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... De acuerdo con mi propuesta lo que caracteriza
al método empírico es su manera de exponer a falsa­
ción 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 más apto, sometiendo a todos a la más áspera
lucha por la supervivencia.

Karl R. Popper
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CAPITULO I

INTRODUCCION



l.1 GENERALIDADES

Los primeros estudios sobre quimioluminiscencia y bioluminiscencia tuvie­
ron interés académicoy estuvieron fundamentalmentedirigidos a entender los
mecanismosinvolucrados en la formación de estados moleculares excitados. El

desarrollo de instrumental electrónico que penmitió medir la emisión lumino­
sa con gran precisión, convirtió a la bioluminiscencia y a la quimioluminis­
cencia en técnicas útiles para el estudio de una serie de fenómenosde impor­
tancia biológica. La posibilidad de acoplar reacciones químicas o enzimáticas
a sistemas que emiten fotones permite determinar una variedad de compuestos
biológicos con una sensibilidad que dificilmente se obtendría por otros méto­
dos. Por medio de reacciones bioluminiscentes pueden determinarse fácilmente
HADH,NADPHy FMNen concentraciones menores que aquellas accesibles por es­

pectrofotometria y espectrofluorometria (Stanley, 1978), ATPy GTPen concen­

traciones del orden de picomolar (Karl, 1978 ; Lemasters y Hackenbrock, 1978),
la actividad de proteasas (Baldwin, 1978) y 1a concentración de aldehidos de
cadena larga también pueden ser determinadas por medio de reacciones biolumi­
niscentes o quimioluminiscentes (Ulitzur y Hastings, 1978).

La emisión espontánea de fotones en sistemas biológicos no esta restrin­
gida a aquellos organismos que contienen sistemas enzimáticos especiales como
el de la luciferina-luciferasa (Boveris y col., 1980 a). Se han detectado en
sistemas biológicOS un gran número de procesos quimioluminiscentes cuyas eni­
siones son de muybaja intensidad y que, a diferencia de aquellos con siste­
mas enzimáticos especiales, han sido clasificados comono funcionales (Cilen­
to, 1980). Entre ellos se puede mencionar a la quimioluniniscencia microsomal
en presencia de metabolitos carcinogénicos de hidrocarburos policiclicos (Se­
liger, 1975) o acompañandoprocesos peroxidativos (Nakanoy col., 1975; Sugio­
ka y Nakano, 1976; Hammany col., 1977), la quimioluminiscencia de órganos "in
situ" comoconsecuencia del metabolismo peroxidativo (Tarusov y col., 1961;
Shimizu y col., 1973; Boveris y col., 1980 a),1a quimioluminiscencia acompa­
ñando a la autooxidación de ácidos grasos (Orlov, 1975) y la oxidación enzima­
tica de acidos grasos (Mamedovy col., 1973); la quimioluminiscencia de mito­
condrias (Stauff y Ostrouski, 1967), la quimioluminiscencia acompañandoproce­
sos fagociticos (Trush, 1978), etc.

La posibilidad de estudiar el metabolismooxidativo a través de la medi­



1'2

1.2.1

1.2.2

da de la emisión de fotones, medida que puede 3er realizada en forma no inva­
siva, abre el campopara el estudio de proccsos peroxidativos y de pa+vlogias
asociadas al metabolismo oxidativo cn órganos “in situ" y sistemas vegetales
enteros.
ESTADOS ELECTRONICOS EXCITADOS .

Cuandouna molécula absorbe un fotón de frecuencia d yenergia hd, em­

plea esta energia para hacer que un electrón pase de un orbital ocupado de me­
nor energia a otro desocupado de mayor energia. A este último estado se lo lla­

asocinda al fotón incidente (ü) está relacio­
nada con la diferencia de energia de los orbitales entre los que se produce el
salto del electrón (E) por 1a ley de radiación de Planck (l)

ma estado excitado.La frecuencia

E=h.\) (l)
donde h es una constante universal igual a 6,624 . 10-27 ergio.seg
Estados sin ete tri lete.

Se define la multiplicidad total de un sistema Mcomo
1-1=2s+1 (2)

donde S es el spin total obtenido sumandolos valores de los números cuánti­
cos de spin para cada electrón de la molécula (el spin de un electrón puede
valer i 1/2) En la excitación electrónica uno de los electrones del par que
forma una unión en la molécula es excitado a un estado de mayor energia. Si el
electrón excitado tiene spin aparendo con el de su compañerola molécula no
posee momentode spin neto y H es igual a 1 (Fig. l). Este estado en presen­
cia de un campomagnético externo no sc desdobla permaneciendo como un solo
estado y por ello se lo llama singulete (S).

Cuandolos spíncs de los electrones están desapareados (paralelos,M = 3)
en presencia de un campomagnético externo se desdoblará en tres estados di­
ferentes y por ollo sc lo llama triplete (T)(Fig. l). Las transiciones de e­
lectrones entre estados singuletes y tripletes están limitadas por la regla
de conservación de spin: aquellas transiciones cn las cuales se conserva el
númerototal de spin está" cuánticnmcnto permitidas y ocurren fácilmente. Cuan­
do el número total de spin no se conserva la emisión está cuánticamente "prohi­
bida", lo cual significa que la probabilidad de que dicha transición ocurra es
muy baja pero no nula.
Procesos fotodependiggtgg.

La quimioluminiscencia, la bioluminiscencia, la fotoquimica, la fluores­



““““”""-‘ Salto ————__4______Absorciónhi) + —_____> permitida
---4:L—-——-- electrónico -————4———————por spin

Singulete (S) Singulete excitado (s)
(Spínes apareados) (Spines apareados)

--—’-——-’-- Salto electrónico —--;L-———-—‘ Ab3°r°?ónhi) + _————> prohibida
————— y cambio de spin P0r SPin

Singulete (S) Triplete (T)
(Spines aparcados) (Spines paralelos)

Fig. l. Estados singulete y triplete. Descripción del proceso de absorción de fo­
tones en los niveles orbitales de energia. Las flechas que interceptan
los niveles de energia representan electrones. La dirección de la flecha
representa 1a orientación del spin del electrón. (Turro, 1978, pág. 3).

ccncia y la fosforescencin son procesos fotodependientes relacionados entre si.
La absorción de luz por una molécula y algunas reacciones químicas pueden

producir estados electrónicamente excitados. Existen mecanismosradiativos y no
radiativos a través de los cuales un electrón excitado puede retornar a un es­
tado no excitado (o estado fundamental; Fíg. 2).

Situaciones tales comolas temperaturas elevadas y las descargas eléctri­
cas, ademásde la absorción dc luz, pueden llevar a estados electrónicamente
excitados (Seliger, 1978). Para que una reacción quimica pueda dar origen a un
estado excitado debe ser exergónica. Entre estas reacciones las más importantes
son las recombinaciones de iones y de radicales libres y las reacciones que 1n­
volucran oxigeno y peróxidon.

Cuandoun electrón que h1 sido excitado a un orbital de alta energia por
absorción de luz retorna a un orbít1l de baja energía, la diferencia de ener­
gia entre ambosorbitnlvs puede sor transferida al medio en forma de calor, (el
fenómenoes entonces una desactivación térmica) o emitida comoradiación a una

frecuencia menorque la de la radiación incidente (en esta caso se está ante
un fenómenofluorescente o fosfornnccnto, dependiendo de las caracteristicas
del estado excitado) (Ver sección 1.2.3 y Fíg. 2).

Cuandola energía de excitación es usada para producir cambios fisicos y/o
quimicos en la molécula se está ante un proceso fotoquimico. En un proceso
quimiolnniniscentc, el cstndo excitado sc origina a través de una reacción qui­
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Fig. 2 Esquemade los procesos en que hay absorción o emisión de luz.

mica exergónica y 1a desexcitación ocurre a través de la emisión de fotones
(Fig. 2). En consecuencia, puede decirse que desde un punto de vista termodinámi­
co, 1a quimioexcitación corresponde a una transferencia de energia libre a ener­
gia electrónica. Existe una intima relación entre los fenómenosquimioluminiscen­
tes y los fotofisicos y fotoquimicos.

En un fenómeno quimioluminiscente el proceso de emisión de luz (que siempre
indica 1a presencia de un estado excitado) ocurre a través del mismomecanismo
que otros fenómenosde fotoemisión (fluorescencia y fosforescencia). La quimio­
luminiecencia además puede ser considerada comoun fenómeno fotoquimico ocurrien­
do en sentido inverso (Turre, 1978; pág. 579).

La biolnminiscencia es una quimioluminiscencia que es producto de una reac­
ción enzimática y su principal caracteristica es que la enzima (luciferasa) par­
ticipa en el proceso de emisión de luz ya que el emisor es un complejo enzima­
cromóforo (Seliger, 1978).1.2.3MW
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Fig. 3. Diagramade estado de energia para procesos fotodependíentes.
Referencias en el texto.

Los procesos fotofisieos, que pueden ser definidos comotransiciones que in­
tereonvierten estados excitados entre si o con el estado fundamental, pueden ser
representados en diagramas de energia, Que se representan para geometrias nuclea­
res dadas y fijas.

Se puedenclasificar las transiciones en radiativas (aquellas en que la di­
ferencia de energia entre los estados inicial y final se libera comofotones) y
no radiativos (aquellos procesos en que la diferencia de energia entre los esta­
dos inicial y final se libera al medio comocalor) y pueden corresponder a tran­
siciones cuánticamente "permitidas" o "prohibidas", según la probabilidad de que_
ocurran sea alta (entre estados de la mismamultiplicidad) o baja (estados de di­
ferente multiplicidad), respectivamente. (Figura 3).

La absorción de un fobón por una molécula excita un electrón pudiendo lle­

varlo del estado fundamental So al primer singulete excitado Sl (Fig. 3) (tran­
sición "permitida";(:)) o al primer tríplete excitado (T1; transición "prohibi­
da";(E)). Del estado S1 la molécula puede evolucionar:

a) volviendo a So liberando la diferencia de energia entre Sl y So bajo la
forma de ealor(í). A este tipo de transición se la conoce comoconversión inter­
na; es un proceso no radiativo y está euánticamente "permitido".

b) volviendo a So liberando el exccso de energia comofotones(:). Este ti­
po de transiciones corresponde a los procesos fluorescentes. Es radiativo y es­
tá cuántieamente "permitido".

c) pasando al estado T1 liberando la diferencia de energia comocalor(:>.
Este tipo de transición recibe el nombrede cruzamiento intersistema; es no ra­
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diativa y está cuánticamente "prohibida".

Del estado T1 la molécula puede:

a) regresar a So liberando la diferencia de energia entre T1 y 8° comoca­
lor al medio. Tambiénes cruzamiento intersistemas. Es no radiativa y está cuán­
ticamente"prohibida" (:).

b) regresar a So emitiendo la diferencia de energia comofotones. Este pro­
ceso corresponde a los fenómenosfosforescentes. Está cuánticamente "prohibida’I
y es radiativa (:D.

c) regresar a S1 absorbiendo energia del medio.
Tanto el estado singulete excitado (Sl) comoel triplete excitado (T1) pue­

den participar en reacciones químicas (8 y 9) en un proceso fotoquimico.

En los procesos quimioluminiscentes se llega a1 estado S1 o T1 a través de
una reacción quimica y los fotones que se miden son emitidos en los procesos (:)
y/o(:)según el estado que emita sea singulete o un triplete.
RINDIMIENTOS CUANTICOS

E1 rendimiento cuántico g da idea de la eficiencia de un proceso de emisión.
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
cuántico como

fotones emitidos
fotones absorbidos

Teóricamente q puede variar entre 0 y l; el valor minimomedible experimen­
talmente con confianza usando técnicas convencionales es de 10-4 (Turro, 1978;

q (3)

.pág. 109).

Análogamentepara 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 gzpridina, definido comofotones medidos por molé­
cula de luciferina reaccionante (Johnson y Shimomura,1978) y del orden de 0,1
para la formación de estados excitados en la luminiscencia de intercambio e­
lectrónico producido químicamente (CIEEL;Faulkncr, 1978). Los valores de g son
más bajos para otros procesos quimioluminiscentes: 0,01 para la oxidación de
luminol sobre la base de moléculas de luminol reaccionantes (Roswell y White,
1978); 0,001 para la emisión del sistema peroxidasa de rábano-isobutiraldehido­

q:



oxigeno sobre la base de fotoproductos (isopropanol) formado (Cilento y col.,
91978) y menores que 10' para la reacción quimioluminiscente de citocromo1g su­

plementado con hidroperóxidos y oxigeno sobre la base de oxigeno consumido (Ca­
denas y col., 1980 a) y 10"12 para la reacción lipoxigenasa con ácido linoleico
(Boveris y col., 1980) sobre la base de oxigeno consumido.

1.4 VIDA MEDIA RADIANTE

Se define la vida media de una transición radiativa, comola inversa de la
constante de velocidad asociada con el proceso de emisión de luz a partir de un

segun­
dos y es menor que 30 segundos para procesos fosforescentes (Skoog y West, 1975).
Las vidas medias que pueden calcularse comola inversa de la constante de velo­
cidad asociada con el proceso de emisión 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

estado dado. Para procesos fluorescentes es generalmente menor que 10­

dia radiativa pura (es decir cuandono hay colisiones ni reacciones) para el
estadoálkdel oxigeno singulete es de 2,7 . 10"3 segundos. La desactivación qui­
mica y colisional en las condiciones de laboratorio disminuyen muchoeste valor:
la vida media del estadoA es de 2.10"6

agua deuterada (Turre, 1978; pág. 586).
ISPECTROS DE ABSORCION I DE EMISION

El estudio de los espectros de absorción y emisión de luz da abundante in­
formaciónacerca de la estructura energética y dinámica del estado electrónica­
mente excitado. La absorción y la emisión de luz por una molécula están regula­
das por la ley de Planck (ecuación l) y por el hecho de que sólo un electrón es
excitado o desexcitado por cada fotón absorbido o emitido (Turre, 1978; pág. 91).
Coneste criterio deberian esperarse espectros de lineas con respecto a la fre­
cuencia para todos los compuestos. De hecho, sólo los espectros de los átomos
son casi espectros de lineas. Esto se debe a que los estados electrónicos de
los átomospueden describirse especificando las órbitas de sus electrones de

segundOS en agua y 2.10-5 segundos en

valencia, estando perfectamente definidas las transiciones posibles. En una mo­
lécula, una transición electrónica no es tan "pura" comoen un átomo porque en
los estados electrónicos de la molécula influyen los movimientosrelativos de
unos núcleos con respecto a otros (vibraciones, rotaciones y colisiones), lo
cual implica que a cada estado electrónico le correSponde un conjunto de esta­
dos vibracionales y rotacionales. Comoresultado la absorción o emisión invo­



lucra transiciones entre "rangos" de energia másque entre valores definidos,
con lo cual la linea del espectro atómico se ensancha a una banda, que no siem­
pre puede ser bien resuelta (Turro, 1978; pág. 93).

En los estudios de procesos fotoemisivos,un buen espectro permitiría identi­
ficar a la especie fotoemisiva. Sin embargono hay que olvidar que la caracteri­
zación de un emisor sobre la única base de espectros muchasveces confusos (es­
pecialmente en el campode las especies quimioluminiscentes y bioluminiscentes)
encierra serios riesgos (Hastings, y Wilson, 1976).

1.6 REACCIONES ORGANIGAS QUIMIOLUMINISCENTES

La mayoria de las reacciones orgánicas quimioluminiscentes requieren un pa­
so critico que involucra la oxidación de un sustrato con oxigeno molecular. O­
tros tipos de reacciones quimioluminiscentes importantes involucran transferen­
cia electrónica, fragmentación y ordenamientos periciclicos (Turro, 1978; pág.
581). Han sido muyestudiadas desde el punto de vista quimioluminiscente reac­
ciones comola oxidación de luminol e hidrazidas relacionadas (reacción 5;
Roswell y White, 1978),

o o

NHguaggión 0 0 + hu (5)
NH (ou ) R \B/ o R o

las reacciones de radicales aniónicos y catiónicos orgánicos comoel rubreno
(reacción 6) (Faulkner, 1978) lR++R'——>H+R

1R——>R + hn/ (6)

Ph Ph
,.\‘ ,L | A

p’h 3h

y la fragmentación de dioxietanonas y dioxietanos (reacción 7¡Cilento, 1980)

°"’0 f; 9*
L |-__—, co2 + /\

04 Me Me (7)
dímetil­

dioxietanona
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o”N o

)l\ ____., + hu
Me Me Me Me

La recombinación de radicales orgánicos (reacciones 8 y 9; Russell, 1957)

3o2 (e)

1o2 (9)

es suficientemente exotérmica comopara que sea posible la formación de molé­
culas electrónicamente excitadas (Abuiny Lissi, 1979).

