-
da (polarograffa, espectrofotometria, etc.). El nfimero de fotones emitidos
puede calcularse si se conoce la eficiencia de conteo del instrumento ya que
por definicién

Cuentas medidas
Eficiencia = x 100 (44)

Fotones emitidos

de donde
Fotones emitidos = _ouentas medidas o9 (45)
Eficiencia
y
q = Cuentas medidas x 100 x 1 (46)

Eficiencia N? de moléculas reaccionantes

Para medir la eficiencia de conteo son muy utilizados los patrones ra-
dioactivos, en los cuales por conocerse la velocidad de desintegracién (ex-
presadas generalmente como desintegraciones por minuto o dpm) se conoce el

nGmero de cuentas que deberfan medirse si la eficiencia fuera 100 % (equiva-
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lente al nfmero de fotones emitidos). Cada desintegracién equivale a 800 fo-

tones emitidos dentro del tiempo de resolucién de los instrumentos por lo que

son contados como un solo pulso (Hastings y Weber, 1963). '
Midiendo las cuentas en un patrén de este tipo, la eficiencla seré

Eficiencia = NGmero de cuentas por minuto
NGmero de desintegraciones por minuto

x 100 (47)

Como la eflcliencia de conteo depende de la forma de la cubetsa y de la au-
toabsorcién del sistema emisor, es imprescindible que la cubeta, volfimenes de
muestra empleados, turbidez, etc. empleados para determinar la eficiencia de
conteo del instrumento (con el patrén radioactivo) y el rendimiento cuéntico
de la muestra sean iguales.

2.6 PREPARACIONES BIOLOGICAS
2.6.1 Homogeneizados de higado erebro

Los homogeneizados de higado y cerebro de rata se obtuvieron anaerébi-
camente a partir de los 6rganos libres de sangre. Para obtener higados y ce-
rebros de rata libres de sangre se perfundieron (empleando #na bomba peris-:
téltica) ratas (Wistar o Long Evans, macho, 200 - 300 g) anestesiadas con -
ter o pentobarbital (5 mg/kg de peso). La perfusién se realizé a través de ve-
na porta con solucién de NaCl 0,9 % saturada con nitrégeno. Una vez separado
el érgano del animal todas las operaclones se realizaron a 0 - 4°C en medilos
saturados con nitrégeno. Los tejidos (hfgado o cerebro) fueron cortados en
pequeiios trozos y lavados con una solucién de KCl 140 mM, fosfato de potasio
5 oM, pH 7,2 = 7,4. Los trozos de tejidos suspendldos en este medio fueron
homogeneizados con un homogeneizador Potter-Elvejhem y centrifugados durante
10 minutos a 750 g (con centfifuga Sorvall RC 2B refrigerada, rotor SS 25,
2000 rpm) para eliminar nficleos y restos de tejidos. El sobrenadante (homo=-
geneizado) se mantuvo en atmésfera de nitrégeno hasta el momento de ser em=-
pleado.

Las concentraciones finales de proteinas fueron de 40 = 50 mg/ml para
homogeneizados de higado y de 4 - 10 mg/ml para homogeneizados de cerebro.

2.6.2 Mitocondrias de higado, corazén v cerebro de rata.

Se siguib el método de Schnelder y Hogeboom (1950) modificado por Chan-
ce y Hagihara (1963). Los higados o cercbros de rata libres de sangre fueron
cortados y luvados en sacarosa 0,25 M o en manitol 0,23 M, sacarosa 0,07 M,
Tris-HC1l 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,2 - 7,4, suspendidos en 9 ml de medio por
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gromo de tejido, homogeneizando con un homogeneizador Potter-Elvehjem y cen-
trifugando a 750 g durante 10 minutos (centrifuga Sorvall refrigerada RC 2B,
rotor SS 25; 2000 rpm). El sobrenadante de esta centrifugacién fue vuelto a
centrifugar a 7000 g (7500 rpm) durante 10 minutos y el precipitado (mitocon-
drias) fue lavado dos veces y resuspendido en el medio de preparacién (con-
centracién final de proteinas: 30 - 50 mg/ml). Para que el lavado sea exten-
sivo en cada resuspensién se debe homogeneizar suavemente con la mano en ho-
mogeneizador Potter-Elvehjem.

Preparacién de los animales para estudio de érgano "in situ'.

I. Higado. Se usaron ratas Long Evans macho de 170 + 20 g de peso anes-
tesiadas con pentobarbital (5 mg/kg de peso). Los higados se expusieron abrien-
do la pared abdominal y el Area cuya emisién no se deseaba medir (m@isculo, cos-
tillas intestino, etc) fue cubierta con una superficie no emisora adecuada.

De todos los materiales empleados, el papel de aluminio demostré ser el més
adecuado. La superficie no cubierta por el papel de aluminio expuesta al foto-
tubo (en un 90 - 95 % higado) representa el drea expuesta y fue medida por pla-
nimetria.

II. Mésculo e intestino. La exposicién de mlsculo se realizé separéndolo
de la piel y teniendo especial cuidado en que no cayeran pelos sobre la super-
ficie a medir ya que los pelos o la sucledad que de ellos puede salir tiene
una emisién especialmente alta y que depende de la iluminacién que haya reci-
bido. Los intestinos fueron expuestos abriendo la pared abdominal, cuidando
que el 4rea expuesta fuera en un 90 % o mds intestino delgado. En estos ca-
sos la superficie también fue delimitada con papel de aluminio.

III. Inyeccién de reactivos. Los halometanos se inyectaron intraperito-
nealmente y desde el exterior de la caja en que se media la emisién a través
de cénulas de polietileno insertas en la cavidad abdominal del animal conec-
tadas a una jeringa.

El diazobiciclo - 2,2,2, - octano (DABCO) se inyecté intraperitonealmen-
te antes de la anestesia (una hora antes de la medicién de quimioluminiscen-
cia); se emplearon diferentes vol(imenes de una solucién de la droga (400 mM
en solucién fisiolégica). Los animales controles fueron inyectados con igual

volumen de solucién fisiolégica.

2.6.2 Semillas de soja.

I. Preparacién de harina de semillas. La harina de semlllas de soja se
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obtuvo tratando una cantidad adecuada de semillas (cosechadas el afio de los
experimentos) con un desintegrador de alta velocidad (Waring Blendor CB 4)
durante tres periodos de 20 segundos separados por perfodos de 1 - 2 minu-
tos de descanso para evitar recalentamientos. La harina resultante fue ta-
mizada a través de tres capas de gasa fina para eliminar los trozos demasia-
do grandes y empleada inmediatamente.

II. Preparacién de homogeneizados de semillas. Los homogeneizados de
semillas de soja se obtuvieron suspendiendo 2,5 mg de harina recién prepa-
rade en 10 ml de solucién de fosfato de potasio 50 mM, pH 7,0 homogeneizan-
do con un homogeneizador Potter—Elvehjem a O - 4°C hasta total desintegra-
cién de los grénulos. Los homogeneizados se mantuvieron a O - 4°C hasta ser
usados.

III. Humectacién de semillas enteras. Se emplearon semillas de soja se=
cas (10 - 12 % de humedad). Para humedecerlas se colocaron aproximadamente
60 semillas en una caja de Petri con 1 ml de agua y se las hizo rodar suave-~
mente durante 1 minuto, escurriendo el agua sobrante.

IV, Envejecimiento acelerado de semillas. Las semillas se trataron hu-
medeciéndolas en la forma indicada una vez cada 24 horas, dejdndolas secar
en los perfodos intermedios a temperatura y humedad ambientes.
DESTRUCCION DEL GRUPO HEMO DEL CITOCROMO~c

La destruccién del grupo hemo del citocromo-c se determiné siguiendo la
desaparicién de la banda Soret (€05 o = 109,5 L en 1),
DETERMINACION DE MALONMALDEHIDO. ENSAYO DEL ACIDO TIOBARBITURICO

El nivel de malonaldehido se determiné por el ensayo del 4cido tiobar-
bitirico (Bernheim y col., 1948). A una cantidad de muestra equivalente a
1 - 1,5 mg de protefna (llevada a volumen final de 1,5 ml con agua destilada)
se le agregé igual volumen de Acido tricloroacético 20 % para precipitar las
proteinas. Se centrifugé durante 5 minutos en centrifuga de mesa y se incu-~
baron 2 ml de sobrenadante con 2 ml de solucién saturada de dcido tiobarbitG-
rico durante 10 minutos a 100°C. Se leyé la densidad 6ptica de 535 nm. El ni-
vel de malonaldehfdo formado se expresa en mM/mg de proteina usando el coefi-
clente de extincién &= 156 mM™* cm L (Sinhuber y Lu, 1958).
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION PEROXIDASA

Se determiné la actividad de glutatién peroxidasa en homogeneizados de
tejldos siguiendo expectrofotométricamente la velocidad de oxidacién de NADPH
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acoplada a la actividad de glutatién peroxidasa de una mezcla de reaccién con-
teniendo 0,15 mM de NADPH, exceso de glutatién reducido, 5 mM de hidroperéxido
de ter-butilo y 0,04 - 0,08 mg de proteina de homogeneizado de tejido/ml. La
actividad se expresé en nmol de NADPH oxidado/minuto.mg de proteina (£ = 6,23
mL enL; Pinto y Bartley, 1969; Gihmzler y col., 1974).
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracién de protefnas en las muestras se determiné usando la téc-
nica del biuret en presencia de desoxicolato de sodio 0,1 % (Gornall y col.,
1948) y el reactivo de Folin-Ciocalteau (Lowry y col., 1951).
DETERMINACION VOLUMETRICA DE LA CONCENTRACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

A una muestra que contienc peréxido de hidrégeno (aproximadamente 10 mM)
se le agrega Acido sulffirico 1:5 y se la titula con solucién de permanganato
de potasio 0,1 N. La reaccién que ocurre es

- + 2+
51{202+2Mn0/‘+6H—’502+2Mn + 8 H0 (48)

(Kolthoff y col., 1972).

SOLUCIONES

I. Cltocromo-c. Se empled citocromo-c Sigma. Se prepararon soluciones ma-
dre de cltocromo-¢ 1 mM en fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0 - 7,2. Se controlé
la concentracién final de citocromo~¢ midiendo la absorbancias a 550 nm antes y
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después de reducir totalmente con ditionito sédico. La concentracién de citocro-

mo-c estd dada por
citocromo-¢  =/\A/(1. &) € =19 w ! opt

c cm
donde DA = At ditionito ~ A= gitionito

IT. Hidroperéxidos. Se prepararon soluciones madre de hidroperéxido de
ter-butilo,hidroper6xido de cumeno o peréxido de hidrégeno 400 mM en agus. La
concentracién de peréxido de hidrégeno se controlé midiendo la absorbancia a
240 tm (E = 0,04 mi L en1).

ITI. Otras soluciones. Las soluclones de DABCO se prepararon en soluclén
fisiolégica cuando fue inyectada en ratas o en agua destilada en los demés ca-~
50s. Las soluciones de lipoxigenasa, glutatién reductasa, y superéxido dismuta-
52 se prepararon en un medio regulador de fosfato 10 mM pH 7,2 - 7,4.

Las solucliones de dclido linoleico y de 2,5-diterbutil quinol se prepara-
ron en etanol.

El resto de las soluciones se prepararon en agua destilada.
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3.1.

Debido al amplio desarrollo que en los iltimos afios han tenido los ensayos
quimio y bioluminiscentes, es clara la necesidad de contar con aparatos para
medir fotones que sean adecuados y confiables. Si bien existen instrumentos co-
mercilales, muchos investigadores diseflan los propios, lo cual hace muchas ve-
ces diffcil la comparacién de los resultados obtenidos por diferentes grupos de
investigacién. El acceso a diferentes contadores de fotones y de centelleo nos
ha permitido comparar sus rendimientos empleando sistemas fotoemisores de emi-
sién constante o variable en el tiempo.

COMPARACION DE DISTINTOS CONTADORES DE FOTONES

Los contadores de fotones permiten termostatizar la muestra y burbujear
gases en ellaj esto no puede hacerse en un contador de centelleo. Todos los a-
paratos, salvo el contador Johnson Foundation emplean frascos de 25 mm de did-
metro por 60 mm de altura. El contador de fotones Johnson Foundation permite
medir en cubetas de cara plana (usualmente de 4 cm x 4 cm) y érganos expuestos
de animales.

En la Tabla I se comparan las condiciones de operacién de dos contadores
de fotones y tres contadores de centelleo. Las varlables que se consideran sont
temperatura de trabajo de los tubos fotomultiplicadores, fondos, medidos en
cps (cuentas por segundo); se define el fondo como la suma de la corriente os-
cura y la luz espGrea, (seccién 2.1.2 - IV); emisiones lefdas para un sistema
de emisién constante (semillas de soja), eficiencia relativa de conteo (defi-
nida como el cociente entre sefial y fondo) e indice de mérito (definido como
el cociente entre el cuadrado de la sefial y el fondo).

El fondo depende de las caracteristicas de cada fototubo aumentando cuan-
to mayores son la sensibilidad a longltudcs de onda altas, la temperatura de
trabajo, el 4rea del fotocdtodo y las horas de uso del fototubo. Los fototubos
de los contadores de fotones IEEE-Tohoku y Johnson Foundation tlenen Areas gran-
des (del orden de 20 cmz) y ambos fototubos tienen sensibilidad extendida en el
rojo; estos factores determinan corrlentes oscuras altas. El fototubo del conta-
dor IEEE-Tohoku tilene mds horas de uso que el del contador Johnson Foundation lo
cual justificarfia los valores mayores de su corriente oscura. La gran variedad
en los valores de corrientes oscuras en los contadores de centelleo son conse-
cuencla de las diferentes temperaturas de operacién y de los tiempos de uso de
los fototubos (agotamiento).

Cuando se trabaja en sistemas de baja intensidad, para optimizar la con-
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Tabla I
- ' -
Aparato Temperatura ?ondg Se?al ga) Seiial Sefial
de trabajo cps cps =
del fototubo Fondo Fondo

Contador
de fotones - 20°C 150 + 12 125 + 25 0,83 104
Johnson
Foundation (7
Contador
de fotones = 20°C 280 + 17 3+6 0,11 3,6
IEEE~-Tohoku (5)
Contador
de centelleo T.ambiente 250 + 16 64 + 10 0,26 16
Beckman LS 100 (5)
Contador de
centelleo Nu~ 10°C 20 £ 4 29+ 5 1,5 42
clear Chicago (5)
Contador de
centelleo T.ambiente 35 + 6 35+ 5 1 35
Packard 3320 (5)

TABLA I. Comparacién de las condiciones de trabajo y eficiencias de conteo

de cinco aparatos diferentes usando como sistema emisor semillas
de soja.

(a) -~ sefial = emisién total -~ corriente oscura

Los datos son x + ESM; los nflimeros entre paréntesis indican el nfime-
ro de muestras diferentes.

fiabilidad de la lectura se deberd seleccionar un instrumento en el cual la rela-
cibn seﬁalz/fondo sea méxima;

Desde este punto de vista y de acuerdo con la Tabla I, el orden decreciente
de confiablilidad de la lectura es: contador de fotones Johnson Foundation, con-
tadores de centelleo (Nuclear Chicago, Packard 3320, Beckman LS 100) y contador
de fotones IEEE-Tohoku. La calidad de la lectura en los tres contadores de cen-
telleo puede considerarse equivalente. Pese a la baja relacién seﬁalz/fondo del
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contador de fotones IEEE~-Tohoku para emisiones de muy baja intensldad, su dise~
fio especial para obtener anélisis espectrales y su muy buen sistema de cambio
de filtros ademés de la posibilidad de termostatizar y oxigenar la ﬁuestra lo
convierte en un aparato adecuado para sistemas de mayores emisiones (fracciones
subcelulares, ete.). El contador de fotones Johnson Foundation ademés de ser

el que da lecturas mds confiables, es versdtil: puede usarse para cualquier ti-
po de muestra y permite obtener espectros de emidbn con relativa facilidad. Es
importante ademds tener en cuenta que su costo es relativamente bajo. Su prin-
cipal inconveniente es que por la gran drea del fototubo (de alta sensibilidad
en el rojo), es muy fdcil inestabilizarlo por iluminacién accidental, adn con
el voltaje apagado. Tanto este contador como el IEEE-ToRoku son sumamente sen-
sibles a temperatura y humedad ambientes altas.

El uso de contadores de centelleo para-medir reacciones quimioluminiscen-
tes trae aparejada ventajas y desventajas con respecto al uso de contadores
de fotones de disefio mAs especifico. Un contador de centelleo es accesible en
1a mayoria de los laboratorios, lo cual elimira la exclusividad de este tipo
de mediciones para aquellos laboratorios con equipos especializados. En un con-
tador de centelleo se pueden medir simultédneamente varias reacclones, gracilas
a su sistema de cambio automdtico de muestras.Estos aparatos tienen ademéds una
relacién seﬁalz/Tondo favorable (Tabla I ). La principal desventaja reside en
la dificultad de controlar el aporte de oxigeno y la temperatura de la imuestra
(agravado en los casos en los que el compartimento de cubetas también es refri-
gerado). Estos factores influyen decisivamente en la emisién medida, limitando
seriamente en algunos casos las posibilidades de trabajo.

EFECTO DE VARIABLES GEOMETRICAS SOBRE LAS EMISIONES MEDIDAS

Las medidas de quimioluminiscencia de baja intensidad dependen de las ca-
racteristicas geométricas de los compartimentos de muestra. En el contador de
fotones Johnson Foundation, ademds de las variaoiones debidas a volumen de la

muestra, la distancia de la muestra al fototubo y las 4reas expuestas pueden
variarse con mayor faclilidad que en los demés instrumentos.

En el contador de fotones Johnson Foundation la muestra estd separada del
tubo fotomultiplicador por una barra de polimetilacrilato. Tanto su longitud
como su distancla a la muestra o al fototubo afectan las lecturas. En ausen-
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Fig. 10. A - Dependencia de la emisién lefda para un emisor radioac-
tivo con la distancia al tubo fotomultiplicador (@) y a
una barra de polimetilacrilato de 5 cm de longitud (O).
Dependencia de la emisién de semillas de soja con la
distancia a una barra de polimetilacrilato de 10 cm de
longitud (m).

B - Dependencia de la emisién esponténea de higado de rata
"in situ" con el Area expuesta (distancia a la barra de
polimetilacrilato = 1 em). Los n@meros indican el ntme-
ro de animales con que se obtuvo cada punto. Los valo-
res graficados con XtESM. Se usaron ratas de 200 - 300
gramos,

cla de la barra de polimetacrilato la emisién de una muestra radioactiva de pe-
quefio volumen, que puede considerarse puntual con respecto al Area del tubo fo-
tomultiplicedor, que es de 20 cm2, da una lectura que siminuye con la distancia
al fototubo, siendo muy marcada la disminuacién en el primer centfmetro (fig. 10~
A).



3.2..

3.3
3.3.1

46

La misma dependencia se observa en presencia de una barra de polimetila~
crilato de 5 cm de longitud (en este caso la distancia se mide con resvecto a
la barra). En ambos casos la emisifn obtenida estrapolando a distancia'cero
(al tubo fotomultiplicador en el primer caso y a la superficle de la barra en
el segundo) da un valor de 650 cps, lo cual indica que el porcentaje de luz
que se pierde por la absorcién en la barra estd dentro del error de lectura. En
ol caso de una fuente extensa de drea semejante al drea del fototubo (una cu-
beta de 4 x 8 cm con semillas de soja) la emisién medida decae menos marcada-
mente al aumentar la distancia a la barra. (Fig. 10 - A). Esto es esperado
porque a iguales distancias de la fuente al tubo fotomultiplicador, el 4ngulo
s6lido de emisién detectado por el fototubo, y en consecuencia la lectura, es
mayor cuanto mds extensa sea la fuente. Esta dependencia entre la emisién de-
tectada y la distancia a la barra de polimetilacrilato deben ser tenidas en
cuenta cuando se mide la emisién de érganos "in situ", sistema en el cual las
varlaciones de la distancia entre la fuente y el fototubo en las distintas
nuestras son marcadas.

Dependencia de la emisidn con el érea expuesta.