Muchasde estas reacciones orgánicas son las que explican las bioluminis­
cencias y quimioluminiscencias en sistemas biológicos: 1a emisión luminosa ori­
ginada por la reacción de la peroxidasa de rábano ocurre a través de un mecanis­
mode dioxietanos (Cilento, 1980); la emisión en varias de las reacciones biolu­
miniscentes involucran dioxietanonas comointermediarios (Hastings y Wilson,
1976); la quimioluminiscencia de baja intensidad en sistemas biológicos (micro­
somas, mitocondrias, homogenados,etc.) involucraria la recombinación de radi­
cales peroxi.

QUIMIOLUMINISCENCIA DIRECTA Y SENSIBILIZADA

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

X
ROO' + R00'-—-* RO + RDH +

ROO' + R00'-—-+ R0 + RGB +

En la llamada reacción directa el emisor es la especie excitada formada
en la reacción quimioluminiscente. Esta molécula tiene propiedades fluorescen­
tes. En consecuencia en la reacción directa puede identificarse un producto
quimicode la reacción quimioluminiscente de caracteristicas fluorescentes se­
mejantes a las de 1a emisión observada. A este tipo de quimioluminiscencia
pertenecen las oxidaciones de luminol e hidrazidas relacionadas (Roswell y
White, 1978), la reacción quimioluminiscente de isobutiraldehido con peroxi­
dasa de rábano en presencia de oxigeno (Parla-Oliveira y col., 1978) y las e­
misiones de baja intensidad medidas en sistemas biológicos en presencia de o­
xigeno e hidroperóxidos organicos (Boveris y col., 1980 a; Cadenas y col.,
1980 a y b).

En 1a quimioluminiscencia sensibilizada 1a molécula que emite no partici­
pa en la reacción quimica que lleva a la formación del producto excitado. En
estos casos la emisión proviene de una molécula fotoemisora agregada al medio
de reacción llamada aceptar (A) o sensibilizador que recibe la energia de
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excitación del producto excitado (P) de la reacción en estudio de acuerdo con
el siguiente mecanismo:

Reactivos _____——+ P*

P'E + A —————v A“ + P

A“ __.’ A + hu
El espectro de emisión de la reacción coincide con el espectro de emisión

del aeeptor. Los rendimientos cuánticos aumentan considerablemente con respecto
a la reacción directa porque el agregado del aceptor aumentala eficiencia del
proceso de emisión (Seliaer, 1978). En este tipo de reacciones puede considerar­
se la emisión del sistema peroxidasa de rábano-isobutiraldehido-oxigeno sensibi­
lizada por dibromo-antraceno sulfonato, eosina o rOSa de bengala (Cilento, 1980;
Faría-Oliveira y c01., 1978).

Comoen las reacciones de emisión directa el espectro de la emisión del
sistema coincide con el de la especie excitada formadadurante la reacción, el
análisis espectral de la emisión, teniendo en cuenta las restricciones indica­
das en la pág. 8, permitiría identificar la especie fotoemisora.

1.8 PROCESOS OXIDATIVOS

1-8«1 Esmeipsaqaideaieafle ¿riberéLbialénLeQ
Hasta hace poco tiempo tuvo poco apoyo cuantitativo la idea de que habia

niveles significativo; de oxidantes potencialmente peligrosos en condiciones fisio­
lógicas, en células y tejidos. La información experimental sobre la producción de
peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo, anión superóxido y oxigeno singulete y
sobre las funciones de las enzimas glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y
catalana en diversos organismos ha aumentado considerablemente en los últimos 15
años. Aunqueen bajas conCentraciones, el peróxido de hidrógeno, el anión superó­
xido y los hidroperóvides orgánicos con metabolitos presentes en una célula nor­
121 y sus niveles están controlados por las enzimas mencionadas (Chance y col.,l979)

las reacciones quíwïcas de especie: como0H°, 0; y 102 han sido estudiadas
principalmente en solventes no acne en y a altas concentraciones, condiciones po­
eo connarablss con Insdp 10s sistemas biológicos, lo cual hace que el conocimien­
to qur de ollas tiene debe ¿cr aplicado a sistemas biológicos con cautela.

I¿“Qïiggno_jgg¿gïfljjp FJ oxigeno molecular existe en su forma estable como
birradical (e: decir que en la molécula en estado fundamental hay dos electrones
no aparcados) lo cunl le 4a las propiedades que lo caracterizan (paramagne­



tisro, color azulado del oxigeno liquido, etc.). Debidoa esta estructura y a
lo inversa de lo que ocurre con 1a mayoria de las moléculas orgánicas, ol oxié
gone en su estado fundamental es un triplete y en su estado excitado es un
ning'ltlete (Turre, 1978; pág. 583).

El oxigeno tripleta es poco reactivo hacia sustratos orgánicos (que son
especies singulete) pese a que las reacciones son exotérmicas. Esto se debe a
que en la reacción de una especie triplote con una especie singulete para dar
espacios singulete no se cumplela regla de conservación de spin. Esta res­
tricción no existe si la reacción ocurra a través de radicales libres por lo
que las reacciones de compuestosorgánicos con oxigeno triplete ocurren gene­
ralmente por mecanismosde radicales libres del tipo de la reacción (13).

R' + 302————> ROO' (13)
Esta reacción tiene una constante de velocidad de 109 M-l seg-1 lo cual

indica que está controlada por difusión (Ingold, 1969).
El oxigeno triplete es un oxidante bastante pobre: el potencial de la

rcnccíón de reducción univalente

302 + —————>o; uz.)

os de - 0,59 Volt (Fea y Valentine, 1977). La mayoria de los iones y comple­
jos do los metales de transición no son agentes reductores suficientemente
fuertcs comopara redvcir al oxigeno a superóxido, por lo cual son más comu­
nes ln" reacciones en las que se forman complejos del metal con oxigeno seme­
juntos n los de 1a.her7globinn.

En la molécula de oxigeno singulete (102) existen cuatro estados electró­
nicos posibles, considerando 1a Ocupaciónde los orbitales ligante y antiligan­

tes J.]n"mdos 3):", 1:3, INK y {gy (rm-ro, 1978; pág. 584).Fig. 1..
Los dos estados Ó\ son degenerados y se los llama a ambos IÁÁ (Fig. 4).

Esto ostcdo es el que so conoce normalmente comooxigeno singnlete. Desde el
tonto do vista energético, los estados se ordenan, en orden creciente, según
35.: (¿1‘ e (94,18 kJ/nol) < 15: (156,97 kJ/mol). La posibilidad de atrapar al
nn+odoÏ\ con distintos COHPHostoscon los que reacciona, llamados atrapadores,
hornito seguir su evolucion ospcctroscópicnmente n trnTés de la evolución del
ntrnpqdor.

El espectro dc emisión del oxigeno singuleto presenta bandas caracteris­
ticas n 1406 nm, 1268 nn. 703 nn, 634 nm con bandas menores a 580 nm y ¿78 nm

(Kbnn y Fnsha, 1963; Soligor, 1964). [a emisión a 1268 nm y 1406 nm, se debe
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Fig. 4 Descripción cualitativa de las tres configuraciones electrónicas de

los estados electrónicos orbitales de menorenergia del oxigeno mo­
lecular (Iurro, 1978; pág. 585).
1 - Llenado de orbitales
2 - Estado

3 - Designación espectroscópica
4 —Estructura de Lewis

5 - Descripción de los orbitales

a ln reacción

1 _wnd_ 3 |
02 > o2 + h. (15)

y las otras bandas hqn sido asignadas a la reacción
l 1. _____ 3
o? + o2 >2 o2 + hv (16)

en la cual de la colisión de dos moléculas de oxigeno excitado se origina un
solo fotón (emisión binoleculnr del oxigeno singulete).

El oxigeno singulete es altamente reactivo ya que no hay restricciouea
de spin para que ronccione con especies singulete. Las reacciones son exotér­
micas: por ejemplo la rrncción de 1/\;y 3:2,con etilenos para dar cetonaa li­



beran 418,6 kJ/mol y 334,88 kJ/mol respectivamente.
La quimica del oxigeno singulete producido quimica o fotoquimicamente ha

sido estudiada principalmente en solventes no acuosos.

Se ha postulado que el l02 participa en una importante cantidad de proce­
sos fisicos, quimicos y biológicos (Mayeday Bard, 1974; Khan y Kasha, 1979;

Nakanoy col., 1975; Khan, 1976), pero su presencia en sistemas biológicos está
aún muydisoutida (Foote, 1976).

II. Anión superóxido. La captación dc un electrón por un orbital antiligan­
te de una molécula dc oxigeno da origen al anión radical superóxido de acuerdo
con la reacción

o2+ e“a0; (17)
La reacción más importante del anión superóxido es la dismutación (reaccio­

nes 18 y 19)

H20 + 0

2H++
g + 0; ---* 02 + H0; + 0H_ (pH mayor que 12) (18)

0'2' + o;——>02 + ¡{202 (pll: 4,88) (19)

La constante de velocidad de la reacción de dismutación es altamente depen­
diente del pH, siendo del orden de lO7 M-l seg-l a pH 4,88 y es de 6 M-l seg-l

a pHmayor que 12 (Fee y Valentine, 1977). Cualquier otra reacción del anión sur
peróxido debe competir con la reacción de dismutación. En sistemas biológicos
la dismutación está catalizada por la enzima superóxido dismutasa. En presencia
de esta enzima la constante de velocidad de la reacción de dismutación es de

1,8 - 2,4 lO9 M-l seg_1 (Chance y col., 1979). Los grupos de Fridovich y de
Chance son los que más información han aportado sobre la actividad de la enzima
superóxido dismutasa y la producción del anión superóxido en sistemas biológi­
cos respectivamente.

III. Radicales libngg. Un radical es una especie quimica que tiene un nú­
mero impar de electrones (Pryor, 1970).

Todas las uniones químicas covalentes están constituidas por dos electro­
nes pudiendo romperse de dos formas diferentes. En una de ellas los dos elec­
trones de la unión quedan en uno de los fragmentos (reacción 20)

A-B ———>A+ + ¡3‘ (20)

A esta ruptura, que origina dos fragmentOs de carga diferentes se la llama
ruptura heterolítica. La unión también puede romperse en forma tal que los dos
electrones se dividan simétricamente (reacción 21)
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A-B ———> A’ + B' (21)
A este proceso se lo llama ruptura homolitica y da origen a dos radicales.

La mayoria de los radicales son extremadamente reactivos y existen en muybajas
concentraciones (del orden de 10"5 - 10'9 M; Pryor, 1970). En consecuencia, só­
lo aquellas reacciones en las cuales los radicales son reciclados (comolas
reacciones en cadena) tienen velocidades apreciables.

Unareacción de radicales en cadena consta de tres pasos fundamentales: i­
niciación, propagación y terminación. En 1a etapa de iniciación se originan los
radicales libres por ruptura homolitica de un enlace covalente (reacción 22);
las reacciones de propagación son aquellas en las que un radical reacciona con
una'molécula no radical en forma tal que el númerototal de radicales del sis­
tema no cambia pero si cambian las moléculas radicales (reacciones 23 y 24). En
las reacciones de terminación reaccionan dos radicales libres para originar mo­
léculas covalentes (disminuye el númerO'ufinlde radicales en el medio de reac­
ción (reacciones 25 a 27)

A2 __——»—+ 2 A' (iniciación) (22)

A' + RH ———> R’ + AH (propagación) (23)

R' + A2 ——————+AR + A' (propagación) (24)

2 A' A2 (terminación) (25)

ZR" -———-————————+R2 (terminación) (26)

A' + R' AR (terminación) (27)

IV. Bagiggl_niggg¿LL_. El radical 0H° es un potente agente oxidante. Dada
su alta reactividad es muypoco especifico (Fee y Valentine, 1977). Puede a­
ceptar electrones de un sustrato (reacción 28) o captar hidrógeno para dar o­
rigen a un radical más estable pero aún reactivo (reacción 29)

OH' + RH ——-—>0H’ + RH+ (28)

OH' + RH —r—--—->ou2 + R' (29)

La mayoria de estas reacciones tienen constantes bimoleculares del orden
7 - 10lo M-l seg"l (Pryor, 1973).
En los sistemas en los cuales hay superóxido y peróxido de hidrógeno pue­

de ocurrir la reacción de Haber Weiss (1934) (reacción 30)

de 10

o’+ Ho—>o
2 2 2 2 + OH + OH (30)
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La presencia de OH' y la posibilidad de que ocurra esta reacción en sis­
temas biológicos ha sido muydiscutida siendo refutada por algunos autores
(Barb y col., 1951) y apoyada por otros (Cohen, 1977). La catálisis de la reac­
ción 30 por hierro quelado con EDTAy 1a complejidad de los sistemas biológi­
cos son los factores más importantes que permiten sostener que pueda ocurrir
en sistemas biológicos (Cohen, 1977; Chance y col., 1979).

V. 223931993. a) Peróxido de hidrógeno: si bien el peróxido de hidrógeno
es fuertemente oxidante para compuestos orgánicos en general, sus reacciones
son lentas. Muchasde ellas ocurren a través de radical OH' iniciándose por
la ruptura homolitica del enlace -0-0—por acción del calor, luz o catalisis
por metales de transición. La velocidad de la reacción del peróxido de hidró­
geno con metales de transición es mayor que con compuestos orgánicos.

Entre las reacciones más caracteristicas del peróxido de hidrógeno figu­
ran las reacciones tipo Fenton (reacción 31)

Fe2+ + H202-————-———>Fe3++ on“ + on' (31)

(Walling y 0hlson, 1975) y las reacciones tipo catalasa (reacción 32)
II III

Cu o Fe2 H 0 -—-—‘—-—-““> 0 + 2 0
2 2 o catalasa 2 H2 (32)

La constante de velocidad para la reacción (32) cuando está catalizada
por la catalasa es del orden de 107 M-l seg"1 (Chance y col., 1979).

La presencia de peróxido de hidrógeno en bajas concentraciones en siste­
masbiológicos y las caracteristicas de la catalasa han sido descriptas por el
grupo de Chance.

b) Peróxidos orgánicos: los peróxidos orgánicos pueden ser peróxidos de mo­
no o de bialquilo (ROOHo ROORrespectivamente). Los bialquilperóxidos se des­
componena velocidades que son independientes del grupo alquilo sustituyente,
a través de mecanismos de radicales en cadena que dependen del medio de reac­
ción. Las energias de activación para estas reacciones son de 142,32 kJ/mol ­
150,69 kJ/mol (Pryor, 1970).

En enlace peroxi de los hidroperóxidos orgánicos y del peróxido de hidró­
geno, en presencia de luz, calor o Fe2+ sufre ruptura homolitica según las
reacciones 33 y 34

soon no' + on“ (33)hv o calor x
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soon + Fe2+ ——>R0' + ou' + Fe3+ (34)

En sistemas biológicos a través de los procesos de peroxidación lipidica
se forman peróxidos del tipo ROOHque son capaces de participar en reacciones
de radicales en cadena. Su presencia en estos sistemas está regulada por la ac­
tividad de la enzima glutatión peroxidasa que cataliza la reacción 35

lutatión
soon + 2 css —5——>peroxidasa (35)

donde GSHes glutatión reducido y GSSGglutatión oxidado (Chance y col.,1979)¿MME
Se sabe que los lipidos pueden autooxidarse "in vivo" e "in vitro“. Cuan­

ROH + GSSG + H20

do se autooxidan hidrocarburos a bajas temperaturas usualmente se forman hidro­
peróxidos de acuerdo con las siguientes reacciones:

R' + o;2 -> no?" (13)

ROQ + RH ———__m—*HDOH + R. (36)

2R' -—-—-——————aproductos no radicales (37)

R' + R0é--—-—+ productos no radicales (38)

2 Boi -—————9productos no radicales (39)

A presión atmosférica la concentración de oxigeno en solventes orgánicos es
del orden de 10-3 M. En estas condiciones la velocidad de la reacción (13)
es alta y la única reacción de terminación importante es la reacción (39).
Cuandola presión de oxigeno es menor, aumenta la concentración de R' en el
estado estacionario (disminuye la velocidad de la reacción 13) y las reaccio­
nes (37) y (38) se hacen más importantes. La presión de oxigeno en los teji­
dos de mamíferos es del orden de 20-40 mmde mercurio, por lo cual la reac­
ción (38) contribuirin a las reacciones de terminación de los procesos de o­
xidación en la célula viviente. Tambiénse esperaría que la reacción (37) fue­
ra importante, lo que haria que la autooxidación de lípidos pueda llevar a la
formación de nuevos enlaces -C—C—produciendo entrecruzamientos que en las
membranaspodrian alterar las velocidades de difusión y la quimica celular.
Otro factor importante nn las cinfiticas de autooxidación es que cuanto más
compleja es 1a mezcla do reacción y especialmente cuando hay metales de tran­
sición presentes, mqyores la velocidad de autooxidación (Halling, 1969). La
presencia de lípidos (compuestosfácilmente oxidables), iones metálicos (que
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actñnn comocatalizadores en procesos oxidativos) y de oxigeno puede llevar a
la oxidación de materiales celulares relativamente inertes a velocidades mayores
de las que podrian predecirSe por estudios en sistemas más simples (Pryor, 1973).
¿am{inaciMdicLeuiueaawaléam

El fenomenode peroxidación lipidica ocurre extensamente cuando se incuban
hemogeneizadoso fracciones subcclulares de tejidos con oxigeno. En los últimos
5 años, gracias a1 deSarrollo de ensayos no invasivos comola quimioluminiscen­
cia de órganos "in situ" (Boveris y col., 1980 a), la medición de la liberación
de alcanos en el aire aspirado (Sagai y Tappcl, 1978) y la liberación de gluta­
tión oxidado en bilis (Akerboomy col., 1982) se han tenido evidencias directas
de que los procesos de peroxidación lipidica ocurren "in vivo".

Se ha asociado la peroxidación de estructuras membranosascon procesos pa­
tológicos. Gershmany col. propusieron en 1954 la primera teoria que postulaba
la presencia de radicales libres y productos de la reducción parcial del oxige­
no en sistemas biológicos. En 1964 Gershmanpropuso que los radicales libres
del oxigeno producen daños en los sistemas biológicos cualquiera sea su concen­
tración, siendo el tiempo de manifestación del daño inversamente proporcional
a Ja presión parcial de oxigeno a la que está sometido el sistema.

Los componentescelulares más susceptibles de ser peroxidados con los li­
pidos insaturados, dada su extrema labilidad en presencia de oxigeno o de los

productos de la reducción parcial de oxigeno y su distribución en membranasce­
lulnros. La peroxidnción lipidica en tejidos es irreversible y puede ser consi­
derada en si mismaun proceso patológico. Los productos de la peroxidación son
tóxicos para muchossistemas biológicos y pueden causar daños posteriores. Es
fundamental tener en cuenta que la introducción de funciones hidrofilicas en
la rembrana por 1a fornnnción de hidroperóxidos puede producir perturbaciones en
la microarquitectura de la nisnu, inhibir actividades enzimáticas, alterar la
perrcabilidad de la membrana,su fluidez, etc.

Peso a la regulación de los niveles endógenosen la célula, su presencia
purde alterar al azar moleculas de DNA,RNAy otros componentes del sistema sin­
tetizador dc proteinas.

El énfasis principal cu los trabajos relacionados con peroxidación lipidi­
ca on sistemas biológicns estuvo centrado principalmente en el estudio de esta­

(Chanco y col., 1979).
Szilard en 1959 y Orgel en 1963 postularon una teoria de envejecimiento ba­

dos patol‘gicos
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sada en daños acumulativos producidos en el material genético por el ataque con­
tinuo de agentes oxidantes. Ademásdel proceso de envejecimiento se he relacio­
nado a la peroxidación lipidica "in vivo" con el daño celular que los agentes
oxidantes presentes en la polución 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 daño hepático producido por etanol (Tappel, 1973;
Videla y col., 1983)

La célula se defiende contra la acción de radicales libres y agentes oxi­
dantes a través de mecanismosque actúan en diferentes niveles siendo 10s fac­
tores mas importantes la existencia de estructuras especiales, de enzimasanti­
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, tienden
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 capacidad para retener los intermediarios de la reducción parcial del oxige­

no opera en condiciones óptimas dando H20 comoproducto final y permitiendo el
acoplamiento energético sin que haya prácticamente pérdida de electrones (Chance
y col., 1979). En los animales, además,la presión de oxigeno en los tejidos es
mantenida en niveles bajos por el sistema circulatorio.

Entre las enzimas más importantes se pueden mencionar la superóxido dismu­
tasa y la catalasa, que actúan comoantioxidantes, que a1 eliminar el superóxi­
do y el peróxido de hidrógeno respectivamente del medio también impiden la for­
mación del radical OH' a través de la reacción 30. La enzima glutation peroxi­
dasa cumple un rol fundamental al metabolizar peróxidos organicos. La vitamina
E es un eficiente antioxidante biológico, actuando comoun atrapador de radi­
cales libres e inhibiendo asi las cadenas de reacciones de radicales; la vita­
mina A tendria también propiedades antioxidantes y actuaria además disminuyen­
do los niveles de oxigeno singnlete en la célula al actuar comoatrapador de
dicha especie (Foote, 1976).
T s r d r e id c ó i idi

Varias técnicas permiten medir el nivel de hidroperóxidos formados en un
sistema. La mayoria de ellas (titulación de los hidroperóxidos con IK, medi­
ción del malonaldehido formado, de dicnos conjugados, de bases de Schiff fluo­

rescentes después de incubación prolongada con proteinas) dan buenos resulta­
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dos "in vitro" pero ninguna de ellas permite realizar estudios "in vivo" (Chance

y col.. 1979) ya que nn todas ollas es necesario destruir el material b‘alógico
para poder rcalizvr las medicienns. Cuandosn forman hidroperóxidos en un siste­
mn biOJÓgico, éstos nnoden ser metabolizndos nor ln glutatión peroxidasa con
formación de glutatión oxidado (GSSG)(reacción 35). La medida de los niveles
de glutatión oxidado permitiría determinar los niveles de peroxidación lipidi­
cn. Ha demostrado ser particularmente interesante la medida de la liberación de
glntatión oxidado cn bilis de hipndo: perfundidos e "in situ" (Sies y col., 1972;
Akerboon y col., 1982).

ln ruptura de una molecula de hidroperóxidos por mecanismos aún no aclara­
dos completamente lleva a ¡a fonnación de ulcanos (etano, propano o pantano)
que son liberados en el aire espirado. El nivel de hidrocarburos en el aire es­
pirndo ha sido considerado un reflejo de los niveles endógenos de peroxidación
(hillnrd y col., 1977; Rioiy y col., 197n).

La recombinacíón on reacciones laterales y secundarias de dos radicales per­
oxilo en una reacción do Lnrmjrnción (reacción 39) lleva a la formación de es­
pecies excitadas, capaces de emitir fotones. Esta emisión luminosa es de inten­
sidades sumamente bajas y puede medirse nn cualquier sistema que pueda exponer­
se ante un tubo fotomultinlicndor. Es interesante 1a >osibilidad de medir emi­
sion de fotones en la superficie de aquellos órganos susceptibles de ser ex­
puestos (Boveris y col.. 1990 a).

(iu tres técnicas: finding de los nivoles de glntatión en bilis, medida
de 105 niveles de alcanos en o] aire aspirado y omisión superficial de fotones
en órgnnos expuestos, son nprovechnd s para nodir procesos de peroxidación li­
niñicn "in vivo" ya ano los tro: hunden considerarse ensayos no-destructivos.
Si bien sólo la medïdú “o la Iibrrnvión de alcnnes Dundo ser considerada también

on aya no—invasivo (1ra 1 1rïrn1, la: oïrns siendo ensayos
nómïnvnsivos y específico? Para ol órfinno on estudio.
QI}FP-ÏÏOI,,!R1THISCEJ‘ICIA ¡El! ÉÏI,5'I'Ï".1I'I.Ï3 BIOLO'EICO'L

¡"I l'flr-ï Tal'usov y vol. ¡dl-nüí‘imron um lnmlnisrtoncïn nzul verdosa muy
din}! rn hinado ne rnlnn "in situ". Palas observaciones fueron confirmadas y

en 1980. Se han

Cnïídnflcs connnrahlen acompañando procesos de

puroxidnción en órnnnor ‘rrfunlidos (Cadenas y c01., 1980 c y d), células nis­

-Hr|íní18 rar Shinisw "v'. cn l??? y por Rovoris y C01.
¿"scrinlo Jnmínírcnntïns de in'

lndas (Lloyd y nol., lWJQ), homognnoïzndos de tejidos (Di Luzio y Stege, 1977)
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membranasmitocondriales (Cadenas y col., 1980 e) y microsomas (Sugioka y Nakano,

1976) y sistemas enzimáticos comolipoxigenasa suplementada con ácido linoleico

(Boveris y col., 1980 b) y no enzimáticos como citocromo suplementado con hidro­
peróxido (Cadenas y col., 1980 a,b).

Si bien es sabido que la emisión de fotones refleja directa o indirecta­
mente los procesos de peroxidación lipidica, al haber relativamente poca infor­
mación sobre estos procesos por ser muyreciente el empleo de técnicas de con­

teo de fotones en sistemas biológicos, son muchoslos factores que influyen en
este fenómeno y que aún se desconocen. Todavia no se tiene información sufi­
ciente que permita identificar cn forma univoca las especies fotoemisivas en
la mayoria de los sistemas estudiados.

Se ha postulado al oxigeno singulete comouna de las principales especies
responsables de la fotoemisión (Boveris y col., 1980 a; Nakanoy col., 1975).

Debidoa la alta reactividad del oxigeno singulete y a la de los radica­
les libres responsables del proceso de peroxidación lipidica, es importante
determinar hasta que punto estas especies se forman en sistemas intactas en
condiciones fisiológicas y patológicas contribuyendo al daño celular.
OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

En el presente trabajo se describe:
a) Una comparación de distintos instrumentos que se emplean en la medi­

da de la emisión luminosa de sistemas biológicos (Capitulo 3).
b) La emisión en algunos sistemas animales: sistemas modelo, organelas

subcelulares, homogeneizadosde órganos y órganos "in situ" (Capitulo 4).
c) La emisión en semillas de soja y de sistemas relacionados (Capitulo 5).
Si bien las técnicas de conteo de fotones están desarrolladas, especial­

mente en lo que a contadores de conteïlco se refiere, recién en los últimos
10 años se ha c0menzadon aplicar ns a la medición de emisiones de baja in­
tensidad en sistemas biológicos. La vnriednd de instrumentos empleados en
dichas mediciones hace interesante la comparación de sus rendimientos y pro­
piedades. Es también esta la razón por la que se describen cn la sección ma­
teriales y métodos los instrumentos empleador.

Es aparente que todos los sintomas hiniógie s en presencia de oxigeno e­
miten fotones comoconsecuencia de procesos poroxidntivos. Dada Ja universal
distribución de este fonómnno.en una aproximación útil al conocimiento de los
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procesos de fotoemisión en sistemas biológicos un estudio comparadoen siste­
mas animales y vegetales. La existencia de una emisión espontánea, es decir
en ausencia de estimulos exógenos, tanto en órganos de animales "in situ" como
en semillas enteras hace atractiva la eventual posibilidad del empleode la
quimioluminiscencia comoensayo no invasivo no sólo a nivel de investigación
básica sino también aplicada a la clinica y a la agronomia. Para esto es ne­
cesario una descripción completa de dichos fenómenos. Dada la poca información

que sobre ellos se tiene y la complejidad de los sistemas enteros nos pareció
adecuada una aproximación a través de sistemas más sencillos (reacciones mode­
lo).



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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2.1 CONTADORES DE FOTONES

Los elementos básicos de un contador de fotones son: (Fig. 5)

Eh x{y- d

Fig. 5.Diagrama 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

amplificador discriminador
registrador, contador de pulsos y/o impresora

V
c

d

e
VV

compartimento de muestra2-1-1W
La fuente de poder de un contador de fotones debe ser una fuente estabili­

zada. El rango de voltaje en que se puede trabajar dependede 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
tiplicador al voltaje.

2'1-2 2392.223229;2121;2222;
Un tubo fotomultiplicador es un dispositivo consistente en un catodo foto­

emieor seguido de una sección que multiplica 1a señal (Fig. 6).
I. Superficie fotoemisiv . La superficie fotoemisiva está compuestapor

metales que se caracterizan porque sus electrones de valencia están débilmen­
te ligados pudiendo ser arrancados de la estructura metálica por 1a energia a­
portada por un fotón de frecuencia adecuada. La energia minimanecesaria para
arrancar un fotoelectrón de una superficie fotoemisiva es igual a la energia
que mantiene unido el electrón al metal (A). Todo exceso de energia de un fo­
tón incidente de frecuencia Ú con respecto al valor de A se convierte en ener­
gia cinética del electrón (E) de acuerdo con la ley del efecto fotoeléctrico de
Einstein (40).
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l 2 3 4 5

Amplificador
Indicador

Fig. ó Esquemade un tubo fotomultiplicador.
l a 8: dinodos (de Skoog y West, 1975)

E + A = hu (40)

(Moore, 1976)

La sensibilidad del fotocátodo (Figura 7) depende de su composición y de
la longitud de onda de la radiación incidente.

II. Multiplicador de la señal. Cuandose aplica voltaje entre una super­
ficie fotoemisiva y un ánodo los electrones emitidos fluyen hacia el ánodo od
riginando una corriente eléctrica. Los tubos fotomultiplicadores tienen entre
el cátodo y el ánodo una sección que multiplica la señal consistente en elec­
trodos adicionales llamados dinodos cuyas superficies tienen la propiedad de
liberar varios electrones cuando son golpeadas por un electrón con energia su­
ficiente. Los dinodos (Fíg. ó) están conectados a voltajes positivos (con res­
pecto al cátodo) 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 fotoelectrón provoca la emisión de varios electrones más. Se con­
siguen con este sistema ganancias de 106 o mayores. (Skoog y West, 1975).

III. P - n‘ e ia entre la señal de salida del tubo fotgmultipliggdg; 1
el voltaje aplicado. La señal 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 8-20 (---) (del catálogo pa­
ra tubos fotomultiplicadores EII).

dad y de la longitud de onda del haz incidente y del voltaje aplicado al foto­

tubo (Fig. 8). Convoltajes menores que Vl ambos factores influyen en la señal
de salida. Si el voltaje es mayor que V2 se está en una zona de descarga con­
tinua que puede dañar irreversiblemente al fototubo. La zona comprendidaentre

V1y V2, donde la señal emitida es relativamente independiente del voltaje a­
plicado y es sólo función de la intensidad del haz incidente, es la zona ade­
cuada para trabajar.

IV. Egidg electrónico gn los {gtotubos.Enu1tubo fotomultiplicador el térb
minoseñal se refiere al flujo de corriente producida por la excitación lumi­
nosa intencional y controlada del fotocátodo. Unruido es por definición una
señal medida que no corresponde al estimulo que se intenta medir.

Aúncuando el fotocátodo esté protegido de radiaciones ópticas externas
la señal que se obtiene en un fototubo no es nula. Los pulsos medidos en es­
tas condiciones reciben el nombrede corriente oscura (cuando se la mide con
un contador de pulsos lo que se está midiendo es una sumadel ruido electróni­
co del sistema de amplificación (que en ciertas condiciones puede llegar a
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EMISION |(cps)

10.000 - / //__ VT2
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Fig. 8 Dependenciade la emisión detectada con un tubo fotomultiplicador
EMI9658 (T = -l3,5°C) en función del voltaje aplicado.

ser importante) y del ruido electrónico del fototubo (que es el principal com­
ponente). En cualquier fototubo la corriente oscura está determinada por el ti­
po y área del fotocátodo, aumentandotanto con la sensibilidad del mismoa lon­
gitudes de onda largas comocon su área. La corriente oscura nunca puede ser e­
liminada pero puede ser reducida disminuyendola temperatura de trabajo del fo­
totubo o reduciendo el área efectiva del cátodo por medio de una lente magnéti­
ca. Si un fototubo aún sin voltaje aplicado es iluminado, su corriente oscura
aumentará, siendo necesarias entre l y 2L horas de oscuridad para que regrese
a su valor normal. Este tiempo depende de las caracteristicas del fototubo:
cuanto mayor es la sensibilidad y/o más viejo es el tubo, mayores son los tiem­
pos necesarios para que se normalice. Ademásdel ruido electrónico debido al fo­
totubo, suele haber en el compartimentode muestra luz espúrea que es dificil de
eliminar. A la lectura obtenida con el obturador cerrado (es decir en ausencia
de luz espúrea) se la identifica con la corriente oscura. Conel obturador a­
bierto se mide la sumade la corriente oscura y la luz espúrea; a esta emisión
se la llama fondo. Cuando se miden emisiones tan bajas comolas de órganos "in
situ" y, especialmente cuando se busca conocer la distribución espectral de
cualquier emisión es indispensable disminuir al minimovalor posible la luz
espúrea.2.1.3Magnum.
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Fig. 9 Respuesta tipica de un tubo fotomultiplicador conectado a un amplificador­
discriminador (Princenton Applied Research modelo 1121 en el modoPEA) .