La emisién detectada para una distancia fija de la muestra a la barra de
polimetilacrilato es funcién lineal del Area expuesta: (Fig. 10 - B, obtenida
para la emisién de higado de.rata "in situ"). En consecuencia es necesario
expresar los resultados en cuentas/segundo.cmz, siendo 6ptimo normalizarlas
a una distancia determinada al fototubo. Esta correccién se hace indispensa-
ble cuando se trabaja con érganos ya que la ublcacién del animal frenve al fo-
totubo y el drea expuesta depende de las caracteristicas anatdmicaé proplas
de cada animel (tamafio del higado, altura de las costillas, etc.). En el caso
de trabajar con cubetas, empleando un volumen constante, dado que la ubicacién
del portacubetas es fija, los parémetros geométiricos no difieren de una mues-
tra a otra. Para el cdlculo de rendimientos cuénticos es necesario que las
condiciones geométricas en que se miden el patrén y la muestra sean iguales.
REPRODUCTIBTLIDAD DE RESULTADOS EN DIFERENTES INSTRUMENTOS.

Cinéticas.

Las cinéticas de sistemas 1fquidos son-variadas y generalmente complejas
(como se observa en las figuras 11 y 12 obtenidas para homogeneizados de hi-
gado de rata en presencia de hidroperéxido de ter-butilo 5 mM en medio oxige-
nado y homogeneizado de cerebro de rata en presencia de oxigeno respectiva-

mente). En el primer caso la cinética de la fotoemisién es compleja; la curva
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Fig. 11. Cinética de la emisién de homogeneizados de higado de rata
en presencla de oxigeno y de hidroperéxido de ter—-butilo 5
oM, medida en (a) un contador de fotones Johnson Foundation
(1os homogenados fueron preparados anaerébicamente); (b) un
contador de centelleo Beckman LS 100 (los homogenados fue-
ron preparados aerébicamente); y (c¢) un contador de fotones

IEEE~Tohoku (los homogenados fueron preparados aerébicamen~
te.

presenta tres fases caracteristicas (fig. 11). Si bien en todos los instrumen~
tos de medida y cualquiera sea la condicién en que se ha preparado el homoge~

nelzado se observan estas tres fases, hay diferencias en las duraciones y tiem=
pos de apar:icién de cada una de ellas. La duracién de cada fase es funcién de
la temperatura a la que se lleva a cabo la reaccién (Fig. 14 B) y es necesario
recordar que cada aparato tiene una temperatura de trabajo diferente (Tabla I).
Las diferencias observadas en el desarrollo cinético de la reaccién en la Fig.
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Fig. 12. Cinética de la emisibén de homogeneizados de cerebro de rata
en presencia de oxigeno medida en (a) un contador de foto-
nes Johnson Foundation (a 37°C; los homogeneizados fueron
preparados anaerébicamente); (b) en un contador de cente-
1lleo Beckman LS 100 (a 28°C; los homogeneizados fueron pre-
parados aerébicamente) y (c) un contador de fotones IEEE-

Tohoku (a 37°C; los homogeneizados fueron preparados aer6-
bicamente.

11 (a y b) han sido reproducidas en un contador de fotones IEEE~Tohoku modi-
ficendo solamente la temperatura a la que se desarroll$ la reaccién. El tiem—
po necesario para alcanzar el midximo de emisién es mayor de 60 minutos en el
contador de centelleo Beckman LS 100 (a 28°C) y de 45 - 50 minutos en el con-
tador de fotones IEEE-Tohoku (a 28°C) (Fig. 14 C).

En el caso de homogeneizados de cerebro de rata en presencia de oxigeno
la cinética es mds simple. (Fig. 12). Se sabe que si el homog:neizado ha sido
preparado en atmésfera de nitrégeno, oxigenando y aumentando la temperatura
aumenta la emisién alcanzando un méximo a los 50 - 60 minutos de iniciada la
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reaccién (Fig. 12, a). Si el homogeneizado ha sido preparado en atmésfera de ai=
re al suplementar con oxigeno o aire y calentar hay una fase de retraso de 10 -
15 minutos, elcanzéndose el méximo de emisibén entre 120 y 180 minutos de inicia-
da la reaccién. Esto se ha obtenido en un contador de centelleo Beckman LS 100
y en un contador de fotones IEEE~Tohoku (Fig. 12 b y ¢) a 28°C y 37°C respecti-
vamente.

Se ha hallado en todos los aparatos empleados una buena reproductibilidad
de las cinéticas de emisién.
Comparacién de las eficiencias de conteo.

Los rendimientos y la distribucién expectral de la emisién de citocromo-g¢
en presencia de hidroperéxido han sido estudiados por Cadenas y col., (1980 a y
b), siendo un sistema adecuado pera comparar las eficiencias de conteo de di-
versos instrumentos. En la Tabla II se comparan las emisiones médximas medidas
para la reaccién de citocromo-c con hidroperéxido de cumeno (CuOOH), hidroper-
6xido de ter-butilo (t-BOOH) y peréxido de hidrégeno (H202) en un contador de
centelleo (Nuclear Chicago) y en un contador de fotones (Johnson Foundation).

Segtin la Tabla II la relacién entre la emisién medida en el contador de
fotones Johnson Foundation y en el contador de centelleo no es la misma para
cada peréxido. Esta relacién es de 29 usando hidroperéxido de ter-butilo, 16
usando hidroperéxido de cumeno y 5 usando peréxido de hidrégeno. Se sabe que la
disminucién espectral de la emisién de citocromo-g en presencia de peréxido de
hidrégeno y de hidroperéxido de ter-butilo no es la misma: en el primer caso
hay un méximo de emisién a 660 - 680 nm y en el segundo a 600 nm decayendo pa-
ra longitudes de onda mayeres (Cadenas y col., 1980 b). En consecuencia, el
porcentaje de la emisién total que se encuentra en la zona donde es mayor la
diferencia de sensibllidad de los tubos fotomultiplicadoresde ambos instru-
mentos (longitud de onda mayor que 600 nm; Fig. 6) es diferente en ambos ca-
sos. El tubo fotomultiplicador del contador de fotones Johnson Foundation tie-
ne mayor sensibilidad en el rojo, por lo que contard con mayor eficiencia que
otros tubos, emisiones de longitudes de onda altas. Se esperarifan para este
instrumento mayores rendimientos relativos en presencia de hidroperéxido de
ter-butilo, que en presencia de peréxido de hidrégeno, que es lo que se obser-
va en la Tabla II.

En la Tabla III se comparan las emisiones médximas medidas para la reac-
cién de homogeneizados de higado de rata en.presencia de hidroperéxido de
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TABLA II
PEROXIDO
APARATO
t-BCOH 5 mM H202 3 mM CuOOH 5 mM
Contador de
centelleo Nu- 56-80 3.300 210
clear Chicago
Contador de
fotones X
Johnson 2.000 10500-17000 3.300

Foundation (®)

Tabla II. Emisién luminosa de citocromo~¢ 15 mM en fosfato de potasio 100 mM
pH 7,2 en presencia de los hidroperéxidos indicados. Comparaciédn de
las lecturas méAximas obienidas en un contador de centelleo Nuclear
"Chicago y un contador de fotones Johnson Foundation. Los nimeros
indican emisiones en cuentas por segundo. (®) de Cadenas y col.,
1980,b. (*) la seleccién de los umbrales de trabajo puede modifi-
car las lecturas.

ter-butilo en medio oxigenado y homogeneizados de cerebro de rata en presencia
de oxigeno para tres aparatos: contador de fotones Johnson Foundation, contador
de centelleo Beckman LS 100 y contador de fotones IEEE-Tohoku. Este es el orden
en que disminuye la eficiencia con que detectan la emisién y coincide con el de
eficiencias de conteo menclonado en la Tabla I.

La emisién mixima detectada por el contador de fotones Johnsen Foundation
para homogeneizados de cerebro es de 1,7 veces mayor que la detectada por el con-
tador IEEE~Tohoku; esta relacién es de 2,5 veces para homogeneizados de higado
en presencia de hidroperéxido de ter-butilo en medio oxigenado y de 3,7 veces
para semillas de soja (Tabla I). En estos sistemas complejos, las diferencias
en la forma de la cubeta y la turbidez de la muestra pueden ser factores de-
cisivos en la eficiencia del conteo. La cubeta del contador de fotones Johnson
Foundation tiene una superficle de exposicién mayor y una geometria mds simple
(1a cubeta es de seccibén rectangular con una cara paralela a la superficie del



TABLA III

lomogeneizados de Homogeneizados de
Aparato cerebro de rata su- higado de rata su-
plementados con 02 plementados con 02

y t-BOOH 3 mM

Contador de

fotones A

Johnson 4300 + 400 2190 + 30
Foundation (5) (6)
Contador de 2500 + 200 870 + 50
fotones

IEEE~Tohoku (3) (2)
Contador de 3200 + 200 870 + 50
centelleo

Beckman LS 100 (3) (3)

Tabla III. Emisiones miximas de homogenelzados de cerebro de rata en presen-
cia de oxfgeno y de higado de rata en presencia de oxigeno y de
hidroperéxido de ter-butilo 3 mM. Comparacién de las lecturas mé-
ximas obtenidas con tres aparatos diferentes. Los datos son X +
ESM. Los nlmeros entre paréntesis indican el ntmeroc de muestras

diferentes.

fototubo; el contador IEFE-Tohoku tienc una cubeta cilindrica. En consecuen-
cia el contador de fotones Johnson Foundation deberia ser menos sensible a
las variaclones en turbidez de la muestra que es lo que efectivamente ocurre
(1a relacién de emisién de soja a homogeneizados de higado a homogeneizados
de cerebro es de 1 : 17 ¢ 34 para el contador Johnson Foundation y de 1 : 27
78 para el contador IEFE-Tohoku disminuyendo la turbidez de la muestra en ese
sentido). También las diferentes distribuciones espectrales de estas emisio-
nes influyen sobre las eficicncias de conteo.
3.3.3 Andlisis espectral.

El anflisis espectral de la emisién de los sistemas quimioluminiscentes

puede dar informacién muy importante sobre las especies fotoemisivas si se tie-



nen espectros confiables (Seliger, 1978). Por la forma en que se calculan los
espectros (Seccién 2.3 pap. 33) pequefios errores de medicién pueden ser sig-
nificativos en el espectro definitivo, habiendo una solucién de comproﬁiso en-
tre la resolucién espectral deseada y la confiabilidad de la medida de cada
banda. En un sistema de semillas de soja, en el cual la emisién medida en el
contador de fotones Johnson Foundation es del orden de 150 + 6 cps (x + EMS),
el empleo de 15 filtros (es decir 13 bandas), suponiendo una emisién blanca
darfa una emisién aproximada de 10 cps/banda. El error de medida (como ESM)
es de aproximadamente 6 cps. Como el error de la banda es la combinacién de
los errores de cuatro medidas (emisién control, emisién en presencia de fil-
tro y corriente oscura en ambos casos; ecuaciones 42 y 43) un espectro obte-
nido en estas condiciones no seria estadisticamente significativo. Para ha-
cerlo significativo habria que disminuir los ruidos electrénicos perfeccio-
nando el aparato. Ocho filtros darfan la posibilidad de obtener un espectro
relativamente confiable, ya que éste tendria 6 bandas con un promedio de 25
cps/banda, suponiendo luz blanca. En este caso un error de 6 cps en la me-
dida de cada banda es porcentualmente menor. Para sistemas de mayor emisién
como homogeneizados de cerebro o de higado se pueden emplear mds filtros
siempre que se tenga en cuenta que c¢s preferible sacrificar definicién an-
te confiabilidad de la lectura.

La Fig. 13 permite comparar la distribucién espectral de la emisién
luminosa de homogeneizados de cerebro de rata suplementados con oxigeno ob-
tenidos en dos contadores de fotonest IEEE-Tohoku y Johnson Foundation. En
ambos casos la emisién es una banda muy ancha (125 nm de semiancho de ban-
da) centrada en 600 nm con poca resolucién. En ambos casos se observan pi-
cos anchos centrados en 520 - 530, 575 y 640 y un hombro de 470 nm. Dado
el tipo de espectro la resolucién que da la técnica empleada es buena y
los espectros obtenidos con ambos instrumentos concuerdan (dentro del error
experimental).

3.4 FACTORES FISICOS Y QUIMICOS QUE INFLUYEN EN LA EMISION
3.4.1 Temperatura.

La emisién luminosa en sistemas bioléglcos es consecuencia de reaccio-
nes de radicales en cadena (Boveris y col., 1980). La velocidad de estas
reacciones depende marcadamente de la temperatura del sistcma.

La dependencia con la temperatura de la emisién de homogeneizados de

hfigado de rata o de citocromo ¢ en presencia de hidroperéxido de ter-butilo
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Fig. 13. Distribucién espectral de la emisién de homogeneizados de cerebro de
rata en presencia de oxigeno obtenida en un contador de fotones

Johnson Foundation (A) y en un contador de fotones IEEE-Tohoku (B).

en medios oxigenados responde en ambos casos al mismo esquema: cuanto mayor es
la temperatura mayor es la emisién méxims obtenida y menor es el tiempo en que
este méximo es alcanzado (Fig. 14). Si bien en el caso de cinéticas més com-
plejas como las de homogeneizados de hfgado de rata con hidroperéxido de ter-
butilo no aparecen fases nuevas, la aparicién de las diferentes fases es me-
nos nitide a temperaturas bajas. Slstemas como semillas de soja y lipoxigenasa
con écido linoleico tamblén responden a este esquema (Fig. 45). En consecuen-
cla una mala termostatizacién de la muestra (que es un error factible y difi-
cil de controlar cuando se trabaja con contadores de centelleo) puede introdu-
cir alteraciones en los resultados.

ncentraciones de reactivos.

Las emisiones luminosas de sistemas como homogeneizados de érganos,
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Fig. 14. A -~ Dependencia de la emisién de homogeneizados de higado de rata
en presencia de oxfgeno e hidroperéxido de ter-butilo 5 mM (©)
y de citocromo-c en presencla de hidroperéxido de ter-butilo
5 mM (®) con la temperatura y diagramas de Arrehnius corres-
pondientes.
B = Dependencia del tiempo en que la emisién méxima es alcanzada,

con la temperatura.

fracciones subcelulares o hemoproteinas suplementados con hidroperéxidos
muestran siempre una dependencia lineal con respecto a la concentraclién de
proteinas y saturante con respecto a la concentracién de hidroperéxido. En
algunos sistemas que forman suspensiones turbias pueden observarse aleja-
.mientos de la linealidad por absorcién o dispersién de la luz emitida por
las capas superficiales.

Para un sistema transparente pero coloreado (citocromo-¢ en presencia
de hidroperéxidos) la emisién depende linealmente de la concentracién de
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un sistema transparente y donde

CITOCROMO-C M

suplementado con peréxido de hidrégeno (©)
ter-butilo (@).

concentracién del hidroperéxido ( [citocro-

concentracién de citocromo-g ([hidroperéxi—

concentracién‘del hidroperéxido (Fig. 15). En

la luminiscencia es producto lateral de una

reaccién ensimdtica como lipoxigenasa suplementada con su sustrato (4cido 1li-
noleico) (Boveris y col., 1980 b) se observa alejamiento del comportamiento
enzimético clésico (linealidad con la concentracién de enzima y saturante res-

pecto del sustrato (Fig. 16).

En sistemas més turbios y capaces de dispersar la luz como mitocondrias

de higado de rata suplementadas

conhidreperéxido de ter-butilo, se observa

inhibicién de la emisién a concentraciones de proteinas mayores que 3,5 mg/ml

(Fig. 17 A). Esto no se observa

tan nitidamente en homogeneizados de higado

de rata (que no son suspensiones homogéneas de particulas de tamafio semejante
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linoleico.

como las suspensiones mitocondriales) ni en los homogeneizados de cerebro de ra-
ta en presencia de oxfigeno (que son medios relativamente transparentes; (Fig. 17
). La emisién de mitocondrias (mg proteinas/ml) y homogeneizados de higado de
rata (mg proteine/ml) suplementadas con hidroperéxido de ter-butilo saturan con
la concentracién de hidroperéxido (Fig. 17 B). La emisién de homogeneizados de
higado de rata en presencla de hidroperéxido de ter-butilo presenta tres fases
caracteristicas (Fig. 11). La emisién méxima de cada fase satura en todas ellas
con la misma concentracién de peréxido (4 mM) siendo este comportamiento repro-
ducible en un contador de centelleo Beckman LS 100 y en un contador de fotones
Johnson Foundation (Fig. 18). Los homogeneizados de cerebro de rata en presen-
cia de hidroperéxido de ter-butilo tienen un comportamiento anémalo (Fig. 17 B).
El hidroperéxido produce algunas alteraciones respecto de la cinética de
emisién en presencia de oxigeno (disminuye el tiecmpo en que el méximo es alcan—
zado) e inhibe la fotoemisién a concentraciones mayores que 2,5 mM, activando
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Fig. 18. Dependencia con la concentracién del hidroperéxido de los valores mé=-
ximos de quimioluminiscencla para cada una de las tres fases que ca-
racterizan la emisién de homogeneizados de higado de rata en presen-
cla de ter-butilo., Los datos fueron obtenidos en un contador de cen=
telleo Beckman LS 100 a 28°C (A), y a 37°C (B) en un contador de fo-

tones Johnson Foundation. (4) primera fase; (®) segunda fase; (©)
tercera fase.

a concentracliones menores con un efecto médximo a 0,4 mM de hidroperéxido.
Concentraciones de oxigeno.

La emisién luminosa de todos los sistemas estudiados depende marcadamen=—
te de la concentracién de oxigeno del medio. Los homogeneizados de cerehro de
rata en ausencla de oxigeno no emiten fotones; tampoco los homogeneizados de
higado de rata mantenidos en anaerobiosis responden a un estimulo de hidroper-
6xido de ter-butilo 5 mM (Fig. 19). De la misma manera, cuando una reaccién de
homogeneizados de higado de rata con hidroperéxido de ter-butilo se ha inicia-
do en un medio oxigenado, el cambio del oxigeno del medio por nitrégeno pro-
duce una inhibicién en la emisién que es menos importante cuanto mayor es el
tiempo que se ha dejado evolucionar la reaccién. La reincorporacién de oxigeno
al medio de reaccién produce un brusco aumento en la emisién. Este aumento de-

pende del tismpo en que el sistema haye estado en anaeroblosis y del de aero-
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reactivos.

biosis previa (Fig. 19). La emisién de mitocondrias de higado de rata suplemen-
tadas con hidroperéxido de ter=butilo y la de higado de rata "in situ" también
depende de la concentracién de oxigeno (Fig.28, 30 y Tabla V ). Lo mismo ocu=
rre para sistemas mAs simples como citocromo-¢, hidroperéxido o lipoxigenasa con
écido linoleico (Cadenas y col., 1980 a; Boveris y col., 1980 b).
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INTRODUCCION

El estudio de la emisién espontdnea de érganos "in situ" presenta una se-
rie de dificultades experimentales y teéricas. Una aproximacién adecuada 'al co-
nocimiento de estos fenbémenos es el estudio de sistemas relacionados m4s sen~
cillos partiéndose de un sistema modelo simple (hemoproteinas en solucién) au-
mentando gradualmente la complejidad en estructura y composicién hasta llegar
al 6rgano "in situ".

La emisién de érganos "in situ" ocurre a través de reacciones de radicales
libres en cadena. Una de las posibles reacciones de iniclacién de este proceso es
la ruptura homolitica de un enlace peroxio( reaccién 34). Como los complejos de
Feo! catalizan esta reaccién, se selecciond una hemoproteina (citocromo-g) en pre-
sencia de hidroperéxidos como sistema modelo simple para el estudio de procesos
fotoemisivos en sistemas biolégicos. La emisién de citocromo-¢ suplementado con
hidroperéxido es modificada por la presenclia de fosfolipidos en el medio de reac-
cién (Cadenas y col., 1980 f), Las suspensiones de mitocondrias suplementadas
con hidroper6xido de ter-butilo representan un sistema mds complejo en cuanto a
composicién y estructura se refiere que el citocromo-c ya que en este caso hay
interaccién entre las hemoproteinas de membrana y los fosfolipidos. En grado
creciente de complejidad en cuanto a composicién pero no en cuanto a estructura
estfn los homogeneizados de 6rganos que contienen mitocondrias, microsomas y ci-
tosol y en consecuencla pueden ser considerados suspensiones de organelas celula-
res. En este caso la emisién fue estimulada con oxigeno y con hidroperéxido de
ter-butilo. La informacién existente sobre la emisién microsomal es suficiente
como para obviar su estudio (Akerboom y col., 1982).