R: ruido del fototubo y del amplificador; S: pico de respuesta para fo­

toelectrones: U1: umbral inferior; Us; umbral superior; dAz ventana de
amplitud de diferencial.

La señal que sale del tubo fotomultiplicador puede ser procesada por el
amplificador-discriminador en dos formas diferentes: analógica o digital. La
forma analógica mide la cantidad de fotoelectrones comovoltajes acumulativos
y la digital los resuelve en el tiempo siendo contados comopulsos eléctricos.
El amplificador-discriminador tiene la función de amplificar la señal que sa­
le del tubo fotomultiplicador bajo la fonmade pulsos y discriminar qué pulsos
son contados. (Fig. 9). Esto se hace seleccionando a través de los umbrales de

discriminación las intensidades minimay máximaque debe tener una señal para
que sea considerada comotal. La selección de ambos umbrales se hace en forma
independiente (el criterio para seleccionarlos se indica en la sección 2.2.2-1).
Los dos umbrales detenminan la ventana en la cual habrá de llevarse a cabo el
conteo.

2.1.4.Bes1e&:2_Qaáhisufikfla92_2nliáa
La señal que sale del amplificadorhdiscriminador puede ser conectada a

contadores de pulsos, registradores o impresoras.
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2.2 DISEÑOS DE CONTADORES DE FO'IONES

Dadoque los contadores de fotones empleados en diferentes laboratorios
suelenidiferir entre si por ser, muchasveces, diseñados especialmente por ca­
da grupo de investigación, se describen acá los contadores de fotones emplea­
dos en el presente trabajo. Se describe con más detalle el contador desarrolla­
do en la Johnson Research Foundation, Universidad de Pensilvania (sección
2.2.2) por ser el instrumento con el que se ha realizado la mayorparte del
presente trabajo y por ser aún un instrumento en etapa de desarrollo.
El contador de centelleo usado comocontador 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 señal. El conta­
dor de centelleo tiene dos tubos fotomultiplicadores enfrentados entre si. Los
tubos están conectados a un circuito llamado circuito de coincidencia, cuya fun­
ción se indica más abajo. La señal que sale del circuito de coincidencia entra a
un amplificador-discriminador 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 función del circuito de coincidencia es permitir que lleguen al
amplificador-discriminador solamente aquellos pulsos que sean detectados simultá­
neamente por los dos tubos en el tiempo de resolución del circuito (usualmente 4 ­

lo/wseg). Comolos ruidos electrónicos son originados en cada tubo aleatoriamente,
la probabilidad de que se produzca un pulso simultáneamente en ambos tubos debido
a ruido de los fototubos es muybaja.

Con este sistema disminuye notablemente el ruido de fondo. En una muestra
radioactiva la señal originada por cada desintegración en el liquido centellea­
dor es de intensidad tal que puede llegar a ambos tubos simultáneamente, ya que

una desintegración fl en un medio centelleador adecuado origina aproximadamente
800 fotones (Hastings y Weber, 1963). Cuandose trabaja con este tipo de se­
ñales el circuito de coincidencia permite reducir el ruido electrónico sin al­
terar significativamente la lectura con lo cual se mejora su calidad.

Cuando se mide la emisión de una reacción quimioluminiscente en un con­
tador de centelleo con el circuito de coincidencia conectado, la lectura es
casi nula. Esto se debe n que por ser la intensidad de cada pulso muy baja
(un fotón por pulso) será detectada por uno u otro de los tubos pero no
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simultáneamente por ambos y en consecuencia no será contada. Si se desconec­

ta el circuito de coincidencia los ruidos electrónicos aumentansignificati­
vamente pero es posible medir la señal con uno u otro de los tubos (en la ma­

yoria de los contadores de centelleo se puede seleccionar el tubo con que se
cuenta).

I. Contadores de centelleo gue operan a temperaturas bajas (Nuclear Chica­
g_. Este aparato opera normalmente a temperaturas menores que 10°C. Comolas

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 mmde diámetro y 42 mmde altura y otro de

25 mmde diámetro y 60 mmde altura. El frasco más pequeño se ubica dentro del

más grande sobre un pequeño trozo de material aislante no emisor. Bajo estas
condiciones la temperatura del sistema se puede mantener constante (i 1°C) du­
rante los periodos de lectura (que en nuestras experiencias fueron de 24 ó 60
segundos).

¿dor-s d- -nt-fl -o o,­
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20 . El tubo fotomultiplicador de estos
instrumentos trabaja a temperatura ambiente, por lo cual no es necesario ais­
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lar la muestra siendo poco conveniente emplear los dos frascos descriptos ya
que por el diseño geométrico del sistema disminuyen considerablemente las
lecturas. Sin embargocuando se desea obtener 1a distribución espectral de
la emisión es útil el uso de ambosfrascos: en el frasco interior se coloca
1a muestra y en el exterior el filtro. Noes necesario usar material aislan­
te en la base del tubo si las reacciones se llevan a cabo a temperatura am­
biente (25°C).

Los contadores de centelleo tienen un sistema automático de cambio de

muestra que permite medir varias muestras simultáneamente, si el contador
trabaja a temperatura ambiente y la reacción se puede medir a dicha tempe­
ratura.

En todos los sistemas estudiados en contadores de centelleo la agita­
ción aportada por el movimiento de cambio de muestras fue suficiente para
mantener oxigenado el medio de reacción.

antador de fotones diseñado en la Johnson Research Foundation, Universidad
gg Pensilvania. A este instrumento se lo identificará en este trabajo como
contador modelo Johnson Foundation. El contador tiene un tubo fotomulti­
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plicador EMI9658 que se caracteriza por su sensibilidad extendida en el rojo.
La respuesta espectral del fototubo corresponde al Ext. 8-20 (Fig. 6). El fo­
totubo se mantiene enfriado a 35 °C por debajo de la temperatura ambiente con
un enfriador Fact Mark II (EMHGencomInc.). E1 enfriamiento del fototubo per­
mite mantener las corrientes oscuras en valores del orden de 100-200 cps (cps
a cuentas por segundo). La salida del tubo fotomultiplicador está conectada a
un amplificador-discriminador (Princeton Applied Research modelo 1121). La se­
ñal de salida del amplificador-discriminador se grafica en un registrador y
se la lee en un contador de pulsos (Heathkit modelo IM- 4100). La muestra se
ubica en un compartimento oscuro y termostatizado. Una barra de polimetila­
crilato de 15 cmde longitud y 5 cmde diámetro, con sus caras ópticas puli­
das y forrada lateralmente con papel de aluminio y cinta negra (para que no
deje pasar luz), separa 1a muestra del fototubo. Esta barra provee un buen
aislamiento térmico con acoplamiento óptico entre la muestra y el tubo foto­
multiplicador. El aparato está formado por módulos independientes pudiendo
ser usado en dos posiciones: vertical y horizontal. En la posición vertical
se trabaja con muestras sólidas y órganos "in situ" (y muestras líquidas u­
sando cubetas especiales). En la posición horizontal se puede trabajar con
sistemas liquidos o sólidos pero no puede trabajarse con órganos "in situ".
En 1a posición 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 está equipada con un obturador y un portafiltros que es des­
montabley tiene capacidad para cuatro filtros, pudiendo controlarse 1a ubi­
cación de cada filtro desde fuera de la caja. Unade las paredes tiene ado­
sada una espira de cobre por la cual circula agua, pudiéndose termostatizar
la caja completa a 1a temperatura deseada. Este tipo de termostatización es
útil sólo 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 sólidas o líquidas) donde se requiere
una rápida equilibración térmica. En estos casos se empleanportacubetas ter­
mostatizables. Emexperimentos "in vivo" el animal con el órgano expuesto
se ubica sobre una plataforma de madera de altura graduable con el órgano
próximo al obturador y centrado con el sistema óptico. La inyección de reac­
tivos durante los experimentos se hace desde el exterior de la caja a través
de una cánula adecuadamente fijada al animal.
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Para 1a posición horizontal del aparato se cuenta con una caja de alumi­
nio con su superficie anodizada de 18 cmx 23cmx 44cmque contiene tn porta­
cubetas temostatizable, un obturador y un portafiltros circular con capaci­
dad para ocho filtros cuya posición puede controlarse desde el exterior de
la caja. E1 portaoubetas está 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 oxigeno pequeño. Los
reactivos se agregan desde el exterior de la caja a través de cánulas con lo
cual es posible seguir las reacciones desde los tiempos iniciales.

Dadala gran superficie del fotocátodo (20 cmz) y su sensibilidad exten­
dida en el rojo, cualquier exposición a luz intensa, aún con el voltaje des­
conectado, produce un aumentoen 1a corriente oscura e inestabiliza al foto­
tubo. Unaexposición a luz intensa con el voltaje conectado podria dañar i­
rreversiblemente al fototubo. En consecuencia es imprescindible tener siem­
pre la precaución de no abrir 1a caja cuando se tiene el obturador abierto
y/b voltaje aplicado al tubo. La fuente de poder tiene una llave que abre el
circuito para poder desconectar rápida y facilmente el voltaje del tubo.

WWW. Laamplitud(ointensidad)deun
pulso detectado por el amplificador-discriminador es función de la energia
del mismoy ésta en el sistema de fotOelectrones depende de la energia del
fotón que lo originó. La frecuencia (númerode pulsos/unidad de tiempo) con
que los pulsos son detectados por el amplificador-discriminador en presencia
de luz es función de la amplitud de los mismos (Fig. 9). El pico R corres­
ponde a señales de baja amplitud constituidas principalmente por ruido del
fotonultiplicador; el pico S es la respuesta del tubo a fotoelectrones. Se
pueden seleccionar los pulsos a contar en forma tal que la contribución de
los que fueron originados por ruido sea minimay regular la de los pulsos
de altas energias. Esto se consigue usando dos discriminadores que fijan laS'
energias minima (umbral inferior) y máxima(umbral superior) que debe tener
un pulso para ser contado. El amplificador-discriminador de este instrumento
permite analizar visualmente 1a altura de pulsos con un dispositivo que se
base en el siguiente principio: si se tiene una ventana pequeña, de amplitud

fija dA (Fig. 9) que se puede ubicar en cualquier punto Aida la zona de am­
plitudes detectada por el fototubo, el númerode pulsos detectados en dicha

ventana en la unidad de tiempo (F1) corresponderá a la frecuencia de pulsos
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que se producen en el intervalo de amplitudes A1 Ï dA/Q] (para todo i). Gra­
'ficando esta frecuencia en función de la amplitud se obtendrá una curva aná­
loga a la de la Fig. 9. Si se muevela ventana sobre el rango de discrimina­
ción (de amplitud de pulso) a una velocidad constante, la ventana permanece­
rá tiempos iguales y constantes en cada intervalo (di). Si este movimiento
se repite en todo el rango de discriminación con una frecuencia de barrido

constantel), los valores medidos en cada punto Ai para un intervalo de tiem­
po t mayor queIJ-l podrán ser (según comose construye el instrumento) una

suma o un promedio del número de pulsos por unidad de tiempo contados en ca­

da intervalo Ai i dA/2J (para todo i). El amplificador-discriminador tiene
un dispositivo que barre el rango de frecuencias de discriminación del apara­
to con una ventana de amplitud fija que se mueve con una frecuencia de 6 Hz.
E1 númerode pulsos contados en cada intervalo los traduce en voltaje y la

amplitud Ai a la que corresponden las frecuencias se puede traducir en una
escala de tiempo ya que cada 1/6 segundos volverá a estar en el mismovalor
de A. En consecuencia un osciloscopio conectado al amplificador discrimina­
dor cuandofunciona este dispositivo reflejará en la pantalla la distribu­
ción de frecuencias de los pulsos generados por el sistema conectado al am­
plificador-discriminador en función de su amplitud.En el caso de tratarse
de un tubo fotomultiplicador conectado al amplificador-discriminador en la
pantalla del osciloscopio se verá una figura semejante a la Fig. 9. Dos
marcadoresvisuales en el osciloscopio indican la posición de los dos ni­
veles de discriminación que determinan qué zona dentro del rango total de
amplitudes será considerada comoseñal. La posición de los umbrales debe
seleccionarse en forma tal que el umbral inferior sea superior a la señal

debida al ruido (Uien la Fig. 9); la posición del umbral superior (US) se
selecciona de acuerdo con el sistema a medir, pudiendo dejarse flotante.
Conociendoel comportamiento del instrumento (corriente oscura en función
de la temperatura del fototubo) y contando con un patrón cuya emisión Sea
conocida (los patrones radioactivos Hastings y Weber son los más emplea­
dos) se puede regular 1a posición de los umbrales sin emplear el oscilos­
copio.WWW- Elnúmerodef0­
tones medidos para una muestra determinada y, en consecuencia la eficiencia
de conteo, dependede la sensibilidad del fototubo, los niveles de discri­
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minaciónfijados, la distancia de la muestra al fototubo, la longitud de la1
barra de polimetilacrilato, el area de exposición y de las caracteristicas
de la muestra (turbidez, espectro de la emisión, etc.). Todosestos facto­
res deben ser tenidos en cuenta cuando se intenta calcular un rendimiento
cuántico.

trabajo comoconta or
IEEETohoku). Este contador de fotones tiene un tubo fotomultiplicador mo­

delo RTVR 562 conectado a una fuente de poder estabilizada FLUKE415 B,

enfriado a -20°C. La salida del tubo fotomultiplicador esta conectada a un
contador de fotones HTVC 968. La señal de salida puede conectarse a un re­

gistrador o a una impresora e integrarse por tiempos variables entre l y
100 segundos. El compartimento de la muestra está termostatizado y está u­
bicado lo más cerca posible del tubo fotomultiplicador. E1 aparato tiene
un Juego de 25 filtros de vidrio de corte que están ubicados en un aro en
el cual se alternan en 50 posiciones filtros y lugares vacios. E1 aro pasa
entre la cubeta y el tubo fotomultiplicador. El movimientodel aro se con­
trola a través de un sistema electrónico que penmite cambiar automática o
manualmentela serie completa de filtros o una secuencia preselecoionada.
La alternancia de posiciones con filtro y vacias permite obtener facilmen­
te lecturas de la muestra en presencia y ausencia de filtro sucesivamente.
(Inaba y col., 1979).

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

En los dos contadores de fotones descriptos se puede medir sólo una
muestra por vez. Tanto en el contador de fotones IEEE-Tohokucomo en los
contadores de centelleo es necesario abrir el compartimentode cubetas pa­
ra agregar reactivos. En el contador de fotones Johnson Foundation al po­
der agregarse los reactivos desde afuera a través de cánulas de polietile­
no se puede seguir la cinética completa de la reacción.
OBTENCION Y CALCUIO DE ESPECTRDS

Debidoa la baja intensidad de las señales con que se trabaja, los es­

pectros se obtienen empleandofiltros de corte y no espectrómetros de red,
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ya que en el primer caso la relación señalzruido es mayor en dos órdenes de
magnitud. Se sacrifica asi la mejor resolución espectral que daria un espec­
trómetro de red por la mejor relación señalzruido. (Inaba y col., 1979);

Unfiltro de corte ideal transmite el 100 %de la radiación incidente
que tienmlongitudes de onda mayores que un cierto valor y 0 %de la radia­
ción que tiene longitudes de onda menores que este valor. A esta longitud
de onda se la conoce comolongitud de onda de corte. Dados dos filtros de

corte ideales i y J, que corten a longitudes de onda Ai y‘AJ y un siste­
made emisión constante (sistema ideal), la diferencia entre la emisión me­
dida en presencia del filtro i y en presencia del filtro j es la cantidad

de luz que el sistema emite en el intervalo LÁ1,ÁJ}. En consecuencia usan­
do un conjunto adecuado de filtros de corte en un sistema emisor ideal, se
puede obtener (por rastas) la distribución espectral de su emisión. Los
sistemas emisores reales y los filtros de corte reales difieren de los i­
deales por loïcual al realizar los calculos es necesario aplicar una Serie
de correcciones. 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 más chico cuanto mejor es la calidad
del filtro) en el cual la transmitancia pasa de casi 0 %a 85 - 95 1. En
este caso se define la longitud de onda de corte a aquella en la cual el
50 %de la radiación incidente es transmitida. Cuandose usa este tipo de

filtros para obtener un espectro puede ser necesario aplicar correcciones
por la forma de las bandas determinadas por los filtros empleadoa.

b) la sensibilidad de los fototubos depende de la longitud de onda de
la radiación incidente, en consecuencia para obtener un espectro que no
esté deformadopor las caracteristicas del tubo fotomultiplicador hay que
corregir las lecturas. El factor de corrección dependede la eficiencia
cuántica del tubo para cada longitud de onda. Se define la eficiencia cuán­
tica de un fototubo comola probabilidad de que un fotón incidente haga
que un electrón sea emitido hacia la parte vacia del fotocátodo. La efi­

ciencia cuántica (Ec) depende de la sensibilidad del fotocátodo para cada
longitud de onda y de la longitud de onda según:

Ec = 123.95xE0\) x (l/A) (1.1)
donde:
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E(X) está expresada en mA.Hy'(Á) en nm. Comola eficiencia cuántica represen­
ta la relación entre los fotones medidosy los incidentes no puede ser, desde
un punto de vista teórico mayor que 50 %. '

Para corregir el espectro por la sensibilidad del fototubo hay que nor­

malizar la lectura de cada banda a Ec I l (lo cual se obtiene dividiendo la e­
misión de cada banda por la Ec correspondiente).

c) En los sistemas biológicos, la emisión de la muestra rara vez es cons­
tante. Tambiénla corriente oscura puede variar con el tiempo. En consecuencia
es necesario obtener lecturas tanto de los valores de las corrientes oscuras

comode la emisión del sistema en ausencia de filtro que corresponden al mo­
mento en que se realizó la lectura con cada filtro.

Para calcular un espectro es necesario tener la lectura de la emisión en
presencia del filtro, emisión control (lectura en ausencia de filtro) corres­
pondiente a ese momentoy de las corrientes oscuras correspondientes. Estas
puedenobtenerse interpolando las lecturas inmediatamenteanteriores y poste­
riores al empleode filtro al tiempo en que se usó el filtro. La emisión que'
se emplea en el calculo del espectro se obtiene restando a las lecturas de

emisión (control o en presencia de filtros) las corrientes oscuras correspon­
dientes y normalizando con respecto a la emisión control. En consecuencia, da­
dos dos filtros de corte sucesivos i y j que cortan a las longitudes de onda

Áiy)\J respectivamente, la emisión en la banda >\i,)J ]estara dada por:

valida si la corriente oscura es igual al fondo.
En esta ecuación: \

E11 es la emisión de la ?.')ELnd5L[}\i,}\‘1'
Efi es la emisión de la banda media en presencia del filtro i al tiempo i (pa­
ra todo tiempo ti)
Di es la corriente oscura interpolada al tiempo ti
C1es la emisión en ausencia de filtro (control) interpolada al tiempo t1

FiJ es un factor de corrección que tiene en cuenta las correcciones que es ne­
cesario aplicar por variaciones de sensibilidad del fototubo (Ec) y por la
forma de las bandas determinadas por los filtros empleados.

Estas definiciones valen para todo i y J.
2.4 CALCULO DE IDS ERMRES EN LAS BANDAS
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Cada uno de los valores experimentales tiene un error de lectura asocia­

do. Teniendo en cuenta que las emisiones para calcular Eij son generalmente
pequeñas, es necesario conocer el error de cada lectura y calcular el error
asociado a cada banda para saber cuán significativa es.

Sabiendoque para una función F(x,y,z,...) la desviación tipica de la
función está dada por

2 ( á fG'=(-¿TX)+ _—Y)2+ ó r 2 1/2¿y - (43)z z + ..

(Roederer, 1973), se puede calcular el error tipico de cada valor de Ei . Si
el númerode mediciones de x,y,z, ... es el mismola ecuación (43) vale tanto
para las desviaciones comopara los errores tipicos.

2.5 CALCULO'DE IDS RENDIMIENTOS CUANTIOOS

Se define rendimiento cuántico de una reacción quimioluminiscente

= Númerode fotones emitidos (¿)
Númerode moléculas reaccionantes

El númerode moléculas reaccionantes en una reacción quimíoluminiscente
se mide con técnicas clásicas adecuadas para el tipo de molécula selecciona­
da (polarografia, espectrofotometria, etc.). El númerode fotones emitidos
puede calcularse si se conoce la eficiencia de conteo del instrumento ya que
por definición

Cuentas medidas
Eficiencia = _________________ X 100 (44)

' Fotones emitidos

de donde

Fotones emitidos - _EEÏEÏEÏ_EÏÉÏÉEÏ_ x 100 (45)
Eficiencia

Y

q Cuentas medidas x 100 x 1 (¿6)
Eficiencia N? de moléculas reaccionantes

Para medir la eficiencia de conteo son muyutilizados los patrones ra­
dioactivos, en los cuales por conecerse la velocidad de desintegración (ex­
presadas generalmente comodesintegraciones por minuto o dpm) se conoce el
númerode cuentas que deberian medirse si la eficiencia fuera 100 % (equiva­
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lente al númerode fotones emitidos). Cadadesintegración equivale a 800 fo­
tones emitidos dentro del tiempo de resolución de los instrumentos por lo que
son contados como un solo pulso (Hastings y Weber, 1963). '

Midiendolas cuentas en un patrón de este tipo, la eficiencia será

= Númerode cuentas por minutoEficiencia x 100 (47)
Númerode desintegraciones por minuto

Comola eficiencia de conteo depende de la forma de la cubeta y de la au­
toabsorción del sistema emisor, es imprescindible que la cubeta, volúmenes de
muestra empleadoa, turbidez, etc. empleadospara determinar la eficiencia de
conteo del instrumento (con el patrón radioactivo) y el rendimiento cuántico
de la muestra sean iguales.
PREPARACIONES BIOLOGICAS

do

Los homogeneizadosde higado y cerebro de rata se obtuvieron anaeróbi­
camentea partir de los órganos libres de sangre. Para obtener higados y ce­
rebros de rata libres de sangre se perfundieron (empleandofina bombaperis-2
táltica) ratas (Wistar o long Evans, macho, 200 - 300 g) anestesiadas con é­
ter o pentobarbital (5 mg/kgde peso). La perfusión se realizó a través de ve­
na porta con solución de NaCl 0,9 % saturada con nitrógeno. Una vez separado
el órgano del animal todas las operaciones se realizaron a 0 - 4°G en medios
saturados con nitrógeno. Los tejidos (higado o cerebro) fueron cortados en
pequeños trozos y lavados con una solución de KCl 140 mM,fosfato de potasio
5 mM,pH 7,2 - 7,4. Los trozos de tejidos suspendidos en este medio fueron
homogeneizados con un homogeneizador Potter-Elvejhem y centrirugados durante
lO minutos a 750 g (con centrífuga Sorvall RC2B refrigerada, rotor SS 25,
2000 rpm) para eliminar núcleos y restos de tejidos. El sobrenadante (homo­
geneizado) se mantuvo en atmósfera de nitrógeno hasta el momentode ser em­
pleado.

omo n i dos de h e bro

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

i do zó er bro d r .

Se siguió el método de Schneider y Hogeboom(1950) modificado por Chan­

ce y Hagihara (1963). Los higados o cerebros de rata libros de sangre fueron
cortados y lavados en sacarosa 0,25 Mo en manitol 0,23 M, sacarosa 0,07 M,
Tris-HCl 5 mM, EDTA1 mM, pH 7,2 —7,4, suspendidos en 9 ml de medio por

cn S O
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gramo de tejido, homogeneizando con un homogeneizador Potter-Elvehjem y cen­

trifugando a 750 g durante 10 minutos (centrífuga Sorvall refrigerada RC2B,
rotor SS 25; 2000 rpm). El sobrenadante de esta centrifugación fue vuelto a
centrifugar a 7000 g (7500 rpm) durante lO minutos y el precipitado (mitocon­
drias) fue lavado dos veces y resuspendido en el medio de preparación (con­
centración final de proteinas: 30 - 50 mg/ml). Para que el lavado sea exten­
sivo en cada resuspensión se debe homogeneizar suavemente con la mano en ho­

mogeneizador Potter-Elvehjem.
2.6.3 Preparación de los animales para estudio de órgano "in situ".

I. Hígado. Se usaron ratas Long Evans macho de 170 i 20 g de peso anes­

tesiadas con pentobarbital (5 mg/kgde peso). Los higados se expusieron abrien­
do la pared abdominal y el área cuya emisión no se deseaba medir (músculo, cos­
tillas intestino, etc) fue cubierta con una superficie no emisora adecuada.
De todos los materiales empleados, el papel de aluminio demostró ser el más
adecuado. La superficie no cubierta por el papel de aluminio expuesta al foto­
tubo (en un 90 - 95 %higado) representa el área expuesta y fue medida por pla­
nimetria.

II. Músculo e intestino. La exposición de músculo se realizó separándolo
de la piel y teniendo especial cuidado en que no cayeran pelos sobre la super­
ficie a medir ya que los pelos o la suciedad que de ellos puede salir tiene
una emisión especialmente alta y que depende de la iluminación que haya reci­
bido. los intestinos fueron expuestos abriendo 1a pared abdominal, cuidando
que el área expuesta fuera en un 90 %o más intestino delgado. En estos ca­

sos la superficie también fue delimitada con papel de aluminio.
III. Inxección de reactivos. Los halometanos se inyectaron intraperito­

nealmente y desde el exterior de la caja en que se media la emisión a través
dc cánulas de polietileno insertas en la cavidad abdominal del animal conec­
tadas a una jeringa.

El diazobiciclo —2,2,2, - octano (DABCO)se inyectó intraperitonealmen­
te antes de la anestesia (una hora antes de la medición de quimioluminiscen­
cia); se emplearon diferentes volúmenes de una solución de la droga (400 mM
en solución fisiológica). Los animales controles fueron inyectados con igual
volumende solución fisiológica.

2.6.2 Semillas de soja.
I. Preparación de harina de semillas. La harina de semillas de soja se
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obtuvo tratando una cantidad adecuada de semillas (cosechadas el año de los

experimentos) con un desintegrador de alta velocidad (Waring Blendor CB4)
durante tres periodos de 20 segundos separados por periodos de l - 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.

LI. Preparación de homogeneizgdog de semillas. Los homogeneizados de

semillas de soja se obtuvieron suspendiendo 2,5 mgde harina recién prepa­
rada en lO ml de solución de fosfato de potasio 50 mM,pH 7,0 homogeneizan­

do con un homogeneizadorPotter-Elvehjem a 0 - 4°C hasta total desintegra­
ción de los gránulos. Los homogeneizados se mantuvieron a O - 4°C hasta ser
usados.

III. flumgctgciónde semjgas entera . 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 l minuto, escurriendo el agua sobrante.

IVl Envejecimiento acelerado de semillas. Las semillas se trataron hu­
medeciéndolas en la forma indicada una vez cada 24 horas, dejándolas secar
en los periodos intermedios a temperatura y humedadambientes.

DESTRUCCION DEL GRUPO HEMO DEL CITOCRDMOfiQ

La destrucción del grupo hemodel citocromo-g se determinó siguiendo la

desaparición de la banda Soret (2408 nm= 109,5 mM'l cm_1).
DETERMINACION DE MALONALDEHIDO. ENSAYO DEL ACIDO TIOBARBITURICO

El nivel de malonaldehido se determinó por el ensayo del ácido tiobar­
bitúrico (Bernheimy col., 1948). A una cantidad de muestra equivalente a
l - 1,5 mgde proteina (llevada a volumenfinal de 1,5 ml con agua destilada)
se le agregó igual volumende ácido tricloroacético 20 Z para precipitar las
proteinas. Se centrifugó durante 5 minutos en centrífuga de mesa y se incu­
baron 2 ml de sobrenadante con 2 ml de solución saturada de ácido tiobarbitúr

rico durante 10 minutos a lOO°C. Se leyó la densidad óptica de 535 nm. E1 ni­
vel de malonaldehido formado se expresa en mM/mgde proteina usando el coefi­
ciente de extinción E: 156 mM‘1em“1 (Sinhuber y Lu, 1958).
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GLUTATION PEROXIDASA

Se determinó la actividad de glutatión peroxidasa en homogeneizadosde
tejidos siguiendo expectrofotométricamente la velocidad de oxidación de NADPH
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acoplada a 1a actividad de glutatión peroxidasa de una mezcla de reacción con­

teniendo 0,15 mMde NADPH,exceso de glutatión reducido, 5 mMde hidroperóxido

de ter-butilo y 0,04 - 0,08 mgde proteina de homogeneizadode tejido/m1. La
actividad se expresó en nmol de HADPHoxidado/minuto.mg de proteina (ÉL: 6,23

mm"lcm-l; Pinto y Bartley, 1969; Gühzler y col., 1974).
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentración de proteinas en las muestras se determinó usando la téc­
nica del biuret en presencia de desoxicolato de sodio 0,1 % (Gornall y col.,
1948) y el reactivo de Folin-Ciocalteau (Lowryy col., 1951).
DETERMINACION VOLUMETHICA DE LA CONCENTRACION DE PEROXIDO DE HIDRDGENO

A una muestra que contiene peróxido de hidrógeno (aproximadamente 10 mM)

se le agrega ácido sulfúrico 1:5 y se la titula con solución de permanganato
de potasio 0,1 N. La reacción que ocurre es

A

(Kolthoff y col., 1972).
SOLUCIONES

I. itocromo-c.

2+
+ 8 H20suzo2 + 2Mn0 + 6H+—’502 + 2Mn (48)

Se empleó citocromo-g Sigma. Se prepararon soluciones ma­

dre de citocromo-g 1 mMen fosfato de potasio 10 mM,pH 7,0 - 7,2. Se controló
la concentración final de citocromo-g midiendo la absorbancia a 550 nmantes y
después de reducir totalmente con ditionito sódico. La concentración de citocro­
mo-g está dada por

citocromo-g 'l=AA/(1. e )
donde ¿3A A+ ditionito A- ditionito

II. Hidroperóxidos. Se prepararon soluciones madre de hidroperóxido de
ter-butilo,hidroperóxido de cumenoo peróxido de hidrógeno 400 mMen agua. La
concentración de peróxido de hidrógeno se controló midiendo la absorbancia a
240 nm (E = 0,04 mH-l cm-l).

III. Otras solugiones. Las soluciones de DABCOse prepararon en solución
fisiológica cuando fue

E = 19 mM'l cm

inyectada en ratas o en agua destilada en los demás ca­
lipoxigenasa, glutatión reductasa, y superóxido dismuta­
medio regulador de fosfato lO mMpH 7,2 - 7,4.
ácido linoleico y de 2,5-diterbutil quinol se prepara­

sos. Las soluciones de

sa se prepararon en un
Las soluciones de

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 últimos años 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
merciales, muchosinvestigadores diseñan los propios, lo cual hace muchasve­
ces dificil la comparaciónde los resultados obtenidos por diferentes grupos de
investigación. El acceso a diferentes contadores de fotones y de centelleo nos
ha permitido comparar sus rendimientos empleando sistemas fotoemisores de emi­
sión constante o variable en el tiempo.
COMPAHACION DE DISTINTOS CONTADORES DE FOTONES

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

En la Tabla I se comparan las condiciones de operación de dos contadores

de fotones y tres contadores de centelleo. Las variables que se consideran son:
temperatura de trabajo de los tubos fotomultiplicadores, fondos, medidos en
cps (cuentas por segundo); se define el fondo comola sumade la corriente os­
cura y la luz espúrea, (sección 2.1.2 - IV); emisiones leidas para un sistema
de emisión constante (semillas de soja), eficiencia relativa de conteo (defi­
nida comoel cociente entre señal y fondo) e indice de mérito (definido como
el cociente entre el cuadrado de la señal y el fondo).

El fondo depende de las caracteristicas de cada fototubo aumentando cuan­
to mayores son la sensibilidad a longitudes de onda altas, la temperatura de
trabajo, el área del fotocátodo y las horas de uso del fototubo. Los fototubos
de los contadores de fotones IEEE-Tohokuy Johnson Foundation tienen áreas gran­
des (del orden de 20 cm2) y ambos fototubos tienen sensibilidad extendida en el
rojo; estos factores determinan corrientes oscuras altas. El fototubo del conta­
dor IEIEFTohokutiene más horas de uso que el del contador Johnson Foundation lo
cual Justificaria los valores mayoresde su corriente oscura. La gran variedad
en los valores de corrientes oscuras en los contadores de centelleo son conse­

cuencia de las diferentes temperaturas de operación y de los tiempos de uso de
los fototubos (agotamiento).