En todos los casos menclonados se estudié:

1) emisibén esponténea (es decir, en presencia de oxfgeno) e inducida por
hidroperéxidos.

i1) efecto de la temperatura sobre la emisién.

1ii) dependencia de la emisién con la presencia de oxigeno.

iv) efecto sobre la cmislén de activadores e inhibidores adecuados.

v) estudio de la distribucién espectral de la emisién si no habia suficien-
te informacién al respecto.

Fl estudio de la emisién de érgano "in situ" donde la complejidad viene da-
da fundamentalmente por la estructura, c¢s experimentalmente mAs compleja y pre-
senta mds limitaciones que el estudio de sistemas en solucién. En este caso se



estudié la emisién eaponténea (es decir en presencia de oxigeno) y la induci-
da por el tetracloruro de carbono, cuya metabolizacién origina radiceles 1i-
bres. La luminiscencia de higado de rata "in situ" inducida por hidro'peré'xido
de ter-butilo fue estudiada por Boveris y col., (1980 a).



63

4.1 SISTEMA MODELO-CITOCROMO-C E HIDROPEROXIDOS

4el.1 R

Las reacciones con citocromo-¢ se llevaron a cabo en un medio ds fosfato
100 mM,pH 7,2 - 7,3,a 37°C con bwbujeo de oxigeno cuando se trabajé con con=
tadores de fotones,y a temperatura ambiente en atmésfera de aire cuando se
trabajé con contadores de centelleo. En estas reacciones el consumo de oxi-
geno es suficientemente bajo como para no encontrar diferencias entre las e-
misiones medidas con y sin burbujeo de oxigeno. Las reacclones se iniciaron
agregando hidroperéxido a una solucién de citocromo=¢ en el medio de reaccién.

La fotoemisién de la reaccién de citocromo-¢ con hidroperéxidos sigue u~
na cinética simple (Fig. 20).

La pendiente inicial (aceleracién inicial de la reacciénj cps/%egz), la
emisién méxima y el tiempo en que éste es alcanzado son funciones de la tem-
peratura de trabajo y del tipo de hidroperéxido empleado (Figuras 14 y 20).

A 37°C y 5 mM de hidroperéxido €l médximo de emisifnh se alcanza a los § -
7 minutos de iniciada la reaccién cuando se trabaja con hidroperéxido de ter-
butilo y a los 2 - 3 minutos cuando se emplea hidroperéxido de cumeno o per-
6xido de hidrégeno. A 28°C y 5 mM de hidroperéxido de ter-butilo son necesa-
rios mds de 20 minutos para alcanzar dichos valores.

El méximo de emisién depende linealmente de la concentracién de cito-
cromo-¢ y satura con 1,5 mM de hidroperéxido de ter-butilo, 1 mM de hidro-
peréxido de cumeno y 3 mM de peréxido de hidrégeno (Fig. 15).

mo=¢ con hidroperéxidos indica que el grupo hemo se destruye completamente
durante la reaccién. Esta destrucecién puede seguirse espectrofotométricamen~
te midiendo la variacién en la absorbancia a 408 nm (banda de Soret). En una
mezcla de reaccién con peréxido de hidrégeno 5 mM y lO/LM de citocromo~-g la

velocidad inicial de desaparicién de citocromo-g¢ es de 40 nM/seg., consumién-
dose todo el citocromo-¢ a los 5 - 8 minutos de iniciada la reaccién (Fig. 21).
El consumo de peréxido de hidrégeno, que no puede seguirse espectrofotométri-
camente midiendo la absorcién a 240 nm porque durante la reaccién aparecen
compuestos que absorben a esta longitud de onda, puede determinarse titulan=-
do el peréxido con permanganato de potasio. En las mismas condicienes que se
emplearon para medir la desaparicién de citocromo-g, el peréxido se consume
con una velocidad inicial de 5 /»M de H202/segundo (Fig. 21). Durante el pri~-
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Fig. 20. Cinética de la emisién de citocromo-c¢ suplementado con: a) peréxido
de hidrégeno; b) hidroperéxido de cumeno y c¢) hidroperéxido de ter—
butilo. Temperatura: 37°C;[hidroper6xido] = 5 mMs [citocromoﬁg) =

29/“M.

mer minuto de reaccién la fotoemisién total es de 2000 - 3000 cuentas. Se pue~
ce calcular que por cada molécula de citocromo-¢ destruido se consumen 125 mo-
léculas de H202 y se miden 2 x lO-13 cuentas (teniendo en cuenta que la efi-
clencia de conteo del contador de fotones es de 10 %, 2 x 10-13 cuentas co-
rresponden a 2 x 10"12 fotones). Esto indica que los rendimientos cuénticos
son de 2 x 10-12 fotones/grupo hemo destrufdo y de 1,6 x 10-14 fotones/molé~-
cula de H202 consumlda. Si bien la reaccién depende de la presencia de oxige-
no en el medio y consume oxigeno, éste no puede medirse polarogréificamente en
presencia de peréxido de hidrégeno porque el peréxido interfiere en las medi-
das.

Efecto de la temperatur de la desnaturalizacién térm d mo~¢ 80-=

bre la emisién.
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Fig. 21. Emisién luminosa (a), consumo de citocromo-¢ (b) y consumo de per-
6xido de hidrégeno (c) para citocromo-c¢ suplementado con peréxido
de hidrégeno (10 xM y 5 mM respectivamente a 37°C).

La emisién de citocromo~¢ con hidroperéxido de ter—-butilo aumenta consi-
derablemente al aumentar la temperatura (Fig. 14). El diagrama de Arrhenius
quiebra a 32°C con energias de activacién de 101 y 112 kJ/mol por encima y
por debajo de este punto respectivamente.

Calentando citocromo-¢ a diferentes temperaturas y tiempos se observa que
cuanto mayores son ambos parémetros, mayor es la fotoemisién inducida por hidro-
peréxido de ter-butilo 5 mM medida a temperatura ambiente (Fig. 22). Esto esta-
ria de acuerdo con la idea de que el verdadero catalizador de la reaccibn es el
citocromo-c desnaturalizado. Los diagramas de Arrhenius indican un punto de quie-

bre a 74°C con energfas de activacién de 161 y 56 kJ/mol por encima y por debajo
de este punto respectivamente.

Efecto_de inhibidores, atrapadores de radicales libres y co s de ]
pesados sobre la quimioluminiscencia y la velocidad de desaparcién de la ban-

dg Soret en mezc¢las de citocromo-c y peréxido de hidrégeno.



75 ¢

W
o
T

(EMISION,/EMISION, _ o)
DN
U

Fig. 22, A -

A
97°¢C
12 e
" 9500
8L°C _ 4
5000
D it Q J _{/_At___.,,__ —_ - 1
60 80 50 75 100
TIEMPO (minutos) TIMPERATURA (°C)

Efecto del calentamiento de citocromo-¢ 10 M sobre la emisién
en presencia de hidroperéxido de ter-butilo 5 mM. El citocromo-
¢ en fosfato de potasio 0,1 M pH 7,2 - 7,4 fue calentado a las
temperaturas y tiempos indicados previamente a la reaccién con
hidroperéxido. La reaccién con hidroperéxido se llevé a cabo a
temperatura amblente.

Emisiént = emisién al tiempo t

Emisién =.emision a tiempo O
t=0
B -~ Dependencia entre las emisiones méximas para cada temperatura
de desnaturalizacién del citocromo-g y la temperatura; diagra-
ma de Arrhenius correspondiente.
I, Cianuro de potasio. El cianuro de potasio inhibe en un 87 % la veloci-

dad de desaparicién de la banda Soret y la quimloluminiscencia en mezclas de

citocromo-¢ con peréxido de hidrégeno (Fig. 23) con un 50 % del efecto inhibi-

torio con 0,9 mM de cianuro de potasio.

Para obtener efectos semcjantes con hidroperéxido de ter-butilo son nece-

sarias concentraciones de cianuro de potasio siete veces mayores (Cadenas y
col., 1980 a).

II., Atrapadores _de radicales libres. El 2,5~di~terbutil quinol, que es
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Fig. 23. Efecto del clanuro de potasio sobre la emisién luminosa y la des-

truceién de citocromo-g 20/M en presencia de peréxido de hidrége-
no 5 mM.

un atrapador de radicales libres eficiente (Sugioka y col., 1976), inhiben
tanto la emisién luminosa como la velocidad de desaparicién de la banda Soret
en mezclas de citocromo-g con H,0, (Fig. 24). El efecto inhibitorio méximo se
obtuvo con 1 M de atrapador y fue de 60 =70 %.

Los alcoholes son atrapadores eficientes del radical OH’ (Dorfman y
Adams, 1973). Se ensayé el efecto de metanol, etanol, etanodiol, glicerol,
propilenglicol ,butanol y manitol a concentraciones de 25 y 250 mM sobre el
sistema citocromo-c/peréxido de hidrégeno sin observarse efecto sobre la e-
misién luminosa.

Metales pesados ]libres o co dos nofcidos.Tanto los me~-
tales pesados como algunos aminodcidos pueden actuar como inhibidores de la
emisién luminosa debida a oxigeno singulete por reaccionar con el mismo (Tu-
rro, pég. 14, 1978). Por otra parte, el cobre y el manganeso pueden reacclo-
nar con peréxido de hidrégeno produciendo emisién luminosa.
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Fig. 24. Efecto del atrapador de radicales libres 2,5-di=-terbutil quinol
(DTBQ) sobre la emisién luminosa (O ) y la destruccién de la ban-
da Soret (@) para una mezcla de citocromo ¢ 10 M con peréxide
de hidrégeno 5 mM.

Se ensayé el efecto de cobre libre o quelado con aminodcidos y de manga-
neso libre sobre la quimioluminiscencia y la velocidad de desaparicién de la
banda Soret de citocromo gB+ en presencla de peréxido de hidrégeno. El Cu2+,
Mn2t y Cu-His inhibieron la fotoemisién en un 60 % (Fig. 25) con un efecto
mAiximo a concentraciones de 0,3 mM, los complejos de cobre con lisina produ-
joron una inhibicién de 41 % a concentraciones de 0,6 mM. Cadenas y col.,
(1980 a) encontraron inhiblcién de la emisién luminosa de citocromo ¢ en pre-
2+ y Mn2+

sencia de hidroperéxido de ter-butilo por Cu . Las concentraciones
de mctales necesarias para inhibir la emisién luminosa (Fig. 25) indican que
las cantidades en las que pudieran estar presentes como impurezas no son su-
ficientes como para producir efectos detectables.

Ni el Cu2+ (libre o quelado) ni el Mn2+ afectaron la velocidad de desa-
paricién de la banda Soret. Esto est4 indicando que los metales pesados ac-

tGan inhibiendo el proceso fotoemisivo en si pero no las reacciones que lle-
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Fig. 25. Efecto de metales Mn2' (A), cu®’ (&), Cu-lits (O) y Cu-Lys (®) sobre

la emisién méxima de citocromo-¢ suplementado con perb6xido de hidré-
geno.

van a 1.

4.2 QUIMIOLUMINISCENCIA DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA EN PRESENCIA DE HIDROPER-
O0XIDO DE TER-BUTILO.

Las mitocondrias de higado de rata mantenidas en un medio aerébico a 37°C
tienen una emisién basal muy débil (10 cps/mg de proteina) que aumenta al su-
plementarlas con hidroperéxido de ter-butilo. La cinética en este caso es sim-
ple, presentando un méximo a los 2 - 3 minutos de iniciada la reaccién (Fig.
26); la emisién se mantiene en valores constantes por tiempos mayores que una
hora. La emisién mixima depende de las concentraciones de proteinas, hidroper-
éxidos y oxfgeno (Figuras 17 y 30). Ni las mitocondrias de corazén de rata o de
paloma ni las mitocondrias de cerebro de rata o de conejo emiten al ser estimu-
ladas con hidroperéxido de ter-butilo 5 mlM.

4L.2.1 Efecto del medio de ensayo y del tratamiento previo de la preparacién mitocon-
dr sobr misidn.
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Fig. 26. Emisién de mitocondrias de higado de rata suplementadas con hidro-
peréxido de ter-butilo 5 mM.
A - En distintos medios de reaccién (MSP: manitol 0,23 M, sacarosa
0,07 M; fosfato de potasio 10 mMj; pH 7,2; MST: manitol 0,23 M;
sacarosa 0,07 Mj Tris-HCl 10 mM, pH 7,2)
B - En MSP. Las mitocondrias tienen O -0,5 horas de preparadas (tl)
6 4 horas de preparadas (tz).

Tanto el medio de ensayo como la integridad de las mitocondrias influyen
en la cinética de su emisién en presencia de hidroperéxido de ter-butilo., En
medios con Tris-HGl (que es inhibidor de la emisién debida a oxigeno singule-
te; Deneke y Krinsky, 1977) la emisién es menor que cuando el medio contiene
solo fosfato (Fig. 26 4).

La cinética de la emisién de una preparacién mitocondrial (en presencia
de hidroperéxido de ter—butilo) depende de cuanto tiempo se han conservado
alsladas las organelas. Se ha observado que al aumentar el tiempo de prepara-
das desaparece el méximo inicial descripto (Fig. 26 B). Son més marcadas afin
las diferencias entre las emisiones de mitocondrias de higado de rata fres-
cas o congeladas (a las mitocondrias congeladas al menos una vez se las lla-
ma también membranas mitocondriales ya que con este tratamiento la organela
pierde su integridad). La emisién de membranas mitocondriales se asemeja a
la de mitocondrias que tienen mds de seis horas de preparacién. Por otra par-
te, la cinética de dicha emisiédn no depende significativamente del origen de-
la membrana mitocondrial y/o de la mitocondria (Fig. 27).

4.2.2 Dependencis de la emisién de mitocondrias suplementadas con hidroperéxido de

ter=b o_con >gtado metabblico.
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Fig. 27. Emisién de mitocondrias de higado de rata frescos (MHRF) o congela-
dos (MHRC) y de mitocondrias de corazén de vaca congeladas (MCVC)
suplementadas con hidroperé§xido de ter-butilo 5 mM. En los tres
casos la concentracién de protefnas fue de 4 mg/ml. Las reaccio-
nes se han llevado a cabo en MSP a 37°C.

Pese a la fuerte agresién que significa la adicién de altas concentracio=~
nes de hidroperéxido de ter-butilo a mitocondrias metabblicamente activas, du-
rante los 3 - 4 minutos posteriores al agregado del hidroperéxido, la integri-
dad de la organela se mantiene, como lo indica la no alteracién del consumo
de oxfgeno para mitocondrias en estado 3 (Fig. 28 A).

La emisién luminosa de mitocondrias suplementadas con hidroperéxido de
ter-butilo en un medio con burbujeo constante de oxigeno depende de su estado
metabblico (Fig. 29).

La relacién entre las emisiones para los estados 3, 4 y 1 para todas las
concentraciones de hidroperéxido ensayadas es de 1 : 1,2 ¢ 1,6. No se hallé
una correlacién directa entre el valor del control respiratorio y la emisién
luminosa.

Dependencia de la emisién de mitogondrias y membranas mitocondriasles e
sencia de hidroperéxido de ter—butilo con la concentracién de oxigeno.

Las mitocondrias de higado de rata en estado 3 consumen oxigeno activa-
mente., Su emisién al ser estimulada con hidroperéxido de ter—butilo disminuye
junto con la concentracién de oxfgeno del medio (Fig. 28 A), alcanzando un ni-

4e2.3

vel cercano a cero cuando éste ha sido totalmente consumido.
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Fig. 28. A - BEmisién luminosa (a) y consumo de oxfgeno (b) de mitocondrias
de higado de rata en estado 3 al ser suplementadas con hidro-
peréxido de ter-butilo 5 mM en un medio saturado con aire.

B - Relacién entre la emisién luminosa (a) do mitocondrias de higa-
do de rata en estado 1 suplementadas con hidroperéxido de ter-

butilo 5 mM y la concentracién de oxigeno en el medio de reac-
cién (b).

La emisién y el consumo de oxigeno fueron medidos simulténeamente.

La emisién de mitocondrias en estados 1 y 4 y la emisién de membranas mito-
condriales también depende de la presencia de oxigeno. La adicién de hidroperé-
xido de ter-butilo a mitocondrias frescas en estado 1 en!un medio en el que se
burbujea nitrégeno induce rédpidamente una emisién en forma de espiga que no pu~-
do ser eliminada con burbujeos de nitrégeno de 20 minutos en cubeta cerraﬁa.
Esta emlsién ha sido atribufda a un proceso de muy alta afinidad por el oxigeno

tal que reaccionarfa con el oxigeno residual en la cubeta. La incorporacién de
ox{geno al medio una

emisién (Fig. 28 B).

vez desaparecida la espiga produce un brusco aumento en la-

Dadas las caracteristicas cinéticas de la emisién de mitocondrias frescas
en estado 1 suplementadas con hidroperéxido de ter-butilo 5 mM para estudiar

su dependencia con la concentracién de oxigeno se pueden considerar cuatro pa-
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Fig. 29. Dependencia de la emisién méxima de mitocndrias de higado de rata
metabllicamente activas con la concentracién de hidroperéxido.
() mitocondrias en estado 13 (M) mitocondrias en estado 4; (®) mi-
tocondrias en estado 3.

Se grafica la emisién a los dos minutos de haber agregado el hidro-
peréxido.

rémetros (Fig. 30) a) emisién esponténea (en ausencia de inductor); b) emisién
méxima que alcanza el sistema al ser suplementado con hidroperéxidoj c¢) emisién
estacionaria (tomada a los 8 minutos de agregado el hidroperéxido) y d) emisién
total (Area debajo de la curva al cabo de.un tiempo prefijado). los tres prime-
ros valores son velocidades instanténeas de emisiéniy el cuarto es una emisién
total; las unidades son fotones/segundo para los tres primeros parémetros y fo-
tones para el cuarto. Los cuatro pardmetros dependen de la concentracién de oxi-
geno para la emisidén méxima. Se calcularon valores de Km de 19 uM para la emi-
9ién mAxima, 189 UM para la emisién estacionaria y 65 uM para la emisién inte-
gral (Fig. 30 B).Las membranas mitocondriales por su parte tienen un Km de
390 xM.
be2.4 Efe
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Fig. 30. A - Dependencia de la emisién de mitocondrias de higado de rata suple-
mentadas con hidroperéxido de ter-butilo 5 mM con la concentracién
de oxigeno. Se grafican emisién esponténea (2), méxima (O), es-
tacionaria (®) e integral (A),

B ~ Grdfico de inversas correspondientes.

El cianuro de potasio inhibe tanto la emisién de mitocondrias frescas como la
de membranas mitocondriales (Fig. 31) siendo diferentes las concentraciones que
producen mdximo efecto inhibitorio. La emisién de mitocondrias de higado de rata
en estado 1 es inhibida en un 64 % con concentraciones de cianuro de potasio de
300 xM; las membranas mitocondriales de corazén de vaca son inhibidas en un 45 %
con concentraciones de 15 M de cianuro de potasio y las membranas mitocondria-
les de higado de rata son inhibidas en un 67 % con 150 MM de clanuro de potasio.
Anfdlisis espectral de la emisién de mitocondrias de higado de rata.

El andlisis espectral de la emisién de mitocondrias de higado de rata en es-
tado 1 suplementadas con hidroperéxido de ter—-butilo 5 mM muestra bandas muy an-
chas con un méximo de 480 nm y un mAximo m4s marcado en 580 nm. Un 10 % de la e-
misién total detectada estd a longitudes de onda mayores que 670 nm (por no te-
ner acceso a filtros adecuados esta emisién no ha podido ser resuelta; Fig. 32).

QUIMIOLUMINISCENCIA DE HOMOGENEIZADOS DE HIGADO Y CEREBRO DE RATA.
i ducid r oxigeno.
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Fig. 31. Inhibicién por CNK de la emisién méxima de mitocondrias de higado
de rata frescas (A), mitocondrias de corazén de vaca congeladas
(®) y mltocondrias de higado de rata congeladas (O).

En todos los casos se emplearon 2,8 mg de proteina/ml y 5 mM de
ter-butilo.