Cuandose trabaja en sistemas de baja intensidad, para optimizar la con­
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Tabla I

- ' - 2

Aparato Temperatura ïondï Senal ga) Señal Senalde trabajo cps cps — —
del fototubo Fondo Fondo

Contador

de “mes - 20°C 150 i 12 125 1 25 0,33 104Johnson
Foundation (7)

Contador
de fotones —20°C 280 i 17 32 i ó 0'11 3'6
IEEE-Tohoku (5)

Contador
de centelleo T.ambiente 250 i 16 64 i lO 0,26 16
Beckman LS 100 (5)

Contador de
centelleo Nu- 10°C 20 i 4 29 i 5 1,5 42
clear Chicago (5)

Contador de
centelleo T.ambiente 35 1 ó 35 i 5 l 35
Packard 3320 (5)

TABLAI. Comparaciónde las condiciones de trabajo y eficiencias de conteo
de cinco aparatos diferentes usando comosistema emisor semillas
de soja.
(a) - señal = emisión total - corriente oscura
Los datos son x i ESM;los números entre paréntesis indican el núme­
ro de muestras diferentes.

fiabilidad de la lectura se deberá seleccionar un instrumento en el cual la rela­
ción señalz/Tondo sea máxima;

Desde este punto de vista y de acuerdo con la Tabla I, el orden decreciente

de confiabilidad de la lectura es: contador de fotones Johnson Foundation, con­
tadores de centelleo (Nuclear Chicago, Packard 3320, BeckmanLS 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 relación señalz/Ïondo del



contador de fotones IEEE-Tohokupara emisiones de muybaja intensidad, su dise­
ño especial para obtener análisis espectrales y su muybuen sistema de cambio
de filtros ademásde 1a posibilidad de termostatizar y oxigenar la muestra lo
convierte en un aparato adecuado para sistemas de mayores emisiones (fracciones
subcelulares, etc.). El contador de fotones Johnson Foundation además de ser
el que da lecturas más confiables, es versátil: puede usarse para cualquier ti­
po de muestra y permite obtener espectros de emifin con relativa facilidad. Es
importante además tener en cuenta que su costo es relativamente bajo. Su prin­
cipal inconveniente es que por la‘gran área del fototubo (de alta sensibilidad
en el rojo), es muyfácil inestabilizarlo por iluminación accidental, aún con
el voltaje apagado. Tanto este contador como el IEEE-Tohokuson sumamente sen­
sibles a temperatura y humedadambientes altas.

E1 uso de contadores de centelleo paravmedir reacciones quimioluminiscen­
tes trae aparejada ventajas y desventajas con respecto al uso de contadores
de fotones de diseño más especifico. Un contador de centelleo es accesible en
la mayoriade los laboratorios, lo cual elimina la exclusividad de este tipo
de mediciones para aquellos laboratorios con equipos especializados. En un con­
tador de centelleo se pueden medir simultáneamente varias reacciones, gracias
a su sistema de cambio automático de muestras.Estos aparatos tienen ademas una
relación señalz/fondo favorable (Tabla I ). La principal desventaja reside en
la dificultad de controlar el aporte de oxigeno y la temperatura de laimuestra
(agravado en los cases en los que el compartimento de cubetas también es refri­
gerado). Estos factores influyen decisivamente en la emisión medida, limitando
seriamente en algunos casos las posibilidades de trabajo.
EFECTO DE VARIABLES GEDMETRICAS 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, además de las variaciones debidas a volumen de la
muestra, la distancia de la muestra al fototubo y las áreas expuestas pueden
variarse con mayor facilidad que en los demás instrumentos.

tubo fotomultiplicador por una barra de polimetilacrilato. Tanto su longitud
comosu distancia a la muestra o al fototubo afectan las lecturas. En ausen­
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Fig. 10. A - Dependenciade la emisión leida para un emisor radioac­
tivo con la distancia al tubo fotomultiplicador (O) y a
una barra de polimetilacrilato de 5 cmde longitud 63).
Dependencia de 1a emisión de semillas de soja con la
distancia a una barra de polimetilacrilato de 10 cmde
longitud GI).

B - Dependencia de la emisión espontánea de higado de rata
"in situ“ con el área expuesta (distancia a la barra de
polimetilacrilato = 1 cm). Los números indican el núme­
ro de animales con que se obtuvo cada punto. Los valo­
res graficados con ïiESM. Se usaron ratas de 200 - 300
gramos.

cia de la barra de polimetacrilato la emisión de una muestra radioactiva de pe­
queño volumen, que puede considerarse puntual con respecto al área del tubo fo­
tomultiplicador, que es de 20 cm2, da una lectura que siminuye con la distancia
al fototubo, siendo muymarcada la disminuación en el primer centímetro (fig. 10­
A).
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La mismadependencia se observa en presencia de una barra de polimetila­
crilato de 5 cmde longitud (en este caso la distancia se mide con respecto a
la barra). En amboscasos la emisión obtenida estrapolando a distancia cero
(al tubo fotomultiplicador en el primer caso y'a la superficie 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 absorción en la barra está dentro del error de lectura. En
el caso de una fuente extensa de area semejante al área del fototubo (una cu­
beta de 4 x 8 cm con semillas de soja) la emisión 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 ángulo
sólido de emisión detectado por el fototubo, y en consecuencia la lectura, es
mayor cuanto más extensa sea la fuente. Esta dependencia entre la emisión de­
tectada y la distancia a la barra de polimetilacrilato deben ser tenidas en
cuenta cuando se mide la emisión de órganos "in situ", sistema en el cual las
variaciones de la distancia entre la fuente y el fototubo en las distintas
muestras son marcadas.

3.2.. Dependencia de la emisión gon gl área ezpuestg.
La emisión detectada para una distancia fija de la muestra a la barra de

polimetilacrilato es función lineal del área expuesta (Fig. lO - B, obtenida
para la emisión de higado de.rata "in situ"). En consecuencia es necesario
expresar los resultadOS en cuentas/segundo.cm2, siendo óptimo normalizarlas
a una distancia determinada al fototubo. Esta corrección se hace indispensa­
ble cuando se trabaja con órganos ya que la ubicación del animal frente al fo­
totubo y el área expuesta dependede las caracteristicas anatómicas propias
de cada animal (tamañodel higado, altura de las costillas, etc.). En el caso
de trabajar con cubetas, empleando un volumen constante, dado que la ubicación
del portacubetas es fija, los parámetros geométricos no difieren de una mues­
tra a otra. Para el cálculo de rendimientos cuánticos es necesario que las
condiciones geométricas en que se miden el patrón y la muestra sean iguales.
REPRODUCTIBÏLIDAD DE RESULTADOS EN DIFERENTES INSTRUMENTOS.

(Ji-néiiaas­
Las cinéticas de sistemas liquidos sonrvariadas y generalmente complejas

(como se observa en las figuras 11 y 12 obtenidas para homogeneizados de hi­
gado de rata en presencia de hidroperóxido de ter-butilo 5 mMen medio oxige­
nado y homogeneizadode cerebro de rata en presencia de oxigeno respectiva­
mente). En el primer caso la cinética de la fotoemisión es compleja; la curva
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Fig. 11. Cinética de la emisión de homogeneizados de higado de rata
en presencia de oxigeno y de hidroperóxido de ter-butilo 5
mM,medida en (a) un contador de fotones Johnson Foundation

(los homogenadosfueron preparados anaeróbicamente); (b) un
contador de centelleo BeckmanLS 100 (los homogenados fue­

ron preparados aeróbicamente); y (c) un contador de fotones
IEEE-Tohoku(los homogenadosfueron preparados aeróbicamen­
te.

presenta tres fases caracteristicas (fig. 11). Si bien en todos los instrumen­
tos de medida y cualquiera sea la condición en que se ha preparado el homoge­
neizado se observan estas tres fases, hay diferencias en las duraciones y tiem­
pos de aparaición de cada una de ellas. La duración de cada fase es función de

la temperatura a la que se lleva a cabo la reacción (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 reacción en la Fig.
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Fig. 12. Cinética de 1a emisión 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 anaeróbicamente); (b) en un contador de cente­
lleo BeckmanLS 100 (a 28°C; los homogeneiZados fueron pre­
parados aeróbicamente) y (c) un contador de fotones IEEE­
Tohoku (a 37°C; los homogeneizados fueron preparados aeró­
bicamente.

ll (a y b) han sido reproducidas en un contador de fotones IEEE-Tohokumodi­
ficando solamente la temperatura a la que se desarrolló la reacción. E1 tiem­
po necesario para alcanzar el máximode emisión 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 más simple. (Fig. 12). Se sabe que si el homogeneizado ha sido
preparado en atmósfera de nitrógeno, oxigenando y aumentando la temperatura
aumenta la emisión alcanzando un máximoa los 50 - 60 minutos de iniciada la
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reacción (Fig. 12, a). Si el homogeneizadoha sido preparado en atmósfera de ai­

re al suplementar con oxigeno o aire y calentar hay una fase de retraso de lO ­
15 minutos, alcanzandose el máximode emisión entre 120 y 180 minutos de inicia­
da la reacción. Esto se ha obtenido en un contador de centelleo BeckmanLS 100

y en un contador de fotones IEEE-Tohoku (Fig. 12 b y c) a 28°C y 37°C respecti­
vamente.

Se ha hallado en todos los aparatos empleados una buena reproductibilidad
de las cinéticas de emisión.

Comparaciónde Las eficiencias de contgg.
los rendimientos y la distribución expectral de 1a emisión de citocromoeg

en presencia de hidroperóxido han sido estudiados por Cadenas y col., (1980 a y
b), siendo un sistema adecuado para comparar las eficiencias de conteo de di­
versos instrumentos. En la Tabla II se comparan las emisiones máximas medidas

para 1a reacción de citocromo-g con hidroperóxido de cumeno (CuOOH),hidroper­

óxido de ter-butilo (t-BOOH)y peróxido de hidrógeno (H202) en un contador de
centelleo (Nuclear Chicago) y en un contador de fotones (Johnson Foundation).

Según la Tabla II la relación entre la emisión medida en el contador de
fotones Johnson Foundation y en el contador de centelleo no es la mismapara
cada peróxido. Esta relación es de 29 usando hidroperóxido de ter-butilo, 16
usando hidroperóxido de cumenoy 5 usando peróxido de hidrógeno. Se sabe que la
disminución espectral de la emisión de citocromo-g en presencia de peróxido de
hidrógeno y de hidroperóxido de ter-butilo no es la misma: en el primer caso
hay un máximo de emisión a 660 - 680 nm y en el segundo a 600 nm decayendo pa­

ra longitudes de onda mayores (Cadenas y 001., 1980 b). En consecuencia, el
porcentaje de la emisión total que se encuentra en la zona donde es mayor la
diferencia de sensibilidad de los tubos fotomultiplicadoresde ambosinstru­
mentos (longitud de onda mayor que 600 nm; Fig. 6) es diferente en ambos ca­
sos. E1 tubo fotomultiplicador del contador de fotones Johnson Foundation tie­
ne mayor sensibilidad en el rojo, por lo que contará con mayor eficiencia que
otros tubos, emisiones de longitudes de onda altas. Se esperarian para este
instrumento mayores rendimientos relativos en presencia de hidroperóxido de
ter-butilo, que en presencia de peróxido de hidrógeno, que es lo que se obser­
va en la Tabla II.

En la Tabla III se comparan las emisiones máximasmedidas para la reac­
ción de homogeneizadosde higado de rata en-presencia de hidroperóxido de
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TABLA II

P E R 0 x I D O
APARATO

t-BOOH 5 mM ¡{202 3 mM CuOOH 5 mM

Contador de
centelleo Nu- 56-80 3.300 210
clear Chicago

Contador de
fotones *
Johnson 2.000 10500-17000 3.300
Foundation (o)

Tabla II. Emisión luminosa de citocromofig 15 mMen fosfato de potasio 100 mM

pH 7,2 en preSencia de los hidroperóxidos indicados. Comparaciónde
las lecturas máximasobtenidas en un contador de centelleo Nuclear

'Chicago y un contador de fotones Johnson Foundation. Los números

indican emisiones en cuentas por segundo. (O) de Cadenas y col.,
l980,b. (*) la selección de los umbrales de trabajo puede modifi­
car las lecturas.

ter-butilo en medio oxigenado y homogeneizadosde cerebro de rata en presencia
de oxigeno para tres aparatos: contador de fotones Johnson Foundation, contador
de centelleo BeckmanLS 100 y contador de fotones IEEE-Tohoku. Este es el orden

en que disminuye la eficiencia con que detectan la emisión y coincide con el de
eficiencias de conteo mencionadoen la Tabla I.

La emisión máximadetectada por el contador de fotones Johnson Foundation
para homogeneizados de cerebro es de 1,7 veces mayor que la detectada por el con­
tador IEEE-Tohoku;esta relación es de 2,5 veces para homogeneizados de higado
en presencia de hidroperóxido 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 superficie de exposición mayor y una geometria más simple
(la cubeta es de sección rectangular con una cara paralela a la superficie del



TABLAIII

Homogeneizados de Homogeneizados de
Aparato cerebro de rata su- higado de rata su­

plementados con O2 plementados con 02
y t-BOOH 3 mM

Contador de
fotones ­
Johnson 4300 i 400 2190 i 30
Foundation (5) (ó)

Contador de 2500 i 200 870 i 50
fotones
IEEE-Tohoku (3) (2)

Contador de 3200 i 200 870 i 50
centelleo
Beclcman LS 100 (3) (3)

Tabla III. Emisiones máximasde homogeneizados de cerebro de rata en presen­

cia de oxigeno y de higado de rata en presencia de oxigeno y de
hidroperóxido de ter-butilo 3 mM.Comparaciónde las lecturas má­
ximas obtenidas con tres aparatos diferentes. Los datos son í i
ESM.Los números entre paréntesis indican el número de muestras
diferentes.

fototubo; el contador IEEE-Tohokutiene una cubeta cilindrica. En consecuen­
cia el contador de fotones Johnson Foundation deberia ser menos sensible a

las variaciones en turbidez de 1a muestra que es lo que efectivamente ocurre
(la relación de emisión de soja a homogeneizados de higado a homogeneizados
de cerebro es de 1 z 17 2 34 para el contador Johnson Foundation y de 1 : 27 s

78 para el contador IEEE-Tohokudisminuyendo la turbidez de la muestra en ese
sentido). Tambiénlas diferentes distribuciones espectrales de estas emisio­
nes influyen sobre las eficiencias de conteo.

3.3.3 Análisis espectral.
El análisis espectral de la emisión de los sistemas quimioluminiscentes

puede dar información muyimportante sobre las especies fotoemisivas si se tie­
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nen espectros confiables (Seliger, 1978). Por la forma en que se calculan los

espectros (Sección 2.3 pág. 33) pequeños errores de medición pueden ser sig­
nificativos en el espectro definitivo, habiendo una solución de compromisoen­
tre la resolución espectral deseada y la confiabilidad de la medidade cada
banda. En un sistema de semillas de soja, en el cual la emisión medida en el

contador de fotones Johnson Foundation es del orden de 150 i 6 cps (í i EMS),
el empleo de 15 filtros (es decir 13 bandas), suponiendo una emisión blanca
daria una emisión aproximada de 10 cps/banda. E1 error de medida (como ESM)

es de aproximadamente 6 cps. Comoel error de la banda es la combinación de

los errores de cuatro medidas (emisión control, emisión en presencia de fil­
tro y corriente Oscura en ambos casos; ecuaciones ¿2 y 43) un espectro obte­
nido en estas condiciones no seria estadísticamente significativo. Para ha­
cerlo significativo habria que disminuir los ruidos electrónicos perfeccio­
nando el aparato. Ochofiltros darían 1a 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 emisión

comohomogeneizados de cerebro o de higado se pueden emplear más filtros

siempre que se tenga en cuenta que cs preferible sacrificar definición an­
te confiabilidad de la lectura.

La Fig. 13 permite comparar la distribución espectral de la emisión
luminosa de homogeneizados de cerebro de rata suplementados con oxigeno ob­
tenidos en dos contadores de fotones: IEEE-Tohokuy Johnson Foundation. En

ambos casos 1a emisión es una banda muy ancha (125 nm de semiancho de ban­

da) centrada en 600 nm con poca resolución. En ambos casos se observan pi­

cos anchos centrados en 520 - 530, 575 y 640 y un hombro de A70 nm. Dado

el tipo de espectro la resolución que da la técnica empleada es buena y
los espectros obtenidos con ambos instrumentos concuerdan (dentro del error
experimental).
FACTORES FISICOS Y QUIMICOS QUE INFLUYEN EN LA EMISION

Temperatura.
La emisión luminosa en sistemas biológicos es consecuencia de reaccio­

nes de radicales en cadena (Boveris y col., 1980). La velocidad de estas
reacciones depende marcadamentede la temperatura del sistema.