Como se indicé en la seccibén 3.3.1, la cinética de la emisién de homoge-
neizados de cerebro de rata en presencia de oxigeno es afectada principalmen-
te por las condiciones en que han sido preparados. la cinética de la emisién
luminosa de homogenelzados de higado de rata en presencia de oxigeno muestra
una fase de retraso que dura de 20 a 40 minutos, (independientemente de las
condiciones en que se haya obtenido la preparacién) seguida de un aumento en
la emisién que llega a tener un valor méximo a las 1,5 - 2 horas de iniciada
la reaccién, decayendo luego lentamente (Fig. 33). Esta cinética es semejan-
te a la de homogeneizados de cerebro de rata pero la emlsién expresada por
mg de protefna es casi 20 veces mayor en el segundo caso.

4e3.2 Formacién de mglonaldehido, niveles de glutatién peroxidasa vy quimioluminis-

cencig en homogeneizados de higado y cerebro de rata.
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Fig. 32. Distribucibén espectral de la emisién de mitocondrias de higado de
rata (enlestado 1) suplementadas con hidroperéxido de ter-butilo
5 mM.

La cantidad de hidroperéxidos lipidicos formados en un sistema puede me-
dirse a través de la cantidad de malonaldehfdo presente (Chance y col., 1979).
Las curvas de quimioluminiscencia en funcién del tiempo de reaocién (que re-
gistran veloclidad de emisibén de fotones en funcién del tlempo, es decir cuen-
tas por segundo) y la velocidad de acumulacién de malonaldehfdo (nmoles/se-
gundo) son semejantes entre sf tanto para homogeneizados de higado de rata co-
mo de cerebro de rata.En la Fig. 33 se observa claramente para homogeneizados
de cerebro de rata que cuando no se acumula més malonaldehido los niveles de
luniniscencia disminuyen indicando una clara relacién entre la emisién de fo-
tones y la formacién de hidroperéxidos lipidicos.

La enzima glutatién peroxidasa es una de las defensas de los tejidos con-
tra los procesos peroxidativos (Chance y col., 1979). Esta actividad es muy
baja en homogeneizados de cerebro (0,4 + 0,05 nmol/min, mg de protefna) pero
es alta en homogencizados de hfigado (182 + 12 nmoles/min. mg de proteina). Es-
tos valores medidos estén de acuerdo con los nivelecs de actividad de glutatién
peroxidasa conocidos (Prohaska y Ganther, 19763 Sies y col., 1979) y en rela-

c¢ién inversa con los niveles de quimioluminiscencia y formacién de malormaldehi-
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Fig. 33. Emieién luminosa (en cps) y acumulacién de malonaldehfido (en
nmoles/seg) para homogeneizados de cerebro (a y b) y homoge-

neizados de higado (c y d) de rata en presencia de oxigeno.

do en ambos homogeneizados, de acuerdo con lo esperado (cuanto mayor es el
nivel de defensas contra la formacién de hidroperéxidos, reflejados por la
actividad de glutatién peroxidasa, menor es la cantidad de hidroperéxido
formados, reflejado cn el nivel de malonaldehido).
4.3.3 Quimioluminiscencia inducida por hidroperéxido de ter-butilo en homogeneizg-

dos de cerebro de rata.

La emisién de homogeneizados de cerebro de rata en presencia de oxigeno
es activada por concentraciones de hidroperéxido de ter-butilo menores que 2,5
mM, con un efecto activador mAximo (1,6 - 1,7 veces) a 0,4 mM de hidroperéxi-
do (Fig. 17). Es interesante hacer notar que los tiempos en que la emisién
méxima es alcanzada disminuyen al aumentar la concentracién de hidroperéxido.
51 se considera la emisién en funcién de la concentracién de hidroperéxido a
tiempos menores que los necesarios para alcanzar la emisién mAxima se observa
activacién para cualquier concentracién de hldroporéxido. La composicién del
medio de ensayo, fundamentalmente la posibilided de que existan metales biva=
lentes libres, influyen en el efecto del hidroperéxido sobre la emisién.

El agregado de hemoproteinas exégenas como hemoglobina o citocromo-g pue-
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Fig. 34. Dependencia de la emisién méxima de homogeneizados de cerebro de
rata en presencia de oxigeno (a) y de oxfgeno més hidroperéxido
de ter-butilo 5 mM (b) con el pH del medio.

de tanto hacer variar la emisién méxima como alterar sus cracteristicas ciné-
ticas.

El per6xido de hidrégeno, pese a la baja actividad de catalasa del cere-
bro (Sinnet y col., 1980) tiene poco efecto sobre la emisién de homogeneizados
de cerebro de rata libres de sangre, en presencia de oxigeno.

El pH 6ptimo para la emisién inducida por oxigeno estd entre 5 y 63 en la
reaccién inducida por hidroperéxido de ter-butilo este pH es de 6,5 - 7,5 (Fig.
34).

4.3.4 Quimioluminiscencia inducida por hidroperéxido de ter=butilo en homogengizg-
dos_de higgdo de rata.

En un medio oxigenado los homogeneizados de higado de rata reaccionan
eficiente y rdpidamente con hidroperéxido de ter-butilo. Esta emisién presen-
ta tres fases caracterifsticas (Fig. 11) cuyos tiempos de aparicién, duracién
y méximos dependen de la temperatura, del medio, (Fig. 14), la concentracién
de proteinas e hidroperéxido (Figuras 17 y 18), la presencia de activadores
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Fig. 35. A - Efecto del agregado de diterbutilquinol (DTBQ) sobre la cinética
de la emisién de homogeneizados de higado de rata en presencia de
hidroperéxido de ter—butilo 5 mM.

B - Dependencia entre las emisiones méximas de las fases 1 (a) y 3 (b)
¥ la concentracién de diterbutilquinol.

o inhibidores y de la concentracién de oxigeno en el medio de reaccién.

I, Dependencia entre lg emisién de homogeneizados de higado de rata suple-
mentados con hidroperéxido de ter—-butilo y oxigeno. En un medio con homogeneiza-
dos de higado de rata que estén reaccionando con hidroperéxido de ter-butilo en
presencia de oxigeno la eliminacién del oxigeno del medio en cualquier momento
posterior a la iniciacién de la reaccién hace caer la emisién a niveles cerca-
nos a cero. (Fig. 19). En ausencia de oxfgeno el hidroperéxido no induce emi-

8ién luminosa; una posterior oxigenacién del sistema reaccionante produce un

aumento en la emisién con una aceleracién inicial que es mayor cuanto mayor
es el tiempo en que el sistema suplementado con hidroperéxido estuvo en anae-
robiosis (Fig. 19).

IT. Efecto de inhibidores sobre la gquimioluminiscencia de homogeneizados
de higado de rata inducida por hidroperéxido de ter—butile. El atrapador de ra=
dicales di-terbutil quinol (DTBQ) que inhibe la emisién de homogeneizados de
hfgado de rata en presencia de hidroperéxido de ter-butilo 5 mM (Fig. 35) lo
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Fig. 36. A ~ Cinética de la emisién de homogeneizados de higado de rata suple-
mentados con hidroperéxido de ter-butilo 5 mM en ausencia (a) Yy
en presencia (b) de CNK 0,1 mM.
B -~ Dependencia de la emisién méxima de las fases 1 (O) y 3 (®)
con la concentracién de CNK.

hace disminuyendo el valor de la emisién méxima de la :primera fase y alargando
su duracién, pero manteniendo constante la diferencia de emisién entre las me=-
setas de la primera y tercera fases. La duracién de la primera fase inhibida
depende de la concentracién de DTBQ. El agregado de este inhibidor en cualquier
momento durante la reacclén produce una inhibicién inmediata en la emisién
(Fig. 35 A). Esto es consistente con el hecho de que el inhibidor lo hace reac—
cionando (pasa a diter-butilquinol) y se agota; una vez agotado el inhibidor
la reaccién continia normalmente.

El cianuro de potasio que inhibe la emisién de hemoproteinas inducida por
hidroperéxido de ter-butilo (Fig. 23), inhibe la segunda fase pero no la prime-

ra en la emisién de homogeneizados de higado suplementados con hidroperéxido
de ter-butilo (Fig. 36).

III. Espectros de emisién de homogeneizgdos de higado y cerebro de rata
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Fig. 37. Distribucién espectral de la emisién de homogeneizados de higado de
rata en presencia de hidroperéxido de ter-butilo 5 mM.

la longitud de onda del 95 % de la emisién de homogeneizados de cerebro de ra-
ta en presencia de oxigeno est4d comprendida entre 500 y 700 nm. La distrubicién
espectral de esta emisién presenta un hombro suave en 470 = 500 nm y dos méxi~
mos centrados en 575 y 640 nm (Fig. 13). El espectro de la emisién de homogenei-
zados de cerebro de rata en presencia de hidroperéxido de ter—butilo es semejan—
te al ya descripto.

Entre el 80 y el 90 % de la emisién de homogeneizados de higado de rata en
presencia de hidroperéxido de ter-butilo y oxigeno estd comprendida entre los
450 y 700 nm, con un 10 - 12 % de la emisién detectada a longitudes de onda ma=~
yores que 710 nm. La distribucién espectral de esta emisién presenta dos mAxi-
mos centrados en 500 y 600 nm (Fig. 37). El espectro de la emisién de homoge-
neizados de higado de rata en presencia de oxfgeno presenta caracteristicas se-
mejantes al de los mismos homogenecizados suplementados con hidroperéxido de ter—
butilo.

En homogeneizados de higado de rata suplementados con hidroperéxido de ter-
butilo el Diazo-biciclo-octano (DABCO) aumenta la emisién con un efecto méximo
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Fig. 38. Efecto del DABCO sobre la emisién de homogeneizados de higado de rata

en presencia de hidroperéxido de ter=butilo 5 mM; (O ) fase 1; (@)
fase 3.

de 20 % a una concentracién de 60 mM alterando significativamente la cinética
de la emisién.

La presencia de las bandas de emisién a 640 y 710 nm, con un aumento de la
emisién en presencia de Diazo-biciclo-octano sin que éste produzca alteraciones
espectrales indicarfa que la especie fotoemisiva es oxigeno singulete (Deneke y
Krinsky, 1977). Debido al bajo aumento porcentual en la emisién total y el ancho
de las bandas espectrales descriptas (Fig. 37), cualquier alteracién en el es-
pectro producida por dicha droga quedaria enmascarada por el errorexperimental.
Sin embargo la alteraciém considerable en la cinética de la reaccién, hace supo-
ner que el Diazo-biciclo-octano en este caso actuaria a través de un mecanismo
diferente que la accién sobre oxigeno singulete. En homogeneizados de higado de
rata suplementados con hidroperéxido de ter-butilo 5 mM y en presencia de 02,
el DBAS (di-bromo-antraceno sulfonato) que aumenta la emisién debido a carboni-
los tripletes, no tuvo efecto sobre la misma.

4.4 QUIMIOLUMINISCENCIA DE HIGADO DE RATATIN SITU".
4eh.1 Induceién de la emisién por halometanos.
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Fig. 39. A - Emisién esponténea e inducida por CCl4
OA = obturador abierto
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B -~ Dependencia entre la emisién méxima de higado de rata "in situ" y
la dosis de haloalcano inyectada intraperitonealmente (O) ccl,3
(A) CH,C1,3 (@) cac13

de higados de rata "insitu"

Se sabe que el CCl4 se metaboliza en el higado a través de un mecanismo de
radicales libres. Sin embargo dada la inestabilidad de los radicales que se for-
marian, este mecanismo no es el favorecido en la metabolizacién de CHCl3 y de
CH2012 (Recknagel y col., 1977). Esto convierte al higado "in situ" de ratas in-
yectadas con halometanos en un sistema adecuado para estudiar la dependencia en-
tre el metabolismo de radicales libres en érganos de animales vivos y su emisién
luminosa.

El higado de ratas normales anestesiadas presenta una emisién basal baja
(10 cps/cmz).

La inyeccién intraperitoneal de CCl4 produce un rédpido aumento en esta emi-
sién (Fig. 39 A). El tiempo que transcurre entre que se inyecta el CCl4 Yy aumen-
ta la sefial oscila entre 45 y 70 segundos, alcanzéndose un mAximo de emisién a
los 2 - /4 minutos de inyectado el CClA. Esta emisién decae en pocos minutos has-
ta un valor constante que se mantiene por un tiempo variable y que depende del
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Fig. 40. Efecto sobre la emisién de higado de rata "in situ" del bloqueo de
la circulacién a través de la vena porta antes o despues de admi-
nistrar intraperitonealmente CClA(l m1/100 g de peso).

OA = Obturador abierto. OC = Obturador cerrado. Ocl. porta = oclu-
sién de la vena porta. AV = Alto voltaje

estado del animal. La inyeccién de una segunda dosis de CCl4 produce una res-
puesta menor que la primera inyeccién a igualdad de dosis (Fig. 39 A). El va-
lor méximo de la emisién depende de la dosis de CCl4 aumentando en forma casi
lineal hasta 1 ml 0014/100 g de peso, saturando con dosis mayores. La inyececién
de CHCl3 no produce efecto sobre la emisién luminosa y el CHzcl2 tiene un efec-
to muy débil, aGn a concentraciones altas (Fig. 39 B).

La emisién inducida por CCl4 depende de que haya circulacién de sangre
por el higado. Tanto la muerte del animal como el bloqueo de la circulacién
a través de la vena porta en cualquier momento después de haber inyectado el
halometano hacen caer la emisién a valores cercanos a cero. Si dicho bloquee
se realiza antes de inyectar el CCl4 o se inyecta el CClA a un animal muerto
no se detecta emisién luminosa (Fig. 40).
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TARLA 1V
Fmisién esponténea Emisién inducida por
Tratamiento (cps/cmz) CClA (1 ml/100 g.. (cpa/bmz)
Ebntrol Tratada Control Tratada
Hiroxia Hipbxica 17,5 + 1,3 13,2 + 1,2 55 + 6 26 £ 2
(5) (7) (4) (5)
Alcohol erénico 19,6 + 2,5 22,6 + 1,5 337 48 5
(10 semanas) (5( (5) (8) (7)
Alcohol crénico 20,1 +1 15,2 + 1,2
(20 sema.nas) (6) (7)

TABLA IV. Emisién esponténea e inducida por CClL en higados "in situ" de ratas

controles, hipéxicas y tratadas crénicamente con alcohol.

La emisién del intestino (que absorbe pero no metaboliza al CCl 4) e los 12
minutos de haber administrado 1 ml de 0014/100 g de peso y con una emisién en hi-
gado de 86 cps/cm2 era de 8 cps/cmz. La emisién de intestino en ausencia de CCl4
es del orden de 10 cps/cmz(Tabla V1),

La emisién medida en hfgado corresponde a 10

CClL administrado.

I. Pnisién inducidg por CClA en condiciones en gue el citocromo P450 estd
aumentado.Se postula que el dafio hepAdtico producido en el alcoholismo crénico
experimental se debe a un aumento en los niveles de peroxidacién lipidica (Di
Luzio, 1973). Se sabe ademés que estd aumentada la actividad especifica del- sis-
tema microsomal NADPH-dependiente (Thurman, 1973) y la masa del reticulo endoplés-
mico y el contenido de citocromo P450 (Lieber y de Carli, 1970). Esto Gltimo pro-
duciria en los niveles de emisién luminosa un incremento en la velocidad de meta=-
bolizacién del CCl4 que 3e reflejarfia en los mismos. La emisién luminosa de higa-
dos de ratas tratadas crénicamente con alcohol e inyectadas con 1 ml/kg de peso
de CClA es de 48 + 5‘cps/cm2 (7 animales) y el de los animales control es de 33 %
7 cps/cm2 (8 animales) o sea, un aumento de 1,45 veces (p<0,01) en la emisién lu~
minosa (Tabla IV).

En la hipoxia hipéxica también hay un leve incremento en los niveles de

12 _jo714 fotones/molécula de
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Fig. 41. Distribucién especiral de la emisién inducida por el CCl

de rata "in situl,

A de higado

citocromo P450. Sin embargo en este caso la emisién inducida por 1 ml de CCl /100
g de peso fue de 26 + 2 cps/bm para animales hipéxicos y de 55 + 6 cps/bm para

animales control(5 y 4 animales respectivamente), lo cual indica una disminucién

de apro.imadamente dos veces en la emisién. Este hecho es consecuencia de que o-

tros factores (como aporte de oxigeno al érgano) también influyen en los niveles

de fotoemisién.

I1. Andlisis espectral v efecto del DABCO sobre la emisién de higado de ra-
ta "in sity" inducida por CClA. La distribucién espectral de la emisién de higa-
do de rata "in situ" inducida por CClA (Fig. 41) indica que el 90 + 10 % de la
misma es la longitud de onda mayor que 600 nm con un 39 + 4 % de la emisién de-
tectada por encima de 715 nn.

Ta alta contribucién de fotones de longitudes de onda mayores que 700 nm
permiten considerar la posibilidad de que parte de la luz detectada pueda deber—-
se a la emisién bimolecular de oxigeno singulete. Si es asi el DABCO debe aumen—~
tar la emisién pero no alterar su distribucién espectral (Deneke y Krinsky,1977).
La administracién de DABCO sobre la superficie del higado no produce efecto so-
bre la emisién. Si bien la administracién intraperitoneal de DABCO produce un
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Fig. 42. Dependencia de la emisién esponténea de higado de rata "in situ" con
el peso del animal en presencia (O ) y ausencia (® ) de DABCO (0,18
n moles/100 g) inyectado intraperitonealmente.

aumento de 30 + 5 % en la emisién luminosa de higado (p< 0,02). Este incremento
mo permitirfa detectar eventuales alteraciones en la distribucién espectral de-
bido a los altos errores experimentales en la obtencién de los espectros.

4eh.2 Emisién esponténea de hipgado de rata "in situ".

La emisién esponténea de higado de rata "in situ" es del orden de 10 cps/cm2
para ratas de peso mayor que 200 gramos. La emisién expresada por unidad de 4rea,
depende del peso del animal, habiendo una gran disminucién en los valores medi-
dos cuando el peso aumenta de 60 a 150 gramos, estabilizéndose a partir de los
200 gramos hasta los 550 gramos.(Fig. 42).

1. Dependencia de la emisién esponténea con el aporte de oxfigeno al higado.
La emisién luminosa depende de que haya circulacién de sangre por el higado. Al
cortar la circulacién por la arteria hepAtica la emisiédn disminuye a un 70 %



TABLA V

Porcentaje de la emisién

csponténea
Fmisién esponténea 100
Ligando la arteria hepética 64 + 8 (3)
Ligando la arteria hepAtica y la vena porta 24 + 10 (3)
Liberando la circulacién por la vena porta 91 + 17 (3)
Ligando nuevamente la vena porta 20 + 10 (3)
Animal muerto 5+ 10 (3)

TABLA V. Efecto del bloqueo de la circulacién sanguinea por arteria hepética
y/0 la vena porta sobre la emisién esponténea del higado de rata "in
situ". Los valores indicados son x + error standard de la media. Los
nGmeros entre paréntesis indican el ntmero de animales experimentados.

del valor inicial (Tabla V); s5i se corta la circulacién por la arteria hepdtica
Y la vena porta simulténeamente la emisién cae a valores cercanos a cero. Si se
libera la circulacién por la vena porta la emisién vuelve a un valor cercano al
inicial. Ligando nuecvamente la vena porta la emisién vuelve a caer a cero. En
el momento en que el animal muere la emisién también cae a cero (Tabla V).

II. Emisién esponténea de hipgado de ratas hipbxicas v alcoh6licas. La emi~
sién espontdnea de higados de ratas hipéxicas es levemente menor que la de hi-
gados de ratas normales (Tabla IV). Como estos animales tienen poliglobulia
(por lo cual el aporte de oxigeno al higado no estarfa fundamentalmente altera=-
do) y las alteraciones metabélicas debidas a la hipoxia no son marcadas, estos
resultados eran esperables.

Se postula que el alcoholismo crénico experimental produce un aumento en
la lipoperoxidacién en higado (Sies y col., 1979). La emisién de fotones en hi-
gados de ratas sometidas a tratamiento erénico con alcohol comparada con la de
animales controles depende del tiempo de tratamiento con alcohol y de las con-
diciones de alimentacién del animal en el momento de realizar las mediciones



TABLA VI

ORGANO FMISIO)
(cps/em™)
MGsculos del cuello 14 + 3 (2)
MGsculos abdominales 15 +1 (6)
Intestino delgado 17 +1 (5)
Higado 13 + 2 (5)
Cerebro 100%

% de Boveris y col., 1981

TABLA VI. Emisién esponténea en diferentes 6rganos de rata. Los valores indi=-
cados corresponden & x + ESM; los nfmeros entre paréntesis indican

la cantidad deo animales experimentales.

(ayuno de 24 horas o no) en el momento de hacer la medicién. Cuando el animal
tiene 10 semanas de alcoholizacién y las medidas se realizan sin ayuno previo
no hay diferencias entre animales control o tratados con alcohol. En animales
de 20 semanas de alcoholizacién, sin ayuno, hay un 25 % de disminucién en la

emisién esponténea (Tabla IV). Estos resultados son alterados si el animal

ha sido sometido a 24 horas de ayuno.

111, Emisién en otros 6rganos. lLa emisién espontdnea de fotones no es ca-
racteristica privativa del higado. El cerebro, el intestino y el msculo tam-
bién tienen una emisién detectable (Tabla VI), la cual expresada por unidad de
drea decrece en el orden indicado.

Las emisiones de mGsculo y de higado son semejantes entre si (Tabla VI).
El cerebro, con un nivel de antioxidantes bajo y un nivel de prooxidantes re-
lativamente alto (Sinet y col., 1980), es el érgano de mayor emisién por uni-
dad de Area. Dado su pequefio tamafio, las lecturas siempre son bajas, lo cual 1i-
mita las posibilidades experimentales.

IV, Andlisis expectral y efecto de DABCO sobre la emisién esponténea de

higado de rata "in situ". El andlisis expectral de la emisién esponténea de

higado de rata "in situ" es semejante al de la emisién inducida por CClA.'To-
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Fig. 43. Distribucién espectral de la emisién espontédnea de higado de rata
"in situ".

da la emisién es de longitudes de onda mayores que 715 nm (Fig. 43).
La administracién intraperitoneal de DABCO aumenta la emisién esponténea

de higado de rata en un 20 - 50 % con un grado bajo de significacién estadis-
tica (p¢0,3).
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BAJA INTENSIDAD EN PLANTAS
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INTRODUCCION

La lipoxigenasa, enzima presente en las semillas de soja, cataliza la reac-

cién
LoX
LI —————— LooH (49)
02

donde LH representa un 4cido graso insaturado, LOOH es un hidroperéxido de dicho
dcido y LOX es lipoxigenasa. Si bien el sustrato especifico de la lipoxigenasa
es el Acido linoleico, otros 4cidos grasos insaturados reaccionan eficientemen-
te con esta enzima. La reaccién (49) es fotoemisiva (Boveris y col., 1980 b).

Dada la importancia de esta enzima en cl metabolismo oxidativo de semillas
de soja, se la seleccioné como sistema modelo para el estudio de la emisién de
las mismas; con grado de complejidad creciente sc estudié la emisidén de suspen=-
siones de particulas de soja ("harina"), homogeneizados de semillas y de las
semillas enteras.

Los estudios que se realizaron en los casos donde el sistema lo permitié
fuerons

i) descripcién de la emiaién espontdnea (en ausencia de activadores o in-
hibidores.

ii) efecto de la temperatura sobre la emisién.

iii) dependencia de la emisién con el oxfgeno y efecto de activadores e in-
hibidores.

iv) estudio de la distribucién espectral de la emisién.
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5.1 SISTEMAS MODELO: LIPOXIGENASA SUPLEMENTADA CON ACIDO LINOLEICO

50101

50102

En la reaccién (49) se consume oxigeno y se producen especies electréni-
camente excitadas (Boveris y col., 1980 b) por lo cual se la puede esiudiar
a través de la medida de los fotones emitidos o del oxigeno consumido.

Se midié la emisibén de esta reaccién en un contador de centelleo {Nuclear
Chicago) o en un contador de fotones (Johnson Foundation). La reaccién se lle-
v a cabo en un medio regulador de fosfato de potasio 50 mM, pH 6,6 a 37°C.

Las reacciones se iniclaron por agregado de sustrato (4cido linoleico) a la en-
zima disuelta en 4 ml de medio. En el contador de centelleo las lecturas se
realizaron durante 24 segundos.

La emisién de fotones dpende de las concentraciones de sustrato y de en=-
zima (Fig. 16) saturando a 50 xg/ml de 4cido 1linoleico y dependiendo linealmen-
te de la concentracién de enzima.

to d ibidores sobre la reace¢ién de lipoxigenas ido 1in 0.

La actividad de lipoxigenasa medida como consumo de oxigeno es inhibida
por el &cido salicilhidroxédmico (SHAM) (Parrish y Leopold, 1978). En una pre-
paracién de lipoxigenasa 254 g/ml y écido 1linoleico 50 fg/ml el SHAM inhibe la
fotoemisién en un 60 % y el consumo de oxfigeno en un 93 %. El cianuro de pota=-
sio, que no inhibe la actividad enzimftica medida como consumo de oxigeno (Pa-
rrish y Leopold, 1978), inhibe la quimioluminiscencia en un 72 % (Fig. 44).
Dependencig de la emisién de la reagcidén de la lipoxigenasa con la temperatura.

En un medio conteniendo lipoxigenasa y 4cido 1linoleico el dcido graso pue-
de oxldarse tanto por catélisis enzimdtica como por procesos de autoxidacién
no enzimdticos. Como la dependencia de ambos procesos con la temperatura es di=-
ferente, las condiclones en que se lleva a cabo la reaccién pueden favorecer un
proceso u otro.

La curva de dependencia de la emisién de lipoxigenasa con dcido linoleico
con la temperatura se realizé en el contador de fotones Johnson Foundation que
permite la termostatizacién de la muestra. Las reacciones se llevaron a cabo
termostatizando 5 minutos con burbujeo de aire a la temperatura deseada:

a) una suspensién de 4cido linoleico 30 “M en fosfato de potasio 50 mM,
pH 7,2.

b) una suspensién de 100 g/ml de lipoxigenasa en el mismo medio

c) ambos reactivos a la vez por separado (dcido linoleico 60 AM y lipoxi-
genasa 200 #g/ml.

Las reacciones se iniciaron en (a) y en (b) agregando el reactivo que fal-
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CONSTMO DE 0, ( M/seg x 10°) (& ,4)

QUIMIOLUMINISCENCIA (cps x 1072) (O, ®)

Fig. 44. Efecto del clanuro de potasio y del. SHAM sobre el consumo de oxigeno
y la emisién de lipoxigenasa (254g/ml) en presencia de &cido linolei-

co (50 Kg/ml).

ta a la mezcla preincubada y en (c¢) mezclando volumenes iguales de las mezclas
preincubadas. El objetivo de estas preincubaciones es determinar la dependen=—
cia con la temperatura de la autooxidacién no enzimética (a), de la oxidacién
enzimitica (b) y de ambos procesos a la vez (c).

"n una curva de dependencia con la temperatura obtenida en la primera con-
dici6én, la emisién aumenta constantemente hasta 52°C. Un diagrama de Arrhenius
muestra un cambio de pendiente a 35°C, con energias de activacién de 20 y 68
kJ/mol por debajo y por encima de dicha temperatura respectivamente (Fig. 45 B).
Cuando se preincuba sélo la enzima a la temperatura de ensayo se observa una
temperatura 6ptima de 39°C y cuando se realiza tanto la preincubacién del sus-
trato como la de la enzima se obtiene una dependencia con la temperatura que
es una combinacién de las dos curvas anteriores (Fig. 45 B) con una temperatu-
ra 6ptima de 32°C pero con un aumento en la emisién para temperaturas mayores
que 40°C. Un comportamlento andlogo se observa cuando de mide el consumo de o=~
xigeno a distintas temperaturas.

5.1.3 Anflisis espectral parcial de la emisién de lipoxigenasa con &cido linelejco.
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Fig. 45. A - Efecto de la temperatura sobre la emisién de semillas de soja
secas (O) y mojadas (®) y diagrama de Arrhenius correspondiente.
B = Dependencia con la temperatura de la emisién de lipoxigenasa su-
plementada con Acido linoleico preincubado a la temperatura de en-
sayo s6lo el sustrato (£ ), sélo la enzima (®) y tanto la enzima

como el sustrato (O ).

La Tabla VII muestra el andlisis espectral parcial (usando filtros de ban-
das anchas) de la emisién de lipoxigenasa. Es importante notar que el 43 % de
la emisién detectada estd a longitudes de onda mayores que 600 nm.
HOMOGENEIZADOS Y SUSPENSIONES DE PARTICULAS DE SOJA.

La eﬁisién de suspensiones de particulas y de homogeneizados de semillas
de soja se midié a temperatura amblente en un contador de centelleo (Nuclear
Chicago) en dos condiciones: con y sin suplementacién del sistema con 4cido li-

‘noleico (sustrato de la enzima lipoxigenasa).

Las reacclones con harina de semillas se iniciaron suspendiendo 70 - 80 mg
de material/ml de solucién en un medio fosfato 50 mM, pH 7,0. La quimioluminis-
cencia de los homogeneizados se inicié por dilucién en el mismo medio en que
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TABLA VII

FILTRO

Azul Azul - verde Verde Rojo
(460 + 35 nm) (500 + 20 nm) (520 + 30 nm) (620 + 20 nm)

Semillas enteras 26 8 25 51
Particulas 37 7 12 YA
Homogeneizados 31 12 21 35
Lipoxigenasa 30 9 18 43

TABLA VII. Distribucién espectral parcial de la emisién de lipoxigenasa en pre=-
sencia de 4cido linoleico, homogenelzados, suspensiones, harina y se=-
millas de soja. La distribucién se obtuvo usando filtros de bandas
anchas.

fueron preparados. Cuando se usé Acido linoleico la concentracién final fue de
50 /Ug/hl. Se tomaron lecturas los primeros 24 segundos de reaccién.

La emisién de semillas de soja, suspensiones de particulas y homogeneizados
(en ausencia de sustrato exégeno) aumenta en ese orden. La emisién de las suspen-
siones de particulas y de los homogcneizados depende linealmente con la concentra-
cién de tejido hasta 8 mg/ml (con una pendiente de 10 cps/mg de tejido) y 4 mg/ml
(con una pendiente de 200 cps/mg de tejido) respectivamente. Comparando sus emi-
siones las suspensiones de semillas de soja son 2800 veces mAs efectlvas que las
semillas enteras; en cambio los homogeneizados son s6lo 20 veces més efectivos
que las suspensiones de partfculas (Fig. 46). Aparentemente la destruccién del
tejido hace mds accesibles los componentes que originan la reaccién quimiolumi-
niscente.

5.2.1 Caracteristicas de la emisién de homogeneizados de semillas de soja.

Desde un punto de vista cinético, mientras la emisién de semillas es cons-
tante, la sefial quimioluminiscente de los homogeneizados alcanza un valor méxi-
mo a los 30 - 40 segundos de iniciada la reaccién (por dilucién y calentamiento)
decayendo luego hasta un valor nulo en 5 - 10 minutos. El valor de la emisién

méxima disminuye con el tiempo de preparacién de los homogenelzados como conse-
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Fig. 46. Emisién de homogeneizados (M), suspensiones (8 ) y semillas de
soja (@) en funcibén de la cantidad de tejido.

cuencia del consumo lento de los sustratos endégenos. La adicién de dcido lino-
leico (30 - 40 s#g/ml) a un homogeneizado de semillas de soja aumenta la emisién
de 2 a 3 veces, inhibiéndola a concentraciones mayores. El consumo de oxigeno,

casi nulo en ausencia de écido linoleico, también se estimula en presencia del

mismo (Fig. 47).

I. Efecto de inhibidores y activadores sobre la emisién de homogeneizados
de semillaes de soja. El Acido salicilhidroxémico (SHAM), que inhibe la activi-
dad de lipoxigenasa (Parrisch y Leopold, 1978), inhibe en un 70 - 80 % la qui-
mioluminiscencia de homogeneizados de semillas en presencia de Acido linoleico
y s6lo un 30 - 50 % en su ausencia. El consumo de oxfigeno en presencia de Acido
linoleico es inhibido en un 60 - 75 % (Fig. 48). La emisién de suspensiones de
harina de soja también es inhibida por el SHAM.
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Fig. 47. Dependencia de la emisién luminosa (©) y del consumo de oxigeno (®)
de homogeneizados de semillas de soja con la concentracién de dcido
linolelico.

El cianuro de potasio (que no tlene efecto sobre la actividad de lipoxige-
nasa, Parrisch y Leopold, 1978) inhibe en un 20 = 40 % la emisién de los homo-
geneizados estando suplementados o no con Acido linoleico. El consumo de oxige-
no en presencia de ficido linoleico es inhibido sélo en un 10 - 13 % (Fig. 48).

La superéxido dismutasa inhibe en un 30 - 35 % la emisién de homogeneiza-
dos en presencia de dcido linoleico y un 20 % en su ausencia (Fig. 49 B).

El etanol, que es un atrapador eficiente del radical OH° (Dorfman y Adams,
1973) no tiene efecto sobre la emisién de homogeneizados en presencia de 4cido
linoleico hasta una concentracién de 400 mM, pero en ausencia de sustrato acti-
va la emisién 1,3 veces. El DABCO, que cuando aumenta la emisién debida a la e-
misién bimolecular de oxigeno singulete no altera sus caracteristicas espectra=-
les (Deneke y Krinsky, 1977), activa 1,4 y 4,2 veces la quimioluminiscencia de
los homogeneizados en ausencia y en presencia de 4cido linoleico repectivamente
(Fig. 49 A).
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Fig. 48. A ~ Efecto del SHAM sobre la emisién luminosa de homogeneizados de
somilla de soja en presencia (O ) y ausencia (® ) de dcido 1li-
noleico (50/ug/hl).

B - Efecto del SHAM sobre el consumo de oxigeno de homogeneizados
de semillas de soja en presencia de &cido linoleico (50 Ag/ml).
C - Efecto del CNK sobre la emisién de homogeneizados de semillas

de soja en presencia (O ) y ausencia (® ) de 4cido linoleico

(50 g/ml).

D - Efecto del CNK sobre el consumo de oxigeno de homogeneizados de
semillas de soja en presencla de fcido linoleico (50 g/ml).

llgg_ﬂg_;gh; El andlisis espectral parcial de la emisién de semillas de soja y
sus fracclones se obtuvo empleando filtros de acetato de bandas anchas. La luz
roja es predominante tanto en las semillas como en sus fraccionemientos (Tabla
VII) a pH 6,6. La emisién en otras bandas es parecida siendo més importante la

banda verde (520 + 30 nm) que la azul-verde (500 + 20 nm lo cual indicaria un
minimo en esta zona.
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Fig. 49. Efecto del DABCO (A) y de la superéxido dismutasa (B) sobre la emi-
sién de homogeneizados de semillas de soja en presencia (@) y en
ausencia (O) de 4cido linoleico (50 g/ml).

IITI. Dependencia de la emisién de homogeneizados de semillas de soja gon
e} pH. La emisién de homogeneizados de semillas de soja sin el agregado exége-
no de &cido linoleico ticne dos pH éptimos: 6,6 y 8,9 (Fig. 50). E1l pH interno
de las semillas es préximo al menor de estos valores: una suspensién de parti-
culas de 20 - 100 mg/ml en agua dostilada tiene un pH de 6,5. Se sabe que la
actividad de la enzima lipoxigenasa presenta dos pH éptimos 6,7 y 9 (Tappel,
1970). La longitud de onda predominante en la emisién depende del pH (Fig. 50).
Empleando filtros de acetato de banda ancha se observa que la emisién roja es
mds importante a pil 6,5 en tanto que a pH 7,5 - 8,5 la luz predominante es azul
(460 + 35 nm). Es importante tener en cuenta que cuanto mayor es el pH del me-
dio, mayor es la concentracién de carbonato en el medio y que la emisién del
carbonilo excitado esti en la zona de 400 - 500 nm.
EMISION ESPONTANEA DE SEMILLAS DE SOJA.

La quimioluminiscencia de semillas de soja enteras se midié en todos los

instrumentos mazncionados. En el contador de fotones Johnson Foundation se usé
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Fig. 50. Efecto del pH sobre la emisién y su distribucién espectral en homo-
geneizados de semillas de soja. Emisién sin filtro (@), en presen-
cia de filtro rojo (620 + 20 nm;Q ), azul (460 + 35 nm;O ), verde
(520 + 30 nm; A) y azul-verde (500 + 20 nm M),

una cubeta especial de 6 x 4 x 1 cm.

La emisién de semillas de soja es de muy baja intensidad (Tablas I y VIII)
y no dependen mayormente de la variedad de semilla estudisda. Los tegumentos,
cotiledones y embriones obtenidos de las semillas, también emiten fotones espon-
téneamente (Tabla VIII).

Al humedecer las semillas con agua, agua pesada® sol ventes orglnicos, la
emisién aumenta y manticne valores constantes por tiempos mayores que 2 horas.
El aumento porcentual de la emisién depende de la forma en que se pongan en
contacto las semillas con el solvente: la emisién de semillas mojadas en el
solvente o mantenidas en una atmésfera saturada con el mismo a 20°C durante
48 horas se indica en la tabla IX.
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TABLA VIII

FMISION (cps)

Secos Hémedos Aumento
Cotiledones 270 870 3,2
Tegumentos 520 3700 7,1
Semillas 200 700 3,5
Embriones 190 330 1,7

TABLA VIII. Emisién de cotiledones, tegumentos, semillas y embriones de
semillas de soja secas al aire y luego de ser mojados con 1

ml de agua (60 semillas o fracciones provenientes de 60 se-
millas.

No hay una relacién simple entre variables fisico—quimicas (como la cons-
tante dieléctricadel solvente, su viscosidad o su capacidad de aumentar la vi-
da media del oxigeno singulete) y el aumento en la emisién de las semillas. Es-
to puede deberse a que la emisién de las semillas depende no sélo de facto-
res fisico~quimicos que pueden afectar la fluidez de las membranas, la movili=~
dad de los electrolitos o la vida media de los estados excitados, sino también
de factores mds complejos que pueden afectar directamente actividades blolégi-
cas relacionadas con la fotoemisién (como, por ejemplo, actividades enzimti-
cas.

5.3.1 Dependencia de la emisién de semillas de soja con la temperatura.

Para estudiar la dependencia de la emisién de las semillas con la tempera-
tura se las termostatizé durante los 30 - 60 minutos inmediatos anteriores a las
mediciones a las temperaturas indicadas dejando equilibrar 10 - 20 minutos adi-
cionales en el compartimento de muestra antes de medir. Estas curvas se reali-
zaron en el contador de fotone:s IFEE~Tohoku.

La emisién esponténea de semillas de soja depende de la temperatura y/o
de procesos de calentamlento. lLa emisién de is5cmillas a 110°C es més de 50 ve-
ces mayor que la de semillas a temperatura ambiente. La emisién de semillas

calentadas durante 12 horas a 110°C y medida a 52°C es 2 - 3 veces mayor que
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TABLA IX
SOLVENTE TRATAMIENTDO
Sumergidas en el Expuestas a atmésfera
solvente saturada de solvente
Agua 840 100
Acetona 100 267
Tetracloruro de carbono 100 88
Benceno 100 106
Cloroformo 140 206
Metanol 800 375
Etanol 140 306
n-propanol - 127
n-butanol - 326
Piridina 470 326
Agua pesada 800 105
Agua pesada més DABCO 1200 100

TABLA IX. Aumento porcentual respecto de la emisién de semillas no tratadas
en semillas de soja sumergldas durante 1 hora en diversos solventes

y expuestas durante 48 horas en una atmésfera saturada del solvente
a 20°C

la de semillas secas medida a 53°C. Si bien el calentamiento a 110°C disminuye o
anula actividades enzimdticas, al mismo tiempo acelera los procesos no enziméti-
cos de autooxidacién de Acidos grasos por lo que la emisién medida seréd una com~
binacién de ambos efectos.