La dependencia con la temperatura de la emisión de homogeneizados de
higado de rata o de cítocromo g en presencia de hidroperóxido de ter-butilo
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Fig. 13. Distribución espectral de la emisión de homogeneizadosde 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
1a temperatura mayor es la emisión máximaobtenida y menor es el tiempo en que
este máximoes alcanzado (Fig. 14). Si bien en el caso de cinéticas más com­
plejas comolas de homogeneizadosde higado de rata con hidroperóxido de ter­
butilo no aparecen fases nuevas, la aparición de las diferentes fases es me­
nos nítida a temperaturas bajas. Sistemas comosemillas de soja y lipoxigenasa
con ácido linoleico también responden a este esquema (Fig. 45). En consecuen­
cia una mala termostatización 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.

3.4.2 ancentrgciongs de reactivos.
Las emisiones luminosas de sistemas comohomogeneizados de órganos,
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y de CitOCÏONOfiQen presencia de hidroperóxido de ter-butilo
5 mM(0) con 1a temperatura y diagramas de Arrehnius corres­
pondientes.

B - Dependencia del tiempo en que la emisión máxima es alcanzada,
con la temperatura.

fracciones subcelulares o hemoproteinas suplementados con hidroperóxidos
muestran siempre una dependencia lineal con respecto a la concentración de
proteinas y saturante con respecto a la concentración de hidroperóxido. En
algunos sistemas que forman suspensiones turbias pueden observarse aleja­
.mientos de la linealidad por absorción o dispersión de la luz emitida por
las capas superficiales.

Para un sistema transparente pero coloreado (citocromoeg en presencia
de hidroperóxidos) la emisión depende linealmente de la concentración de
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A - Dependencia con la concentración del hidroperóxido ( [citocro­
mofigJ= lSFM)

B - Dependencia con 1a concentración de CitOCÏOWOfQ([hidroperóxi­
do]: 5 mM)

la hemoproteina y satura con la concentración‘dbl hidroperóxido (Fig. 15). En
un sistema transparente y donde 1a luminiscencia es producto lateral de una
reacción enzimática comolipoxigenasa suplementada con su sustrato (ácido li­
noleico) (Boveris y col., 1980 b) se observa alejamiento del comportamiento
enzimática clásico (línealidad con la concentración de enzimay saturante res­
pecto del sustrato (Fig. 16).

En sistemas más turbios y capaces de dispersar la luz comomitocondrias
de higado de rata suplementadas conhadroperóxido de ter-butilo, se observa
inhibición de la emisión 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 homogéneasde particulas de tamaño semejante
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Fig. 16. Emisión que acompañaa la reacción de la lipoxigenasa suplementada con
ácido linoleico.

A - Dependencia con 1a concentración de ácido linoleico (lOO/hg/ml de
lipoxigenasa.

B - Dependencia de la concentración de lipoxigenasa (50/«g/ml de ácido
linoleico.

comolas suspensiones mitocondriales) ni en los homogeneizadosde cerebro de ra­
ta en presencia de oxigeno (que son medios relativamente transparentes; (Fig. 17
5). La emisión de mitocondrias (mg proteinas/m1) y homogeneizados de higado de
rata (mgproteina/ml) suplementadas con hidroperóxido de ter-butilo saturan con
la concentración de hidroperóxido (Fig. 17 B). La emisión de homogeneizados de
higado de rata en presencia de hidroperóxido de ter-butilo presenta tres fases
caracteristicas (Fic. 11). La emisión máximade cada fase satura en todas ellas
con 1a misma concentración de peróxido (4 mM)siendo este comportamiento repro­
ducible en un contador de centelleo BeckmanLS 100 y en un contador de fotones

Johnson Foundation (Fig. 18). Los homogeneizados de cerebro de rata en presen­
cia de hidroperóxido de ter-butilo tienen un comportamiento anómalo (Fig. 17 B).

El hidroperóxido produce algunas alteraciones respecto de la cinética de
emisión en presencia de oxigeno (disminuye el tiempo en que el máximoes alcan­
zado) e inhibe 1a fotoemisión a concentraciones mayores que 2,5 mM,activando
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Fig. 17. Eknisión de homogeneizados de cerebro de rata (o), mibocon­

drias de higado de rate (‘) y homogeneizados de higado de
rata (0) en presencia de hidroperóxido de ter-butilo.

A - Dependencia con la concentración de proteina ( 5 mMde hi­

droperóxido para los homogeneizadosy mitocondrias de hi­
gado' de rata y 1 mMpara homogeneizados de cerebro de ra­
ta).

B - Dependencia con la concentración de hidroperóxido (5 mg
proteina/ml para todos los casos.
En todas las mediciones el volumen final fue de l. ml.
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Fig. 18. Dependencia con la concentración del hidroperóxido de los valores má­
ximos de quimioluminiscencia para cada una de las tres fases que ca­
racterizan la emisión de homogeneizadosde higado de rata en presen­
cia de ter-butilo. Los datos fueron obtenidos en un contador de cen­

telleo BeckmanIS 100 a 28°C (A), y a 37°C (B) en un contador de fo­

tones Johnson Foundation. (59 primera fase; (0) segunda fase; (0)
tercera fase.

a concentraciones menores con un efecto máximoa 0,4 mMde hidroperóxido.
3.4.3 ggnggntgggigngs de oxigeno.

La emisión luminosa de todos los sistemas estudiados depende marcadamen­
te de la concentración de oxigeno del medio. Los homogeneizados de cerebro de

rata en ausencia de oxigeno no emiten fotones; tampoco los homogeneizados de
higado de rata mantenidos en anaerobiosis responden a un estimulo de hidroper­
óxido de ter-butilo 5 mM(Fig. 19). De la misma manera, cuando una reacción de
homogeneizadosde higado de rata con hidroperóxido de ter-butilo se ha inicia­
do en un medio oxigenada, el cambio del oxigeno del medio por nitrógeno pro­
duce una inhibición en la emisión que es menos importante cuanto mayor es el
tiempo que se ha dejado evolucionar la reacción. La reincorporación de oxigeno
al medio de reacción produce un brusco aumento en la emisión. Este aumento de­

pende del tiempo en que el sistema haya estado en anaerobiosís y del de aero­
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homogeneizados de higado de rata suplementados con hidroperóxido de
ter-butilo. Las flechas indican el momentoen que se agregan los
reactivos.

biosis previa (Fig. 19). La emisión de mitocondrias de higado de rata suplemen­
tadas con hidroperóxido de ter-butilo y la de higado de rata "in situ" también
depende de la concentración de oxigeno (Fig.28, 30 y Tabla V ). Lo mismo ocu­
rre para sistemas más simples comocitocromofig, hidroperóxido o lipoxigenasa con
ácido linoleico (Cadenas y col., 1980 a; Boveris y col., 1980 b).
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INTRODUCCION

El estudio de la emisión espontánea de órganos "in situ" presenta una se­
rie de dificultades experimentales y teóricas. Unaaproximación adecuada al co­
nocimiento de estos fenómenos es el estudio de sistemas relacionados más sen­

cillos partiéndose de un sistema modelo simple (hemoproteinas en solución) au­
mentandogradualmente la complejidad en estructura y composición hasta llegar
al órgano "in situ".

La emisión de órganos "in situ" ocurre a través de reacciones de radicales
libres en cadena. Unade las posibles reacciones de iniciación de este proceso es
la ruptura homolitica de un enlace peroxflo(reacción 34). Comolos complejos de
Fe3+ catalizan esta reacción, se seleccionó una hemoproteina (citocromo-g) en pre­
sencia de hidroperóxidos comosistema modelo simple para el estudio de procesos
fotOemisivos en sistemas biológicos. La emisión de citocromofg suplementado con
hidroperóxido es modificada por la presencia de fosfolipidos en el medio de reac­
ción (Cadenas y col., 1980 f). Las suspensiones de mitocondrias suplementadas
con hidroperóxido de ter-butilo representan un sistema más complejo en cuanto a
composición y estructura se refiere que el citocromo-g ya que en este caso hay
interacción entre las hemoproteinas de membranay los fosfolipidos. En grado
creciente de complejidad en cuanto a composición pero no en cuanto a estructura
están los homogeneizados de órganos que contienen mitocondrias, microsomas y ci­
tosol y en consecuencia pueden ser considerados suspensiones de organelas celula­
res. En este caso la emisión fue estimulada con oxigeno y con hidroperóxido de
ter-butilo. La información existente sobre la emisión microsomales suficiente

comopara obviar su estudio (Akerboomy col., 1982).
En todas los casos mencionados se estudió:

i) emisión espontánea (es decir, en presencia de oxigeno) e inducida por
hidroperóxidos.

ii) efecto de la temperatura sobre la emisión.
iii) dependencia de la emisión con la presencia de oxigeno.
iv) efecto sobre la emisión de activadores e inhibidores adecuados.
v) estudio de la distribución espectral de la emisión si no habia suficien­

te información al respecto.
El estudio de la emisión de órgano "in situ" donde la complejidad viene da­

da fundamentalmente por la estructura, es experimentalmente más compleja y pre­
senta más limitaciones que el estudio de sistemas en solución. En este caso se



estudió 1a emisión espontánea (es decir en presencia de oxigeno) y la induci­

da por el tetracloruro de carbono, cuya metabolizacíón origina radica-lea 11­
bres. La.luminiscencia de higado de rata "in situ" inducida por hidro'peró'xido
de ter-butilo fue estudiada por Boveris y col., (1980 a).
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4.1 SISTEMA MODELO-CINCROMO-Q E HIDROPEROXIDOS

4.0101

Las reacciones con citocromofig se llevaron a cabo en un medio de fosfato

100 mM,pH7,2 - 7,3,a 37°C con burbujeo de oxigeno cuando se trabajó con con­
tadores de fotones,y a temperatura ambiente en atmósfera de aire cuando se
trabajó con contadores de centelleo. En estas reacciones el consumode oxi­
geno es suficientemente bajo comopara no encontrar diferencias entre las e­
misiones medidas con y sin burbujeo de oxigeno. Las reacciones se iniciaron
agregando hidroperóxido a una solución de citocromofg en el medio de reacción.

La fotoemisión de la reacción de citocromofig con hidroperóxidos sigue u­
na cinética simple (Fig. 20).

La pendiente inicial (aceleración inicial de la reacción; cps/segz), la
emisión máximay el tiempo en que éste es alcanzado son funciones de la tem­
peratura de trabajo y del tipo de hidroperóxnh>empleado (Figuras 14 y 20).

A 37°C y 5 mMde hidroperóxido él máximo de emisión se alcanza a los 5 ­

7 minutos de iniciada la reacción cuando se trabaja con hidroperóxido de ter­
butilo y a los 2 - 3 minutos cuando se emplea hidroperóxido de cumenoo per­

óxido de hidrógeno. A 28°C y 5 mMde hidroperóxido de ter-butilo son necesa­
rios más de 20 minutos para alcanzar dichos valores.

El máximode emisión depende linealmente de la concentración de cito­

cromofg y satura con 1,5 mMde hidroperóxido de ter-butilo, l mMde hidro­
peróxido de cumeno y 3 mMde peróxido de hidrógeno (Fig. 15).
'» = ¿nt_c- oe ,a .-= ‘

El análisis cromatográfico
mo-g con hidroperóxidos indica que el grupo hemo se destruye completamente
durante la reacción. Esta destrucción puede seguirse espectrofotométricamen­
te midiendo la variación en la absorbancia a 408 nm (banda de Soret). En una

mezcla de reacción con peróxido de hidrógeno 5 mMy lO/LMde citocromofig la

velocidad inicial de desaparición de citocromo-g es de LOnM/seg., consumien­
dose todo el citocromo-g a los 5 - 8 minutos de iniciada la reacción (Fig. 21).
El consumode peróxido de hidrógeno, que no puede seguirse espectrofotométri­
camente midiendo la absorción a 240 nmporque durante la reacción aparecen
compuestosque absorben a esta longitud de onda, puede determinarse titulan­
do el peróxido con permangnnato de potasio. En las mismas condiciones que se
emplearon para medir la desaparición de citocromofig, el peróxido se consume

con una velocidad inicial de S/uMde H202/segundo (Fig. 21). Durante el pri­
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mer minuto de reacción la fotoemisión total es de 2000 - 3000 cuentas. Se pue­
ce calcular que por cada molécula de citocromo-g destruido se consumen125 mo­

léculas de H202y se miden 2 x 10-13 cuentas (teniendo en cuenta que la efi­
ciencia de conteo del contador de fotones es de 10 Z, 2 x 10-1
rresponden a 2 x 10-.12
son de 2 x 10-12

cuentas co­

fotones). Esto indica que los rendimientos cuánticos
fotones/grupo hemodestruido y de 1,6 x 10"14 fotones/molé­

cula de ¡{202consumida. Si bien la reacción depende de la presencia de oxige­
no en el medio y consume oxigeno, éste no puede medirse polarográficamente en
presencia de peróxido de hidrógeno porque el peróxido interfiere en las medi­
das.
E e to de la tem ratur

bre la emisión.

de la d sn tur liz ció t rm d mo- so­
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de hidrógeno (lO/uN y 5 mMrespectivamente a 37°C).

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

Calentando citocromo-g a diferentes temperaturas y tiempos se observa que
cuanto mayores son ambos parámetros, mayor es 1a fotoemisión inducida por hidro­
peróxido de ter-butilo 5 mHmedida a temperatura ambiente (Fig. 22). Esto esta­
ria de acuerdo con la idea de que el verdadero catalizador de la reacción es el
citocromofig desnaturalizado. Los diagramas de Arrhenius indican un punto de quie­
bre a 74°C con energias de activación de 161 y 56 kJ/mol por encima y por debajo
de este punto respectivamente.
Efecto de inhibidoresl atrapadores de radicales libres 1 co

sados sobre la uimioluminisc nci la velocidad de desWWW­ s de

aflci n de
S
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Efecto del calentamiento de citocromofig 10/‘M sobre 1a emisión
en presencia de hidroperóxido de ter-butilo 5 mM.El citocromo­
g en fosfato de potasio 0,1 MpH7,2 - 7,4 fue calentado a las
temperaturas y tiempos indicados previamente a 1a reacción con
hidroperóxido. La reacción con hidroperóxido se llevó a cabo a
temperatura ambiente.

Emisiónt = emisión al tiempo t
Emisión =.emision a tiempo 0

Dependencia entre las emisiones máximaspara cada temperatura
de desnaturalización del citocromofigy 1a temperatura; diagra­
ma de Arrhenius correspondiente.

Il Ciggggg ge potasio. El cianuro de potasio inhibe en un 87 %la veloci­
dad de desaparición de la banda Soret y la quimioluminiscencia en mezclas de
citocromofig con peróxido de hidrógeno (Fig. 23) con un 50 % del efecto inhibi­
torio con 0,9 mMde cianuro de potasio.

Para obtener efectos semejantes con hidroperóxido de ter-butilo son nece­
sarias concentraciones de cianuro de potasio siete veces mayores (Cadenas y
col., 1980 a).

II= Atrgpadorgs de radicg;es libres. E1 2,5-di-terbutil quinol, que es
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Fig. 23. Efecto del cianuro de potasio sobre la emisión luminosa y 1a des­

trucción de citocromofig 20/M en presencia de peróxido de hidróge­
no 5 mM.

un atrapador de radicales libres eficiente (Sugiokay col., 1976), inhiben
tanto la emisión luminosa como1a velocidad de desaparición de la banda Soret

en mezclas de citocromofig con H202 (Fig. 24). El efecto inhibitorio máximose
obtuvo con 1 mmde atrapador y fue de 60 -7O %.

Los alcoholes son atrapadores eficientes del radical OH' (Dorfmany
Adams,1973). Se ensayó el efecto de metanol, etanol, etanodiol, glicerol,
propilenglicol,butanol y manitol a concentraciones de 25 y 250 mMsobre el
sistema citocromo-g/peróxido de hidrógeno sin observarse efecto sobre la e­
misión luminosa.

les esados ib es o o d s no cido .Tanto los me­

tales pesados comoalgunos aminoácidos pueden actuar comoinhibidores de la
emisión luminosa debida a oxigeno singulete por reaccionar con el mismo(Tu­
rro, pág. 14, 1978). Por otra parte, el cobre y el manganesopueden reaccio­
nar con peróxido de hidrógeno produciendo emisión luminosa.
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Fig. 24. Efecto del atrapador de radicales libres 2,5-di-terbutil quinol
(DTBQ)sobre la emisión luminosa (CD) y la destrucción de la ban­

da Soret (O) para una mezcla de citocromo g 10 ¡KMcon peróxido
de hidrógeno 5 mM.