Tanto la emisién de semillas secas como hfimedas aumenta con la temperatura
hasta 52°C (Fig. 45 A). En ambos casos hay un pequefio méximo a 30°C y un gran
aumento a partir de 33°C. Los diagramas de Arrhenius en ambos casos muestran
cambios de pendiente a 43°C para semillas mojadas y a 33 - 35°C para semillas
secas. Las energifas de activacién aparente son de 20 y 68 kJ / mol para
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Fig. 51. Distribucién espectral de la emisién de semillas de soja:
A - Secas termostatizadas a 28°C
B - Secas termostatizadas a 52°C
C -~ Secas calentadas 12 horas a 110°C y termostatizadas a 52°C.

semillas secas y mojadas por debajo y por encima de dichas temperaturas respecti-
vamente.
5.3.2 Anilisis espectral de 1la emisién de semillas de soja.

El andlisis espectral de la emisién de semillas de soja se 1llevé a cabo en
una serie de condiciones experimentales que aumentan la emisién. La emisién es~
ponténea medida en semillas de soja es del orden de 150 + 5 cps con corrientes
oscuras del mismo orden y error. Para obtener espectros confiables en estas con-
diciones no pueden usarse mAs de 8 filtros, es decir, 7 bandas, que en el rango
de trabajo tendrian un ancho promedio de 40 nm por banda. Esto representa un 10 -
14% de la emisién medida (suponiendo luz blanca). El limite de resolucién con
los aparatos emplecados en estas condiciones estd en el rango de 6 -~ 8 % de 1la e-
misién medida. Fsto hace que el espectro de la emisién de semillas de soja a 25°C
pregente errores altos y s6lo sea factible obtener una distribucién espectral
gruesa (Fig. 51 A). Se pueden ubicar méximos poco marcados centrados en 560, 620
y 700 nm, El calentamicnto de semillas secas hasta 52°C aumenta la emisién (Fig.
45 A), 8in alterar significativamente su distribucién espectral (Fig. 50 B).
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Fig. 52. Distribucién espectral de la emisién de semillas de soja mojadas con
agua.
A - termostatizadas a 28°C;
B ~ termostatizadas a 28°C en presencla de DABCO (2,7 mg/ml);
¢ - termostatizadas a 52°C.

El calentamiento durante 12 horas a 110°C hace mds homogénea la 'distribucién es-
pectral de la emisién (que por razones précticas se midié a 52°C). Este espectro
se convierte en una banda ancha con un méximo de 600 nm. La contribucién relativa
de la banda de 650 - 720 nm disminuye con respecto a los casos anteriores (Fig.
51 C). La emisién espectral de la emisién de semillas mojadas a 28°C, aunque tie-
ne mejor resolucién, no presenta diferencias notables con respecto a la de semi-
llas secas a la misma temperatura (comparar las figuras 51 A y 52 A). Sin embar—
go, el espectro de las semlillas mojadas y calentadas a 52°C es notablemente dife-
rente(Fig. 52 C). En estas condiciones sumenta considerablemente la contribucién
de la banda de 650 - 720 nm convirtiéndose la emisién centrada en 600 nm de los
espectros anteriores en una meseta de contribucién poco considerable a la totali-
dad de la emisién. Es interesante hacer notar que este efecto se consigue sélo
cuando se calientan semlllas hGmedas, ya que el calentamiento de semillas secas
(Fig. 52 B) no produce estas modificaciones.

La contribucién importante de la emisién de longitudes de onda mayores que
700 nm en todos los casos hace pensar que la emisién bimolecular del oxigeno sin-
gulete (que ocurre a 640 y 710 nm; Deneke y Krinsky, 1977) podria ser responsable



106

de parte de los fotones medidos., El DABCO aumenta la emisién sin alterar (dentro
de los 1fmites del error experimental) la distribucién cspectral (comparar las
figuras 52 A y B). Sin embargo la azida sédica, que inhibe la emisién debida a
la emisién bimolecular de oxigeno singulete no tiene efecto sobre esta emisién.
Tampoco se observa efecto mojando las semillas con D20 (que aumenta la vida me-
dia del oxfigeno singulete de 2 /seg en agua a 20 /Seg en agua pesada; Turro, 1980,
pdg.588) pero hay un efecto marcado, mayor que el del DABCO solo cuando se mojan
semillas en agua pesada con DABCO (2,7 mg/ml) disuelto (Tabla IX). No se pudo re-
lacionar la accién de diversos solventes orgénicos con su capacidad para aumen-
tar la vida media del oxigeno singulete. Sin embargo, la complejidad del sistema
en estudio es mucho mayor que la del sistema en solucién y no es posible descon-
tar la posibilidad de que la emisién pueda deberse a emisién bimolecular de oxi-

geno singulete pero los efectos se encuentran enmascarados por interferencias di-
ficiles de discriminar.



CAPITULO VI
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Las medidas de luminiscencia de baja intensidad en sistemas biolégicos permi-
ten estudiar procesos peroxidativos que ocurren a través de reacciones de radicales
en cadena, ya qué en algunas reacciones de terminacién se forman estadcs electréni-
camente excitados que se desexcitan emitiendo el exceso de energla como fotones de-
tectables con instrumentos adecuados; (Russell, 1957; Boveris y col., 1980 a).

En una célula entera, las mezclas de metales pesados (complejados o libres)

y de 1ipidos (insaturados o saturados) que la forman, sumado a la produccién de es-
pecies oxidantes en procesos metabélicos normales, facilitan la peroxidacién (a tra-
vés de reacciones de radicales libres) de compuestos que en otras condiciones se
peroxidarian con dificultad (Chance y col., 1979; Pryor, 1973). El dafio derivado

de la agresién continua de estos procesos sobre los mecanismos fundamentales del
funcionamiento celular ha sido propuesto como una de las principales causas del en-
vejecimiento y muerte celular (Gerschman y col., 1954). El organismo tiene defensas
que mantienen los niveles de agentes oxidantes en valores bajos pero no nulos; el
desequilibrio en una o varias de estas defensas puede producir consecuenclas ca-
tastréficas en la célula.

S5i bien se han estudiado mucho los procesos peroxidatives "in vitro", hasta
hace relativamente poco tiempo no se disponia de técnicas adecuadas para su estu-
dio "in vivo". El desarrollo en los Gltimos afios de las medidas de quimioluminis-
cencia de baja intensidad (Boveris y col., 1980 a), liberacién de glutatién en
bilis (Akerboon y col., 1982) y de exhalacién de alcanos (Sagai y Tappel, 1980)
ha permitido comenzar a estudiar la ocurrencia de procesos que involucran radica-
les libres oxidativos "in vivo".

COMPARACION DE LAS MEDIDAS DE QUIMIOLUMINISCENCIA CON LAS DE OTRAS TECNICAS QUE
PERMITEN MEDIR PEROXIDACION LIPIDICA "IN VITRO" O "IN VIVO“.

Es importante el paralelismo observado entre la emlsién luminosa y la for-
macién de malonaldehido descripto para homogeneizados de higado y cerebro de
rata en presencia de oxfigeno (Fig. 33) ya que esta Gltima técnica ha sido emplea-
da durante mucho tiempo para medir procesos peroxidativos "in vitro" (Chance y
col., 1979). Los homogeneizados de cerebro en presencia de oxigeno emiten en dos
horas 1,5 . 107 fotones/mg de proteina y en las mismas condiciones se forman 24
nmoles de malonaldehido/mg de protefina (Fig. 33), lo cual indica que se miden
1010 moléculas de malonaldehido por fotén. Para los homogeneizados de hfgado es~
tos valores son de 2,1 . 10° fotones/mg de protefna y 2,3 nmoles de malonaldehido/
mg de proteina con una relacién de 109 moléculas de malonaldehido/fotén (la for-
macién de malonaldehido responde al 10 % del oxfgeno consumido, es decir al 10%
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del proceso de peroxidacién; Hochstein y col., 1964).

Boveris y col., (1980 a) han encontrado un paralelismo entre lr liberacién
de glutatién en bilis y la emisién de superficie de higados ("in situ") de ra-
tas perfundidas con hidroperéxido de ter-butilo.

Los procesos peroxidativos que acompafian a la intoxicacién de ratas con
CClA han sido muy estudiados desde todo punto de wista (Recknagel y col., 1977;
Sagal y Tappel, 1978) y han sido usados por estos Gltimos como sistemas modelo
para el estudio de la liberacién de alcanos en el aire expirado como reflejo de
procesos peroxidativos. Comparando nuestros resultados experimentales con los
obtenidos por Sagal y Tappel para sistemas equivalentes, se observa que hay di-
ferenclas entre las sensibilidades de las técnicas: dosis de 10 - 30/“1 de CClA/
100 g de peso producen aumentos detectables en la liberacién de alcanos pero la
respuesta quimioluminiscente es muy débil. También hay diferencias cinéticas: la
respuesta quimioluminiscente alcanza un valor méximo a los 2 - 3 minutos de la
inyeccién de CCl4 mientras que la mAxima liberacién de alcanos se mide recién a
los 15 minutos. A los 15 minutos de inyectado el haloalcano la emisién luminosa
ya est& en un valor estacionario; en la liberacién de alcanos este valor se al-
canza a tiempos mayores (una hora). Estas diferencias cinéticas podrian ser re-
flejo entre otras causas de problemas técnicoa ya que para medir liberacién de
alcanos se necesita. purgar 10 minutos el sistema antes de tomar las muestras.
La emisién luminosa es del orden de 10722 - 10" fotones/molécula de GCl , in
yectada. En la liberacién de alcanos se miden 10-'2 moléculas de pentano/molécu-
la de CClA-igyectaigz(Sagai y Tappel, 1978), lo que indica una relacién aproxi-
mada de 10 ~ _ 10 ~ fotones/molécula de alcano detectada.

Las diferencias de sensibilidad y cinética entre ambas técnicas podrian
responder a varios factores. La quimio luminiscencia se mide en la superficie
del 6rgano y mide los eventos iniciales del proceso} la medida de la libsracién
de alcanos incluye el proceso de transporte de los gases al pulmén por circula-
cién. La quimioluminiscencia se mide en el higado expuesto de un animal aneste-
siadoj esta condicién estd alejada de la condicién!fisiolégica en la!que se mi-
de la liberacién de alcanos. Este factor es la causa principal por la que no
se pueden realizar mediciones de quimioluminiscencia "in vivo"™ por tiempos lar-
gos: la superficie del érgano expuesto se seca y se enfria, la anestesia tiene
un tiempo de accién limitado, etec.

Los rendimientos cudnticos medidos como fotones/molécula reaccionante, se-
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leccionando dicha molécula de acuerdo con el sistema para las medidas de quimio-
luminiscencia en sistemas blolégicos estdn en el orden de 10-lO - 10—12 (Cade=-
nas y col., 1980 a). Estos nfmeros coinciden con los hallados cuando la molécu~
la reaccionante es el malonaldehido formado o el pentano exhalado en sistemas
tan diferentes como un homogeneizado y un 6rgano "in situ" respectivamente. Si
bien estos rendimientos cuéAnticos indican que la quimioluminiscencia mide pro-
ductos secundarios al proceso de la peroxidacién lipfdica, las caracteristicas
de la emisién comparadas con las de otros productos medidos indican que refleja
dicho proceso. Sin embargo es muy probable, especialmente cuando se trabaja con
édrganos "in situ", que se esten midiendo otras reacciones cuya importancia rela=-
tiva con respecto a la de la peroxidacién lipidica varia con el sistema.

Cada una de las técnicas empleadas para medir peroxidacién lipidiea "in vi-
vo" tiene ventajas y desventajas. La medida de la liberacién de alcanos refleja
lo que ocurre en el animal entero. El hecho de ser no invasiva y no destructiva
la hace potencialmente Gtil para ensayos clinicos aplicables a patologias en
las que los procesos peroxidativos estén incrementados. La medide de la libera-
cién de glutatién en bilis es una técnica muy sensible pero estd limitada a es-
tudios en higado. La medida de quimioluminiscencia de 6rganos no tiene esta des=-
ventaja ya que cualquier érgano al que se pueda acceder con una gufa éptica (ya
sea por exposicién del 6rgano o por acceso a través de vias naturales) es sus-
ceptible de ser estudiado. Tiene la ventaja, sobre la medida de la liberacién
de alcanos, de poder focalizar la medida en cada 6rgano. Es un ensayo no inva-
sivo y no destructivo para el érgano en estudio, ya que es una medida de super-
ficie pero es invasiva para el animal.

La importancia fundamental de estas tres técnicas y su ventaja sobre las
técnicas clésicas para medir peroxidacién lipidica es que permite realizar me-
diciones "in vivo".

Es interesante hacer notar que cada fotén que se mide es una molécula que
se desexcita por lo que la sensibilidad de las medidas de quimioluminiscencia
es muy alta (100 cuentas= 1,7x 1072 moles).

MECANISMOS DE REACCION.

Dada la inestabilidad de los radicales libres, la poca selectividad de sus
reacciones y la complejidad de composicién y estructura de los sistemas biolégi-~
cos es casi imposible analizar los productos especificos del proceso de:peroxi-
dacién lipidica (Pryor, 1973). Sin embargo, se ha postulado un mecanismo gene-
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ral al que responden estas reacciones. Como se indica en la seccién 1.8.1 (III)
todo mecanismo de reacciones de radicales en cadena consta de tres ~tapas: ini-
ciacién, propagacién y terminacién. Los productos de algunas reacciones de ter-
minacién son especies excltadas, capaces de emitir fotones al desexcitarse.
Iniciacién.

Las reacciones de iniciacién en un sistema biolégico dependen de sus carac-
teristicas y de las del agente iniciador. En este trabajo se han usado como a-
gentes inicladores hidroperéxidos, CCl4 y oxigeno.

Se sabe que en sistemas muy simples los peréxidos pueden ser descompuestos
por complejos de peot (Walling y col., 1975) a través de la ruptura homolitica
del enlace —0-0- cuya energia es del orden de 213 kJ/mol (Moore, 1976). Las he-
moproteinas de la cadena respiratoria, el citocromo P450 y la hemoglobina son

3

complejos de Fe + presentes en sistemas biolégicos y que pueden participar en

estas reacciones. En un sistema simple como citocromo-g¢ suplementado con hidro-
peréxido la reaccién de iniciacién més factible es la reaccién (50)

ROOH

37 > RO" + OH' - (50)
cit.¢ (desnat.)
donde la hemoproteina desnaturalizada serfia la que cataliza la ruptura homoli-
tica del enlace -0-O- (Fig. 22). Otras hemoprotefnas como la hemoglobina o la
miaglobina podrian catalizar esta reaccién (Cadenas y col., 1980 a).

En sistemas mis complejos como homogcneizados o mitocondrias de érganos de
rata en presencia de hidroperéxidos una reaccién de este tipo pedria ser la i-
niciadora. En estos casos dada la complejidad del medio y la posible presencia
de radicales originados en procesos metab6licos normales también son posibles
homélisis inducidas por otras moléculas (Pryor, 1973).

Fn el caso de sistemas con CCl4 y citocromo P 450 (como higados "in situ”
de ratas lnyectadas intraperitonealmente con CClA) la reaccién de iniciacién
aceptada (Recknagel, 1977) es

cc14 —> C1 + CClé (51)
e , cit.P 450

En los homogeneizados de hfigado o cerebro de rata cuando no se agrega hi-
droperéxido exégeno, la reaccibén de iniclacién es més diffcil de determinar ya
que no hay agentes peroxidantes (como ROOH o CClA) que puedan denominarse ini-
cladores. Se acepta quc hay un nivel endégeno bajo de radicales libres origina-



dos en reacciones de compuestos como H202 y 0;, los que son productos de va-
rias vias metabSlicas normales (Chance y col., 1979). En presencia de Fe3+ com~-
plejado o libre, el per6xido de hidrégeno puede reaccionar con el radical su-
peréxido dando radicales hidroxilo como producto (reaccién 30).

H,0, + 0, ———— H,0 + OH + OH (30)

El OH’ es una especie de alta reactividad y de poca especificidad (Pryor,
1970). En consecuencia es factible su reaccién con cualquier componente celu-
lar, lo'que lo convierte en una especle peligrosa para la célula. Aunque su
concentracién serfa mantenida en niveles muy bajos por accién de atrapadores:
locales de OH', en una célula entera puede ser responsable de la iniciacién
de procesos de peroxidacién de componentes celulares con la consecuente emi=~
sién luminosa. En'un homogeneizado sometido a la agresi6én de altas concentra-
ciones de ovigeno, las defensas endégenas se agotan, con lo cual esta reaccién
adquiriria mayor importancia. (Recknagel, 1977). En sistemas como semillas de
soja, hay enzimas especlales como la lipoxigenasa,que peroxidan lipidos donde
los radicales ROO° se formarfan en reacciones laterales (Boveris y col., 1980 b).
Como la formacién de H202 y de 0; también es factible, son posibles también en

este sistema las reacciones (50) y (30), siendo el ROOH producto de la reaceién
enzimdtica.

6.2.2 Pro cién.
Los OH', RO" y 001‘3 formados en las reacciones (50), (51) y (30) pueden

reacclonar con cualquler molécula orgénica presente (representada por RH en las

reacclones siguientes en una reaccién de abstraccién de hidrégeno (Pryor, 1973;
1978) (reacciones 29, 52 y 53).

RH + OH' ———>H0 + R (29)
RH + CCly—— -~ CCL;H + R (52)
RO° + RH ——— ROH + R’ (53)

Fn sistemas relativamente simples (hemoprotefnas-hidroperéxido) los RH sé~
lo pueden provenir de la hemoprotefna (v eventualmente de impurezas presentes)
que se destruyen en estas reacciones. En sistemas complejos como homogeneizados,
mitocondrias, érganos intactos o semillas, la cantidad y variedad de moléculas
representadas por RH es mucho més grande (protefnas,lipidos, &cidos nucleicos,
etc.) siendo muy grande la variedad de R’ formados.
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in medios en los cuales hay peréxido de hidrégeno es posible que éste reac—
cione con los OH" formados en las reacciones (30) y (50) segin la reaccién (54)

o + 1,0, > Ho:? + H20 (54)

En presencia de ox{geno molecular los radicales R’ formados en las reaccio-
nes (29), (52) y (53) reaccionan seglin la reaccién (63)

R+ 0, > ROO’ (13)

con una constante k = lO9 1/mol. seg (este valor de k indica que la reaccién es-
t4 controlada por difusién; Ingold, 1969). Los radicales ROO" son menos reacti-
voos y mAs selectivos que los radicales R° (Pryor, 1973). En presencia de molécu-
las orgénicas (RH) puede haber una reaccién de transferencia de hidrégeno con la
formacién de hidroperéxido (reaccién 36)

ROO® + RH > ROOH + R’ (36)

Los radicales clorados pueden dar reacciones anflogas a la reaccién 13, don=~
de R® seria CClB. Estas reaccioncs pertenccen al sistema clédsico de reacciones
de radicales en cadena propuestas por Pryor para el proceso de autooxidacién de
1ipidos. (Pryor, 1978).
6.2.3 Terminacién.
Las posibles reacciones de terminacién de la cadena son: a) reaccién de
dos R° entre sf; b) reaccién de dos ROO° entre s{ y c) reaccién de un R° con un

ROO", en todos los casos para dar productos no radicales (reacciones 55 a 58)

R® + R — R-R (55)
ROO° + R° ——— ROOR (56)
ROO° + ROO° ——> RO + ROH + 102 (57)
ROO° + ROO' — , RO™ + ROH + 3o2 (58)

donde RO' representa una molécula con un grupo carbonilo excitado (triplete).
Las reacciones (57) y (58) han sido propuestas por Russell en 1957 para carbo-
nos primarios y secundarios.
6.2.4 Fotocmisién.
El oxfgeno singulete (102) y el carbonilo excitado (R0+) formados en las
reacciones (57) y (58) pueden emitir fotones de longitudes de onda caracteris-
ticas (reacciones 59, 10 y 11)

ro® > RO + hv (400 - 500 nm) (59)
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1o2 SN 3o2 + hy (1268 nm) (15)

o, + Yo,— 27, (634 y 703 nm) (16)

‘La emisién bimolecular de oxigeno singulete (reaccién 16) ocurre a varias
longitudes de onda. Las mis caracteristicas son las de &34 y 703 nm (Khan y
Kasha, 1963; Khan, 1976) siendo posibles corrimientos de 15 nm en medios com-
plejos (Andersen y col., 1978). El oxigeno singulete puede reaccionar con com-
puestos con dobles enlaces para dar dioxietanos intermediarios que se descom=~
ponen originando dos carbonilos, uno de los cuales estd excitado (estado tri-
plete) y se desexcita emitiendo fotones (Foote, 1976; reacciones 59 y 60)

1 -C-C-

= i 1 3
0, + =C=C= g 0 + =0CO0 (60)

En medios oxigenados, el oxigeno inhibe la emisién de carbonilos triplete
que se deberia a la reaccién (59) debido a la reaccién (61) (Turro, 1978,pég.
353)

30 + 302——~ Joo 4+ lo2 (61)

siendo en consecuencia el oxigeno singulete la especie fotoemisiva.

Relacién entre el efecto de activadores e inhibidores sobre la emisién lumino-
sa v los mecanismos de regccién propuestos.

Fl estudio del efecto de activadores e inhibidores sobre la emisién lumino-
sa de un sistema permite determinar si responde a estos mecanismos.

El 2,5-di-terbutil quinol actfia como atrapador de radicales (Nakano y col.,
1975). Este reactivo inhibe la destruccién de citocromo-¢ suplementado con per—
6xido de hidrégeno y su emisién luminosa (Fig. 24) e inhibe la emisién luminosa
de homogeneizados de higado de rata en presencia de t-BOOH (Fig. 35) indicando
una activa participacién de los radicales en el proceso que lleva a la fotoemi-
sién y destruccién del citocromo-¢c y a la emisién de homogeneizados de higado.

Los alcoholes son atrapadores de radicales OH' efectivos. ActGan a través

de reacciones que mantienen el nGmero total de radicales libres (reaccién 62)
ROH + OH® — RO* + H20 (62)
(Fee y Valentine, 1977).

Como la emisién luminosa depende de reacciones de terminacién en el proce-

so de reacciones en cadena, puede haber un efecto de atrapador sobre los radi-
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cales OH° formados sin que sea detectado por medidas de quimioluminiscencia.

En consecuencia, la falta de efecto de los alcoholes sobre la quimoluminiscen-~
cia del citocromo-¢ con peréxido de hidrégeno (phg. 67) y sobre homogeneizados
de semillas de soja (pdg. 98) no permite eliminar la posibilidad de que los ra-
dicales OH® participen en la reaccién, ni la de que radicales OH' eventualmen-
te formados reaccionen rédpidamente con la proteina circundante.

En ausencia de oxigeno, la reaccién (13) no puede ocurrir,pero no se im-
pide que ocurra alguna de las reacciones 29, 30, 50, 51, 52, 53 y 54, acumulén-
dose R'. La finica reaccién de terminacién posible en este. caso seria la reaccién
(54) que no lleva a la formacién de especles excitadas.3i a un sistema que ha
evolucionado en ausencla de oxfgeno se lo oxigena, aumentard rdpidamente la con-
centracién de ROO’ por la reaccién (13), cuya velocidad estd controlada por di-
fusién. En estas condiciones prevalecerdn las reacciones de terminacién (57) y
(58) ya que serd mayor la concentracién de ROO° que la de R° (Pryor, 1973),
llevando a la formacién de especies excitadas. Esto justificarfa el hecho de
que en todos los sistemas estudiados la eliminacién de oxigeno del medio inhi-
be la emisién y la reincorporacién del mismo reactiva la emisién. La mayor ace-
leracién- inicial observada cuanto mayorlhaya sido el tiempo que el sistema ha
estado en anaeroblosis indica que la acumulacién de R* es funcién de dicho tiem-
po. Las diferencias cinéticas en la emisién de homogeneizados de cerebro de ra-
ta segfin hayan sido preparados en anaerobiosis o en aerobiosis (Fig. 12) pue-
denexplicarse por este mismo hecho. En los homogeneizados preparados en anae-
robiosis la acumulacién de R’ hace que al agregar ox{geno al medio de reaccién,
la reaceién (13) ocurra en forma explosiva. Cuando los homogeneizados han sido
preparados en aerobiosis, la reaccién (13) y en consecuencia las reacciones (57)
y (58) ocurren en un nivel bajo (-pero no nulo) y continuo, estando inhibida s6-
lo por la baja temperatura. Al calentar el sistema, el aumento de la emisién de-
pende de la velocidad de las reacclones (57) y (58), que dependerd de la acumu-
lacién de ROO" (que serd menor que en el caso anterior) y de la velocidad de
formacién de R° (que serd igual que en el caso anterior). La emisién esponténea
de higado de rata y la inducida por CCl4 ¥ la de mitocondrias de higado de rata
en presencla de peréxido de ter-butilo presentan una dependencia marcade con la
concentracién de ox{geno (Tabla V; Fig. 40'y figuras 28 y 30), explicable por
las mismas razones. Resultados semejantes para la fotoemisién que acompafia la

reaccién de la lipoxigenasa han sido descriptas por Boveris y col., (1980 b).
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El cianuro inhibe la emisién luminosa de homogeneizados de higado de rata
con hidroperéxido de ter—butilo y oxfgeno (Fig. 36), mitocondrias de higado de ra-
ta con hidroperéxido de ter-butilo (Fig. 31), lipoxigenasa suplement: la con 4cido
linoleico y homogenelzados de semillas de soja (Figuras 44 y 48)y citocromo-¢ en
presencia de peréxido de hidrégeno (Fig. 23) lo cual indicaria que actuaria inhi-
biendo la formacién de radicales libres o su accibén sobre la proteina. Hay pocos
sistemas quimioluminiscentes que son insensibles al cianuroj entre ellos figura
la a. castellanii (Lloyd y col., 1980) y los leucocitos polimorfonucleares (Cade-
nas y col., 1980 g). La inhibicién de la emisién de la mezcla de hidroperéxido de
ter-butilo con citocromo-¢ por cianuro de potasio se deberia a su capacidad de
complejar al Fe3+. El citocromo-¢ cataliza la destruccién de ROOH llevando a la
emisién de fotones (reaccién 50) cuando esté desnaturalizado (Fig. 22). En estas
3+

condiciones al menos una de las seis valencias de coordinacién del Fe” estaria
libre. Esta valencia libre serfa indispensable para su accién catalitica ya que
su bloqueo con CN_ inhibe la reaccién fotoemisiva. Esta explicacién estaria apo-
yada por el hecho de que el cianuro de potasio inhibe competitivamente la emisién
de citocromo-c con peréxido de hidrégeno (Fig.25) no puede deberse a su actividad
de superéxido dismutasa ya que agregando superéxido dismutasa al medio de la reac-
cién no se altera la emisién y la actividad de catalasa también se descarta ya
que esta actividad estd presente sélo en el cobre sin complejar (Sigel, 1969). El
hecho de que no actfien sobre la destruccién de la banda Soret sugiere que actéan
en la etapa de emisién de fotones (reacciones 15, 16 y 59) sin alterar mayormen-
te la cadena de reacciones de radicales. Esto podria deberse a una inhibicién en
la emisién bimolecular de oxf{geno singulcte por efecto de Atomo pesado (Turro,
1978, pég. 125).

Identificacién de las especies fotoemisivas.

De acuerdo con los mecanismos de reaccién propuestos y generalmente acepta-
dos para explicar la emisién en sistemas biolégicos, las especies fotoemisivas
podrian ser carbonilos excitados (especies triplete) y oxigeno excitado (oxigeno
singulete). En medios oxigenados la reaccién (61) dificultarfa la deteccién de
una emisién proveniente de un carbonilo triplete pese a que en algunos sistemas
especiales, en los cuales el carbonilo triplete se origina protegido del oxige-
no del medio esta emisién es detectable (Cilento, 1980). El anélisis espectral
de la emisibén y el estudio del efecto de activadores e inhibidores de la emisién

debido a las diferentes especies mencionadas, ayudard a determinar cudl es la o
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las especies fotoemisivas. Cuanto mis complejo es el medio en que la reaccién
fotoemisiva ocurre, més anchas serén las bandas (Andersen y col., 1978) lo cual
puede llevar a superposiciones espectrales imposibles de resolver. '

Cuanto menor sea la emisién, mayores serdn los errores experimentales y me-
nor serd la definlcién con que podrd obtenerse el espectro. Dados los bajos va-
lores de emisién de algunos de los sistemas estudiados (semillas de soja, 6rga-
nos "in situ") los espectros obtenidos en uno u otro de los contadores de foto-
nes descriptos tienen errores experimentales altos (en varios casos se trabajé
en el limite de resolucién de los instrumentos). La concordancia entre los es-
pectros obtenidos para preparaciones equivalentes en los dos contadores de fo-
tones descriptos en la Seccibén 2.2 es adecuada (Fig. 13).

Los espectros de los diversos sistemas estudiados son diferentes entre si
lo cual harfa pensar en mids de una especie fotoemisiva. Los espectros de los ho-
mogeneizados de cerebro en presencia de oxfgeno (Fig. 13) presentan una banda
ancha centrada en 630 + 20 nm, sin emisién por encima de 700 nm. 5i bien una ban-
da centrada en 630 nm podria corresponder a la banda de 634 nm descripta para la
emisién bimolecular de oxfigeno singulete, el ancho de la banda y la falta de e-
misién en la zona de 700 - 720 nm hace diffcil pensar en esta especie (Khan y
Kasha, 1963; Khan, 1976). Tampoco parece haber una contribucién directa signi-
ficativa de carbonilos excitados ya que la emisién por debajo de 525 nm es es~
casa. Si1 bien es posible que se formen carbonilos excitados que transfieran su
energia a otras especies que sean las fotoemisoras, no hay atn datos experimen-
tales que permitan confirmarlo.

La distribucién espectral de la emisién de mitocondrias y homogeneizados de
higado de rata suplementadas con hidroperéxido de ter-butilo (Figuras 32 y 37) es
semejante con dos bandas anchas en 470 = 490 nm y 575 -~ 600 nm. Si bien han sido
descriptas para la emisién bimolecular de oxfgeno singulete bandas centradas en
470, 580, 640 y 710 nm (Khan y Kasha, 1963; Khan, 1976) las alturas relativaa de
estas bandas decrece al aumentar la longitud de onda d¢ la bande. En los homogenei-
zados y mitocondrias de higado de rata la altura relativa de la banda de 575 nm es
mayor que la de la de 480 nm y la emisién a 700 - 720 nm es muy baja. Si blen es
factible que las alturas relativas de las bandas se modifiquen al ser més com=
plejos los medios de reaccién, no hay pruebas suficlientes como para asignarlas
a las transiciones descriptas. La emisién por debajo de 500 nm podria deberse a
carbonilos excitados. Las porfirinas, que fluorescen a 589 y 620 nm podrian lle-
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gar a justificar los picos a 575 nm y la emisién a 600 nm., No se dispone de e-
videncia experimental que permita confirmar o rechazar esta hipbétesis. El higa-
do de rata "in situ" en presencia o ausencia de CCl4 tiene una emisién que es
predominantemente roja, con el 90 + 10 % de la emisién detectada a longitudes
de onda mayores que 650 nm. (Figuras 41 y 43). El alto porcentaje de luz roja
hace pensar en la emisién bimolecular de oxfigeno singulete. La falta de reso-
lucién en la zona de 720 - 900 nm (por no disponer de filtros adecuados para
dicha zona espectral) es un serio inconveniente para apoyar esta idea. Dada la
compleja composicién de todos estos sistemas y las caracteristicas de los es-
pectros obtenidos, no es improbable que haya transferencia de energia de una
especie primaria formada a otros componentes celulares y que sean éstos los
emisores.

El comportamiento espectral de la emisibén en sistemas provenientes de 6r-
ganos de animales depende de la integridad del 6rgano y de su composicién,
siendo relativamente independiente del agente iniciador. La emisién de higado
"in situ" (esponténea o inducida por CClA) es predominantemente roja (Figuras
41 y 43); la emisibén de homogeneizados de higado (en presencia o ausemcia de
t-BOOH) y de mitocondrias de higado (Figuras 32 y 37) son semejantes entre si
con sélo un 5 - 10 % de la emisién por encima de 700 nm. La emisién de homoge-
neizados de cerebro en presencia de oxigeno (Fig. 13) es completamente dife-
rente de la de homogeneizados de higado en presencia de oxigeno. Es interesan-
te hacer notar que cuanto mayor sea la integridad del 6rgano (y menores sus
emisiones) mayor es la importancia(porcentual) de la luz de longitud de onda
mayor que 700 nm en la emlsién total. La compartimentelizacién celular y el
bajo aporte de oxigeno al sistema, caracteristica del hfgado "in situ" pero no
del homogeneizado, pueden dificultar los procesos peroxidativos de manera que:
ocurran selectivamente ciertas reacciones. Al destruir el tejido (homogeneiza-
dos) y someterlo a concentraciones de oxigeno altas, se facilita la interaceién
entre diferentes componentes que en la célula entera estarian aislados. Esto
podria ser la causa principal de la mayor emisién de los homogeneizados y del
corrimiento al azul en la emisién detectada.

El DABCO, que aumenta la emisién bimolecular d®l oxigeno singulete sin al-
terar la distribucién espectral (Deneke y Krinsky, 1977) aumenté la emisién de
homogeneizados de higado de rata en presencia de t-BOOH sélo en un 20 % (Fig.
38) alterando significativamente la cinética de la emisién.
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En el caso de la emisién de higado de rata "in situ" este incremento fue
muy poco marcado (P4g. 86 y Fig. 87). En ambos casos, dados los errores expe-
rimentales y por tratarse de sistemas biolégicos, la diferencia se consideré
en el 1limite de lo que es estadisticamente significativo y no se llevé a ca-
bo un anélisis espectral ya que las cventuales diferencias en la distribucién
espectral quedarfan cubiertas por el error experimental. El dibromoantraceno
sulfonato que aumenta la emisién debida a carbonilos excitados no tuvo efecto
sobre la emisién de homogeneizados de higado de rata en presencia de t~BOOH
(pg. 82). Esto puede ser consecuencia de la alta concentracién de oxigeno en
el medio. La emisién de semillas de soja bajo una variedad de condiciones expe-
rimentales tiene una distribucién semejante: la emisién predominante estd en
la regién roja con una contribucién importante de la banda de 650 - 720 nm con
otras bandas relativamente menos importantes (Figuras 51 y 52). Hay una emi-
5i6n temoldbil a longitudes de onda menores que 600 nm mostrando la presen=-
cia de moléculas desnaturalizables relacionadas con la fotoemisién (Fig. 52
A y C). Una distribucién expectral que podria considerarse semejante a esta
fue descripta por Inaba y col., (1979) para la quimloluminiscencia que acom-
pafia la descomposicién del hidroperéxido del 4cido linoleico con bandas cen-
tradas en 480, 575 y 640 nm. También Boveris y col., (1980 b) han desecripto
bandas: a 450, 550 y 630 nm para la emisién de lipoxigenasa. Si bien no hay
-acuerdo absoluto, al menos no hay discrepanclas grandes entre las bandas des~
criptas para la emisién de semillas de soja y las conocidas para la emisién
bimolecular de oxigeno singulete. Es importante que un alto porcentaje de la
emisién esl4 ubicada entre 650 y 720 nm. E1 DABCO aumenta la emisién (Tabla IX,
Seccibn 5.3.2), y el espectro no es alterado significativamente (Figuras 52 A
y B). Esto apoya la idea de que al menos parte de la emisién se deberia a la’
emisién bimolecular de oxigeno singulete. S1 bien no se encontré efecto de
DZO’ que aumenta la vida media del oxfgeno singulete 10 veces con respecto a
la vida media en agua (Turro, 1978, pig. 588) se encontré un aumento mayor en
la emisién debida a DABCO si éste se disolvia en D,0 (Tabla IX). La falta de
efecto del agua pesada podria deberse a que en la semilla el sistema emisor no
estd en un medio acuoso sino en un medio mucho. més complejo. Esto justificaria
también la falta de relacidén entre los aumentos en la emisién debida a solven-
tes y su capacidad de aumentar la vida media del oxigeno excitado (Tabla IX).

6.3 DEPENDENCIA DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA CON LA TEMPERATURA.
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El aumento continuo de la emisién con la temperatura hasta temperaturas
mayores que 50°C es-caracteristica comfin a todos los sistemas estudiados (Fig.
14, 22 y 45) apoyando el concepto de que en todos los casos las reacciones de
radicales en cadena son responsables de la fotocmisién. Se ha descripto emi~-
si6n luminosa acompaiiando procesos enzimdticos (emisién de lipoxigenasa con
écido linoleico; Boveris y col., 1980 b) y no enzimAticos (autooxidacién de
écidos grasos; Inaba y col., 1979) y procesos catalizados por protefnas sin
funcién enzimética (hemoprotefnas con hidroperéxidos; Cadenas y col., 1980 a).
La dependencia con la temperatura de estos procesos es diferente. La principal
diferencia entre la dependencia con la temperatura de un proceso de autooxida-
cién y de una reaccién enzimdtica es que en el segundo caso hay una temperatu-
ra 6ptima. Cuando ambos procesos pueden ocurrir, la emisién final detectada
depende de las probabllidades con que ambos suceden. El aumento de la veloci-
dad de emisién de citocromo-c en presencia de t~-BOOH con la temperatura (Fig.
14) se debe fundamentalmente a la mayor facilidad con que las reacciones de
radicales en caderaocurren a mayores temperaturas. Si bien las altas tempera-
turas favorecen la desnaturalizacién de la proteina, las Figuras 14 y 22 mues-
tran que hay un marcado efecto sobre la velocldad de la emisién cuando atin no
hay desnaturalizacién significativa de la protefna. Los diagramas de Arrhenius
en ambos casos indican que si bien la desnaturalizacién de la proteina y el au-
mento de emisién por temperaturas altas son procesos :_independientes, ambos
contribuyen a aumentar la fotoemisién. En los homogeneizados de higado de rata
puede haber autooxidacién de Acidos grasos de la membrana. Sin embargo, el
diagrama de Arrhenius se superpone con el del citocromo~-g, ambos en presencia
de t-BOOH (Fig. 14).

En un sistema enzimdtico simple (lipoxigenasa suplementada con écido lino-
leico) el sustrato se peroxida por accibén de la enzima y por autooxidacién, pu-
diendo separarse ambos fenémenos por preincubaciones adecuadas (Fig. 45. Cuan-
do se preincuba a diferentes temperaturas sélo el sustrato (es decir que se
autooxida parcialmente el sustrato antes de iniciar la reaccién), la dependen-
cla de la emisién con la temperatura estd controlada por este fenémeno. Cuan-
do se preincuba sélo la enzima se observa una dependencia con la temperatura
tipica de un proceso enzimético. Cuando se preincuban tanto la enzima como el
sustrato se observa una dependencia con la temperatura que parece ser una com-

binacién de las dos situaciones anteriores. Esta separacién entre reaccién en-
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zimdtica y autooxidacién a través de preincubaciones no se puede hacer con se=~
millas de soja enteras. En este caso la semejanza entre las formas de la curva
de dependencia de la emisién con la temperatura y las energlas de acfivacién
con las de la lipoxigenasa en presencia de Acido linoleico cuando se preincu-
ban tanto el sustrato como la enzima hacen pensar que en la emisién de las se~
millas pueden participar ambos procesos. La forma del diagrama de Arrhenius y
los valores de las energfas /e activacién estén de acuerdo con el hecho de que
a bajas temperaturas la emisifn est4 controlada por el proceso enzimdtico y a
altas temperaturas por el proceso no enzimAtico. El aumento marcado de la emi-
sién despues de calentar semillas de soja a 110°C durante 12 horas, nuevamen=-
te estd de acuerdo con una activacién de un proceso de radicales libres no en-
zimdtico que una vez que se ha iniciado no se detendrd, y atin aumentard su veloci-
dad dade la gran cantidad de sustratos presente y el agotamiénto de las defen-
sas antioxidantes.

6.4 QUIMIOLUMINISCENCIA Y DEFENSAS CONTRA AGENTES OXIDANTES E INTEGRIDAD DEL SISTE~
MA.

La quimioluminiscencla en sistemas biolégicos es consecuencla de procesos
peroxidativos y es funcién de la relacién entre agentes oxidantes y antioxidan-
tes presentes. Agentes antioxidantes como las vitaminas A y E, la catalasa, la
glutatién peroxidasa y la superéxido dismutasa inhiben los procesos peroxidati-
vos (Chance y col., 1979). Una composicién lipidica con alto porcentaje de 1li-
pidos insaturados y la actividad de enzimas oxidantes favorecen estos procesos
(Pryor, 1978).

La emisién de homogeneizados de cerebro preparados anaerébicamente aumen-
ta bruscamente al oxigenarlos pero los homogeneizados de higado ensayados en
las mismas condiciones presentan una fase de retardo que dura aproximadamente
30 minutos (Figuras 12 y 33). Las velocidades de emisién méxima (expresadas
como cps/mg de proteina) son considerablemente mayores para cerebro que para
hipado (Tabla III). Esta diferencia también se observa en los niveles de ma-
lonaldehido formados (Fig. 33). Ya se ha discutido desde el punto de vista de
la acumulacién de radicales libres cual podria ser la causa de la ausencia o
presencia de fase de retardo en homogeneizados de cerebro (Seccién 6.2.5). La
comparacién de los niveles de pro y antioxidantes en higado y cerebro permiti-
rd explicar més a fondo estos procesos., la fase de retardo inicial presente en

homogeneizados de higado pero ausente en los de cerebro podria responder al



tiempo necesario para que los antioxidantes endégenos se agoten: el higado a-
cumula 10 a 20 veces mds vitamina A que otros tejidos (Olson, 1968) y tiene
altos niveles de glutatién peroxidasa, superéxido dismutasa y catalasa>(Chan-
ce y col., 1979); el cerebro tiene un bajo nivel de glutatién peroxidasa y ca-
talasa (Sinnet y col., 1980 y pAg 76). El contenido de lipidos de cerebro e hi-
gado es de 1,85 y 1,27 mg/g de tejido respectivamente (White, 1973). Teniendo
en cuenta que la relacién de lipido insaturado a 1ipido saturado es de casi 1l
para ambos, habria 0,9 y 0,6 mg de 1ipido insaturedo por gramo de peso para
cerebro e higado respectivamente, lo cual estaria de acuerdo con un mayor po-
tencial peroxidable en cerebro. La destruccién de la estructura caracteristi-
ca de las membranas seria, en consecuencia, més dafiina en tejldo nervioso que
en'hepético, que es lo que se observa a través de las medidas de quimioluminis-
cencia. La diferencia de respuestas frente al estimulo de hidroperéxido de ter-
butilo de homogeneizados de higado y de cerebro eran esperables. Los hidroperéxi-
dos act@an a través de la ruptura homolitica del enlace peroxi, catalizada por
hemoproteinas (Cadenas y col., 1980 a y b). La diferencia en niveles de hemopro-
teinas de cerebro e higado pueden hacer que la cantidad de hidroperéxido necesa-
ria para tener una respuesta 6ptima sea diferente en smbos casos siendo el rango
de concentraciones en el cual el peréxido es efectivo como activador mucho menor
en el cerebro (la respuesta quimioluminiscente de un sistema hemoproteina/hidro-
peréxido tiene una relacién hemoproteina/hidroporéxido para la cual la respues-
ta es méxima; Cadenas y col., 1980 a).

Las mitocondrias de higado de rata constituyen un sistema relativamente
simple donde influyen la integridad de la organela cn la respuesta a agresio-
nes peroxidantes. Si bien la reaccién con hidroperéxido de ter-butilo rompe las
membranas, durante los primeros 3 - 5 minutos dec agregado el peréxido, la organe-
la mantiene su integridad, como lo demuestra el hecho de mantenerse el contrql res-
piratorio (Fig. 28 A). La cinética de la emisién depende principalmente del medio
de engsayo y tratamiento previo de la preparacién (Fig. 26). Las membranas mito-
condriasles enteras y las mitocondrias enteras tienen un comportamiento cinético
diferente (Fig. 27) lo cual indica que la intcgridad de la mitocondria es un
factor determinante en las caracteristicas de la fotoemisién. Stauff y Ostrowsky
(1967) describieron una quimioluminiscencia cn membranas mitocondriales que au-
mentaba con la edad de la preparacién y dependia del tratamiento que recibia;
supusieron que esta emisién no respondia a fenémenos fisiolégicos. La emisién
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méxima no depende apreciablemente del estado metabblico de la mitocondria (Fig.
29), lo que estaria de acuerdo con esta suposicién. La independencia de la emi-
sién luminosa inducida por t~BOOH 5 mM con el estado metabbélico de la mitocon-
dria responderia fundamentalmente al hecho de que la agresién de peréxido 5 mM
es mucho mayor que cualquiera de las variaciones que pudieran deberse a la
produccién endbégena de hidroperéxidos. Una mitocondria de higado o corazén de
rata puede producir 0,3 - 0,6 nmoles de H202/hin.mg de protefna (Chance y col.,
1979); Boveris y Chance, 1973). Si una concentracién de t~-BOOH de 5 mM produce
una emisién méxima de 800 cps (Fig. 17), considerando un volumen de./ ml y 12
mg de proteina y 20 pmoles de hidroperéxido en dicho volumen, para la produc-
cién mitocondrial de H202 en un sistema con la misma cantidad de proteina se
esperarfan 3 cuentas por segundo en la cubeta (considerando que el H202 es 10
veces més efectiva que el t~BOOH: en inducir emisién luminosa en un sistema
modelo, Tabla II). En consecuencia, la variacién de la emisién luminosa debida
a la produccién de moléculas oxidativas durante la respiracién mitocondrial no
serfa detectable. Aparcntemente la emisién que se mide en presencia de hidro-
peréxidos refleja fundamentalmente un proceso destructivo que involucra a los
1lipidos y las proteinas de la membrana. Las diferencias observadas en los dis-
tintos estados metabblicos podrian llegar a atribuirse al mayor consumo de o-
xigeno en los estados 1, 4 y 3, en cse orden,

La dependencia de la emisién con la concentracién de oxigeno (Fig. 30)
indicaria que ocurren dos procesos independientes: uno de muy alta afinidad
por el oxigeno que ocurriria al iniciarse la reaccién y para el cual la inte-
gridad de la mitocondria serfa indispensable y otro a tiempos largos que se-
rfa semejantc al que ocurre en membranas mitocondriales. Los bajos niveles de
emisién de las mitocondrias indicarfia que no son el factor principal responda-
ble de la emisién de homogeneizados de higando de rata.

Un comportamiecnto especial y coherente con el de los correspondientes ho-
mogeneizados es el de las mitocondrias de cerebtro de rata frente al estimulo de
t-BOOH en altas concentraciones (pdg. 69). La falta de respuesta estd de acuer-
do con la inhibicién de la emisién de homogeneizados en dichas condiciones (Fig.
17). As{ como la integridad de la mitocondria disminuye los valores de la emi-
sién méxima, ya se ha indicado que la integridad de un érgano no sélo disminu-
ye los valores de las cmisiones sino que también cambla sus caracteristicas es-

pectrales y el mismo fenbmeno se observa con semillas de soja (Seccién 6.2.6).
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Esto indica que si bien en la célula normal hay una compleja mezcla de
proteinas y 1ipidos que, puestos en solucién se peroxidan fécilmente (Pryor,
1973, 1978) la compartimentalizacién de la célula, sumado a la accién y re-
clclaje de agentes y enzimas antioxidantes y el control de las concentracio-
nes de oxfgeno tisulares disminuyen el peligro potencialmente alto de que o-
curran procesos peroxidativos a valores bajos y controlables. Cuando por pa-
tologias diferentes o disminuye el nivel de agentes antioxidantes o se des-
truye o dafia la estructura membranosa de la célula, la posibllidad de que

las reacciones oxidativas normales de la célula hagan aumentar los niveles
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de radicales libres aumenta considerablemente, pudiendo ser causa y consecuen—

cia de diversos dafios tisulares.
LA QUIMIOLUMINISCENCIA COMO UN ENSAYO NO INVASIVO.

Los ensayos para procesos peroxlidativos que son no invasivos permiten
estudiarlos en condiciones fislolégicas. En el caso de la quimioluminiscen-
cla de superficies de 6rganos, si bien la agresién que representa la aneste-
sla y exposicién del 6rgano es grande, es menor que la que produce sobre el
tejido cualquier otra técnica clésica empleada para estudiar procesos pero-
xidativos. En el caso de semillas de soja o embriones este problema no exis-
te y puede estudiarse el sistema en condiciones normales. El higado de rata
tiene una emisién de muy baja intensidad. Esta emisién fue descripta por
Tarusov en 1964 y por Shimizu y col., en 1973. Boveris y col., en 1980 (a)
han demostrado que esta emisién aumenta cuando se perfunden animales con t-
BOOH. En el presente trabajo se lo ha hecho usando CCl4 como agente pro-oxi-
dante hepAtico. Se sabe que la toxicidad del CCl4 se debe a su capacidad de
formar radicales libres estables. La ruptura de un enlace C-Cl por el cito-
cromo P 450 origina radicales CCl3 (reaccién 51) iniciando reacciones de ra-
dicales en cadena que llevan a la peroxidacién de los lipidos y otros compo-
nentes celulares (Recknagel, 1977). El CHCl3 que por ruptura homolitica del
enlace C-Cl da radicales menos estables no actfia de esta forma. La adminis-
tracién intraperitoneal de CClA oen ratas induce una emisién de fotones so-
lamente en el hfigado (phg. 85) siendo el aumento de emisién inmediato a la
inyeccién del halometano. Esta emisién depende de que haya circulacién del
intestino al higado (Fig. 40) y el efecto es eccpecifico para el higado, es-
tando de acuerdo con que la metabolizaclén del CCl4 se produce a través del
cltocromo P 450 hepéAtico.
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La emisién espontdnea puede depender de mecanismos moleculares diferen-

n diferencidndo~
se principalmente en la forma de iniciarse los procesos, aunque respondiendo to-

tes que la inducida por hidroperéxido de ter-butilo o por CCl

dos a mecanismos peroxidativos que involucran radicales libres. Es un hecho im-
portante que la emisién espontédnea depende de que haya circulacién de sangre por
el higado (Tabla IV) ya que permite eliminar la posibilidad de que la emisién
sea solamente una emisién superficial debida a la exposici6én del higado a una
presién de oxigeno superior a la del medio interno de la rata. En un higado ex-
puesto por 20 minutos, la emisién cae lentamente a un valor que es de 80 + 5 %
de su valor inicial. Este efecto es esperable si se tiene en cuenta que la su-
perficie del higado puede secarse y, aunque el animal estd vivo y termostatiza-
do, la situacién no fisiolédgica de higado expuesto y la anestesia profunda pue-
den inducir alteraciones en la capacidad de mantener la regulacién del medio
interno afectando la emisién. Es dificil estudiar en estos casos el efecto del
anestésico sobre la emisién porque es imposible trabajar con animales sin anes-
tesiar. Si bien es posible trabajar con animales desmedulados, la situaclién de
animal desmedulado es considerada menos fisiolégica que la de anestesiado. Un
estudio a fondo con diferentes anestésicos o, en el caso de emisién de cerebro,
estudios con animales trepanados empleando anestesia leve o sin anestesia (d-
nico caso de exposicién de 6rgano en el que es posible trabajar sin anestesia)
pueden ayudar a mejorar la informacién.

Una situacién fisiolégica de pran interés en la cual se alteran conti-
nua y suavemente los aportes de oxipeno a los 6rganos es el proceso de enve-
jecimiento. Cuanto mayor es el peso del animal (més viejo es) menor es el a-
porte de oxigeno a los érganos (Dehn y Bruce, 1972) y menor es la posibili-
dad de formar peréxidos. FEsto deberia reflejarse en los niveles de quimiolumi-
niscencia y es lo que se observa (Fig. 42) en la emisién esponténea de higa-
do de rata. Cuanto mds joven es el animal, mayor es la emisién por unidad de
drea del higado, siendo notable la variacién para animales jévenes, donde la
velocidad de envejecimiento es alta. Como los procesos oxidativos ocurren en
todos los érganos y todos los sistemas biolégicos (Chance y col., 1979), todos
los érganos de rata deberfan ser capaces de emitir (Tabla VI). El comportamien-
to especial de cerebro "in situ" es consistente con su comportamiento especial

observado en homogeneizados y puede oxplicarse por las mismas causas; ademés
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"in vivo" hay que tener en cuenta que el cerebro es el érgano que més oxigeno
consume; combinando los bajos niveles de antioxidantes, la presencia de enzi-
mas peroxidantes y el alto nivel de prooxidantes (Sinnet y col., 1986), se
explican sus altos niveles de emisién. El intestino emite menos que el cere-
bro pero mds que el higado, siendo ésta una emisién insensible al CClL. El
intestino tiene tejido adiposo expuesto que podria responder en parte por la
emisién observada. La emisién . de mlsculo, iguallque la de higado refleja el
consumo de oxigeno de ambos.

La fuerte dependencia entre la emisién y el aporte de oxigeno al érgano
o la edad del animal convierten a la quimioluminiscencia en una técnica ade~
cuada para el estudio de proceses fisiolégicos o patolégicos en los cuales
la integridad del 6rgano, su metabolismo oxidativo o sus niveles de oxigena-
cién se encucntran alterados. Es una técnica que permite el estudio integral
del érgano. [l desarrollo de instrumental adeccuado permitiré el estudio loca-
1lizado en microestructuras del tejido. Estos instrumentos deberian ser capa-
ces de detectar emisiones mucho menores que las descriptas en este trabajo
por lo que deberfan tener un ruido electrénico menor que los actuales. El he-
cho de tener que detectar fotones emitidos por Areas menores permitiria usar
tubos fotomultiplicadores mAs chicos, lo'que disminuiria considerablemente el
ruido electrédnico; el empleo de amplificadores méds sofisticados que el que
tienen los instrumentos descriptos en este trabajo (pero que ya han sido de-
sarrollados) también permitird disminuir el ruido, lo cual permitiré detec-
tar seflales menores. La posibilidad de estudiar la emisién en el interior del
tejido a través de gufas épticas delgadas(introducidas en el tejido) o de ha-

cer barridos de superficie ofrece interesantes posibilidades de estudio.
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. La luminiscencia de baja intensidad puede ser medida con contadores de fotones

o con contadores de centelleo con el circuito de coincidencia desconectado. Las
eficiencias de conteo en los diversos instrumentos es variable y depende de las
caracteristicas geométricas del instrumento y de la sensibilidad y tiempo de u-
so de los tubos fotomultiplicadores.

La reproductibilidad de los resultados en los distintos instrumentos (ciné-
ticas, dependencias con las concentraciones de reactivos, distribuciones espec~
trales) es satisfactoria.

Las reacciones quimioluminiscentes son altamente dependientes de la temperatura.
Como en estas reacclones suelen combinarse procesos de autoxidacién de 1ipidos
con reacclones enzimaticas, el aumento de la temperatura implica generalmente
un aumento en la fotoemisién.

Los rendimientos cuinticos de las reacciones quimioluminiscentes estén en el

orden de 10710 - 10712 fotones/molécula reaccionante.

. Se ha encontrado un paralelismo entre las caracteristicas de las emisiones de

fotones y las medidas realizadas con otras técnicas empleadas en el estudio de

procesos peroxidativos (formacién de malonaldehido, liberacién de alcanos, li-
beracién de glutatién en bilis).

. Para que un sistema biolégico emita, es necesario la presencia de oxigeno. Los

atrapadores de radicales libres y el cianuro inhiben la emisién de la mayor par-
te de los sistemas estudiados.

La identificacién de las especies fotoemisivas sobre la finica base del estudio
de las distribuciones espectrales no es posible. Los espectros suelen presentar
bandas muy anchas y ser complejos.

El comportamiento espectral de la emisién en sistemas provenientes de 6rganos

de animales depende de la integridad del 6rgano y de su composicién, siendo re-
lativamente indepcndiente del agente iniciador.

Los resultados de la distribucidén espectral de semillas de soja y el efecto del
DABCO son consistentes con la idea de que, al menos una de las especies fotoemi-
sivas pueda ser el oxigeno singulete.

. El efecto de calentamiento de semillas htimedas sobre la distribucién espectral

de su emisién indica la presencia de una molécula termolédbil relacionada con la
emisién.

Los estudios de efecto de temperatura sobre la emisién de semillas de soja y de

la lipoxigenasa sumado a los efectos de inhibldores, indican que en dicha emi-
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sién participan al menos dos procesos: la reacciédn de la lipoxigenasa y la auto-
oxidacién de Acidos grasos.
11. La quimioluminiscencia es un ensayo no invasivo y no destructivo que permite es-

tudiar procesos peroxidativos en condiciones fisiolégicas.
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La luminiscencia de baja intensidad en sistemas biolégicos refleja directa
o indirectamente procesos de peroxidacién lipidica (Boveris y col., 130 a, Ca-
denas y col., 1980 a). Si bien habfa abundante informacién sobre la de algunos
sistemas como leucocitos polimorfonucleares (Nakinuma y col., 1979), peroxidasa
de rébano con isobutiraldehfdo (Cilento, 1980), lipoxigenasa con 4cido linoleico
(Boveris y col., 1980 b), era muy poca la informacién que habia sobre la emisién
de sistemas més complejos, especialmente 6rganos de mamiferos "in situ" y semi-
llas enteras.

Las técnicas de conteo de fotones estdn desarrolladas, especialmente en lo
que a contadores de centelleo se refiere, pero recién en los Gltimos 10 afios se
han comenzado a aplicar a la medicién de emisiones de baja intensidad en siste-
mas biolégicos. La variedad de instrumentos empleados en dichas medidas hizo in-
teresante la comparacién de sus rendimientos y propiedades. Se han comparado las
medidas obtenidas para sistemas de emisién constante y variable con ol tiempo
con cinco instrumentos diferentes (tres contadores de centelleo con el circuito
de coincidencia desconectado y dos contadores de fotones). los valores de las e-
misiones medidas dependen de las caracteristicas geométricas del aparato (4rea
del fototubo, distancia de la muestra al tubo, 4rea de la zona emisiva).

Se ha hallado entre los aparatos empleados una buena reprodutibilidad de
las cinéticas y de los espectros de emisibén. El estudio de las emisiones de sis-
temas en solucién simple (citocromo ¢ en presencia de hidroperéxidos, o lipoxi-
genasa con dcido linoleico), o complejos (homogeneizados de érganos, o de semi-
llas de soja, mitocondrias de higado) indican que la emisién depende de la tem-
peratura y de la concentracién de oxigeno y de reactivos. Todas las emisiones son
inhibidas por cianuro de potasio y por el atrapador de radicales libres di-ter bu-
til quinol. Fn sistemas que contenfan lipoxigenasa, el 4cido salieil hidroxémico,
inhibidor selectivo de dicha enzima también inhibié la emisién.

Los sistemas enteros (érganos "in situ", semillas) tienen emisiones de in-
tensidad mucho menor que los sistemas en solucién. Agentes adecuados (como CClA
en el caso de 6érganos "in situ" y agua o diversos solventes orgénicos en el caso
de semillas) aumentaron significativamente las emisiones.

E1 estudio de las distribuciones espectrales de las emisiones detectadas no
permiten identificar inequivocamente las especies fotoemisivas. De acuerdo con
las teorf{as més aceptadas (Boveris y col., 1980 a, Cadenas y col., 1980 a,b,c;
Deneke y Krinsky, 1977; Inaba y col., 1979) las especies que podrian llegar a



emitir son carbonilos excitados que emiten en la regién de 400 = 500 nm y el
oxigeno excitado cuyas emisiones mis caracteristicas estén a 634 y 703 nm (Khan
y Kasha, 1963). Ninguna de las distribuciones espectrales estudiadas (homogenei—
zados de higado y cerebro de rata, mitocondrias de higado de rata, higado de ra-
ta "in situ", semillas de soja, usando agentes inductores adecuados para cada
caso) responde a estos patrones. En algunos casos (érganos "in situ" y semillas
enteras) el alto porcentaje de luz roja y el efecto del DABCO (que aumenta la e~
misién luminosa debida a la emisién bimolecular del oxigeno excitado sin alterar
el espectro de la emisién, Deneke y Krinsky, 1977) haria pensar que el ox{geno
slngulete es como una de las especies emisoras.

Cuanto mayor es la integridad del sistema emisor, mayor es el porcentaje
de luz roja en la emisién. Por otra parte son mds importantes en la distribucién
espectral de la emisién las caracteristicas del emisor que las del inductor.

Una de las grandes ventajas de los estudios de quimioluminiscencia de baja
intensidad, es su cardcter de no invasiva, lo cual, en la mayoria de los casos

permite recuperar la muestra en las condiciones originales.
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