Se ensayó el efecto de cobre libre o quelado con aminoácidos y de manga­
neso libre sobre 1a quimioluminiscencia y la velocidad de desaparición de la_
banda Soret de citocromo g3+ en presencia de peróxido de hidrógeno. El Cu2+,
Mn2+y Cu-His inhibieron la fotoemisión en un 60 % (Fig. 25) con un efecto

máximoa concentraciones de 0,3 mH. Los complejos de cobre con lisina produ­

jeron una inhibición de L1 %a concentraciones de 0,6 mM.Cadenas y col.,
(1980 a) encontraron inhibición de 1a emisión luminosa de eitocromo g en pre­
sencia de hidroperóxido de ter-butilo por Cu2+y Mn2+.Las concentraciones

de metales necesarias para inhibir la emisión luminosa (Fig. 25) indican que
las cantidades en las que pudieran estar presentes comoimpurezas no son su­
ficientes comopara producir efectos detectables.

Ni el Cu2+(libre o quelado) ni el Mn2+afectaron la velocidad de desa­
parición de la banda Soret. Esto está indicando que los metales pesados ac­
túan inhibiendo el proceso fotoemisivo en si pero no las reacciones que lle­
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Fig. 25. Efecto de metales Mn2+0‘), Cu2+ (¿9, Cu-His «3) y Cu-Lys (O) sobre

la emisión máximade citocromofig suplementado con peróxido de hidró­
geno.

van a él.

4.2 QUIMIOLUMINISCENCIA DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA EN PRESENCIA DE HIDROPER­

OXIDO DE TER-BUTILO.

Las mitocondrias de hígado de rata mantenidas en un medio aeróbico a 37°C
tienen una emisión basal muydébil (10 cps/mg de proteina) que aumenta al su­
plementarlas con hidroperóxido de ter-butilo. La cinética en este caso es sim­
ple, presentando un máximoa los 2 - 3 minutos de iniciada la reacción (Fig.
26); la emisión se mantiene en valores constantes por tiempos mayores que una
hora. La emisión máximadepende de las concentraciones de proteinas, hidroper­
óxidos y oxigeno (Figuras 17 y 30). Ni las mitocondrias de corazón de rata o de
palomani las mitocondrias de cerebro de rata o de conejo emiten al ser estimu­
ladas con hidroperóxido de ter-butílo 5 mM.

4.2.1 Egegtg del medio de ensaxg 1 del tratamiento previo de la prepgracifin mitggog­
dr s r misión.
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Fig. 26. Emisión de mitocondrias de higado de rata suplementadas con hidro­
peróxido de terbutilo 5 mM.

A - En distintos medios de reacción (MSP:manitol 0,23 M, sacarosa
0,07 M; fosfato de potasio 10 mM;pH 7,2; MST: manitol 0,23 M;

sacarosa 0,07 M; Tris-HCl 10 mM,pH 7,2)

B - En MSP. Las mitocondrias tienen 0 —O,5horas de preparadas (tl)

6 4 horas de preparadas (tz).

Tanto el medio de ensayo comola integridad de las mitocondrias influyen
en la cinética de su emisión en presencia de hidroperóxido de ter-butilo. En
medios con Tris-HGl (que es inhibidor de la emisión debida a oxigeno singula­

te; Deneke y Krinsky, 1977) la emisión es menor que cuando el medio contiene
solo fosfato (Fig. 26 A).

La cinética de la emisión de una preparación mitocondrial (en presencia
de hidroperóxido de ter-butilo) depende de cuanto tiempo se han conservado
aisladas las organelas. Se ha observado que al aumentar el tiempo de prepara­
das desaparece el máximoinicial descripto (Fig. 26 B). Son más marcadas aún
las diferencias entre las emisiones de mitocondrias de higado de rata fres­
cas o congeladas (a las mitocondrias congeladas al menosuna vez se las lla­
ma también membranasmitocondriales ya que con este tratamiento la organela
pierde su integridad). La emisión de membranasmitocondriales se asemeja a
la de mitocondrias que tienen más de seis horas de preparación. Por otra par­
te, la cinética de dicha emisión no depende significativamente del origen de“
la membranamitocondrial y/o de la mitocondria (Fig. 27).

'stado e bólico.
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Fig. 27. Emisión de mitocondrias de higado de rata frescos (MHRF)o congela­

dos (MHRC)y de mitocondrias de corazón de vaca congeladas (MCVC)
suplementadas con hidroperóxido de ter-butilo 5 mM.En los tres
casos la concentración de proteinas fue de 4 mg/ml. Las reaccio­
nes se han llevado a cabo en MSPa 37°C.

Pese a la fuerte agresión que significa la adición de altas concentracio­
nes de hidroperóxido de ter-butilo a mitocondrias metabólicamente activas, du­
rante los 3 - 4 minutos posteriores al agregado del hidroperóxido, la integri­
dad de la organela se mantiene, comolo indica la no alteración del consumo
de oxigeno para mitocondrias en estado 3 (Fig. 28 A).

La emisión luminosa de mitocondrias suplementadas con hidroperóxido de
ter-butilo en un medio con burbujeo constante de oxigeno depende de su estado
metabólico (Fig. 29).

La relación entre las emisiones para los estados 3, 4 y l para todas las
concentraciones de hidroperóxido ensayadas es de l : 1,2 : 1,6. No se halló
una correlación directa entre el valor del control respiratorio y la emisión
luminosa.

- - d=nci: d: ¿ -mis ón de gito o dri¿s - ¿_¿ n q

seno}; de hidroperóxido de ter-butilo con la concentración de ogágggg.
Las mitocondrias de higado de rata en estado 3 consumenoxigeno activa­

mente. Su emisión al ser estimulada con hidroperóxido de ter-butilo disminuye
Junto con la concentración de oxigeno del medio (Fig. 28 A), alcanzando un ni­
vel cercano a Cero cuando éste ha sido totalmente consumido.
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Fig. 28. A —Emisión luminosa (a) y consumo de oxigeno (b) de mitocondrias
de higado de rata en estado 3 al ser suplementadas con hidro­
peróxido de ter-butilo 5 mMen un medio saturado con aire.

B - Relación entre le emisión luminosa (a) do mitocondrias de higa­
do de rata en estado 1 suplementadas con hidroperóxido de ter­

butil? ï mMy la concentración de oxigeno en el medio de reac­ción b .

La emisión y el consumo de oxigeno fueron medidos simultáneamente.

La emisión de mitocondrias en estados l y L y la emisión de membranasmito­
condriales también depende de la presencia de oxigeno. La adición de hidroperó­
xido de ter-butilo a mitocondrias frescas en estado l en‘un medio en el que se
burbuJea nitrógeno induce rápidamente una emisión en forma de espiga que no pu!
do ser eliminada con burbujeos de nitrógeno de 20 minutos en cubeta cerrada.
Esta emisión ha sido atribuida a un proceso de muyalta afinidad por el oxigeno
tal que reaccionaria con el oxigeno residual en la cubeta. La incorporación de
oxigeno al medio una vez desaparecida la espiga produce un brusco aumento en la‘
emisión (Fig. 28 B).

Dadaslas caracteristicas cinéticas de la emisión de mitocondrias frescas

en estado l suplementadas con hidroperóxido de ter-butilo 5 mMpara estudiar
su dependencia con 1a concentración de oxigeno se pueden considerar cuatro pa­
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Fig. 29. Dependencia de la emisión máximade mitocndrias de higado de rata
metabólicamente activas con la concentración de hidroperóxido.
(A) mitocondrias en estado 1; (l) mitocondrias en estado 4; (O) mi­
tocondrias en estado 3.

Se grafica la emisión a los dos minutos de haber agregado el hidro­
peróxido.

rámetros (Fig. 30) a) emisión espontánea (en ausencia de inductor); b) emisión
máximaque alcanza el sistema al ser suplementado con hidroperóxido; c) emisión
estacionaria (tomada a los 8 minutos de agregado el hidroperóxido) y d) emisión
total (área debajo de la curva al cabo de un tiempo prefijado). Los tres prime­
ros valores son velocidades instantáneas de emisiónly el cuarto es una emisión
total; las unidades son fotones/segundo para los tres primeros parámetros y fo­
tones para el cuarto. Los cuatro parámetros dependen de la concentración de oxi­

geno para la emisión máxima. Se calcularon valores de Kmde 19/414para 1a emi­

sión máxima, 189flM para la emisión estacionaria y 65 ¡UMpara la emisión inte­
gral (Fig. 30 B).Las membranasmitocondriales por su parte tienen un Kmde

390 ¡44.
4.2.4
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Fig. 30. A - Dependencia de la emisión de mitocondrias de higado de rata suple­
mentadas con hidroperóxido de ter-butilo 5 mMcon la concentración
de oxigeno. Se grafican emisión espontánea (A), máxima(0), es­
tacionaria (0) e integral (A).

B - Gráfico de inversas correspondientes.

El cianuro de potasio inhibe tanto la emisión de mitocondrias frescas como1a
de membranasmitocondriales (Fig. 31) siendo diferentes las concentraciones que
producen máximoefecto inhibitorio. La emisión de mitocondrias de higado de rata
en estado l es inhibida en un 64 % con concentraciones de cianuro de potasio de

300 ¡LM; las membranasmitocondriales de corazón de vaca son inhibidas en un ¿5 X

con concentraciones de 15 /LM de cianuro de potasio y las membranasmitocondria­
les de higado de rata son inhibidas en un 67 % con 150 ¡4Mde cianuro de potasio.

4.2.5 Análisis espectral de la emisión de mitocondrigs de higado de rata.
El análisis espectral de la emisión de mitocondrias de higado de rata en es­

tado 1 suplementadas con hidroperóxido de ter-butilo 5 mMmuestra bandas muy an­

chas con un máximo de 480 nm y un máximo más marcado en 580 nm. Un 10 % de la e­

misión total detectada está a longitudes de onda mayores que 670 nm (por no te­
ner acceso a filtros adecuados esta emisión no ha podido ser resuelta; Fig. 32).

4.3 QUIMIOLUMINISCENCIA DE HOMOGENEIZADOS DE HIGADO Y CEREBRO DE RATA.

4.3.1 ¡nisign inducida pgr oxigeno.
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Fig. 31. Inhibición por CNKde la emisión máximade mitocondrias de higado

de rata frescas (A), mitocondrias de corazón de vaca congeladas
(Ó) y mitocondrias de higado de rata congeladas (O ).
En todos los casos se emplearon 2,8 mg de proteina/nl y 5 mMde
ter-butilo.

Comose indicó en la sección 3.3.1, 1a cinética de la emisión 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 emisión
luminosa de homogeneizados 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 preparación) seguida de un aumento en
la emisión que llega a tener un valor máximoa las 1,5 - 2 horas da iniciada
la reacción, decayendo luego lentamente (Fig. 33). Esta cinética es semejan­
te a la de homogeneizadosde cerebro de rata pero la emisión expresada por
mg de proteina es casi 20 veces mayor en el segundo caso.

4.3.2 nggagión de ma;ong;dehido. niveles de glutgtión pgroxidgsa I ggigiglgmigig­
cencig gn homoggneizadosde higado I gerebro de rata.
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Fig. 32. Distribución espectral de la emisión de mitocondrias de higado de
rata (enlestado 1) suplementadas con hidroperóxido de ter-butilo
5 mM.

La cantidad de hidroperóxidos lipidicos formados en un sistema puede me­
dirse a través de la cantidad de malonaldehido presente (Chance y col., 1979).
Las curvas de quimioluminiscencia en función del tiempo de reacción Lque re­
gistran velocidad de emisión de fotones en función del tiempo, es decir cuen­
tas por segundo) y la velocidad de acumulación de malonaldehido (nmoles/se­
gundo) son semejantes entre si tanto para homogeneizados de higado de rata co­
mode cerebro de rata.En la Fig. 33 se observa claramente para.homogeneizados
de cerebro de rata que cuando no se acumula más malonaldehido los niveles de
luminiscencia disminuyen indicando una clara relación entre la emisión de fo­
tones y la formación de hidroperóxidos lípidicos.

La enzima glutatión peroxidasa es una de las defensas de los tejidos con­
tra los procesos peroxidativos (Chancey col., 1979). Esta actividad es muy
baja en homogeneizados de cerebro (0,4 i 0,05 nmol/min. mg de proteina) pero
es alta en homogeneizados de higado (182 i 12 nmoles/min. mg de proteina). Es­
tos valores medidos están de acuerdo con los niveles de actividad de glutatión
peroxidasa conocidos (Prohaska y Ganther, 1976; Sies y col., 1979) y en rela­
ción inversa con los niveles de quimioluminiscencia y formación de malonaldehi­
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Fig. 33. Emisión luminosa (en cps) y acumulación de malonaldehido (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 formación de hidroperóxidos, reflejados por la
actividad de glutatión peroxidasa, menores la cantidad de hidroperóxido
formados, reflejado en el nivel de malonaldehido).

¿.3.3 Quimioluminisgencia inducida pgr hidropgróxido de ter-bgtilo gn homogeneiza­
dos de cerebro de rata.

La emisión de homogeneizados de cerebro de rata en presencia de oxigeno
es activada por concentraciones de hidroperóxido de ter-butilo menores que 2,5
mM,con un efecto activador máximo (1,6 - 1,7 veces) a 0,4 mMde hidroperóxi­
do (Fig. 17). Es interesante hacer notar que los tiempos en que la emisión
máximaes alcanzada disminuyen al aumentar la concentración de hidroperóxido.
Si se considera la emisión en función de la concentración de hidroperóxido a
tiempos menores que los necesarios para alcanzar la emisión máximase observa
activación para cualquier concentración de hidroporóxido. La composición del
medio de ensayo, fundamentalmente la posibilidad de que existan metales biva­
lentes libres, influyen en el efecto del hidroperóxido sobre la emisión­

El agregado de hemoproteinas exógenas comohemoglobina o citocromofig pue­
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Fig. 34. Dependencia de la emisión máximade homogeneizados de cerebro de

rata en presencia de oxigeno (a) y de oxigeno más hidroperóxido
de ter-butilo 5 mM(b) con el pH del medio.

de tanto hacer variar la emisión máximacomoalterar sus craoteristicas ciné­
ticas.

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

El pH óptimo para la emisión inducida por oxigeno está entre 5 y 6; en la
reacción inducida por hidroperóxido de ter-butilo este pHes de 6,5 - 7,5 (Fig.
34)­

4.3.4 nggiolggingscgncig inducida pgr hidropgrógido de ter-bgtilg gn hgggggngizg­
dos de higado de gata.

En un medio oxigenada los homogeneizados de higado de rata reaccionan
eficiente y rápidamente con hidroperóxido de ter-butilo. Esta emisión presen­
ta tres fases caracteristicas (Fig. 11) cuyos tiempos de aparición, duración
y máximosdependen de la temperatura, del medio, (Fig. 14), la concentración
de proteinas e hidroperóxido (Figuras 17 y 18), 1a presencia de activadores
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Fig. 35. A - Efecto del agregado de diterbutilquinol (DTBQ)sobre 1a cinética
de la emisión de homogeneizados de higado de rata en presencia de
hidroperóxido de ter-butilo 5 mM.
B - Dependencia entre las emisiones máximasde las fases 1 (a) y 3 (b)

y la concentración de diterbutilquinol.

o inhibidores y de la concentración de oxigeno en el medio de reacción.
I, Dependencia engrg 1g emisión de gomoggngizados de gggggo gg ¡33g suple:

mentados con hidroperóxido de ter-butilo 1 oxigeno. En un medio con homogeneiza­
dos de higado de rata que están reaccionando con hidroperóxido de ter-butilo en
presencia de oxigeno la eliminación del oxigeno del medio en cualquier momento
posterior a la iniciación de la reacción hace caer la emisión a niveles cerca­
nos a cero. (Fig. 19). En ausencia de oxigeno el hidroperóxido no induce emi­
sión luminosa; una posterior oxigenación del sistema reaccionante produce un
aumento en la emisión con una aceleración inicial que es mayor cuanto mayor
es el tiempo en que el sistema suplementado con hidroperóxido estuvo en anae­
robiosis (Fig. 19).

II. Efecto de inhibidores sobre la guimiolggigisggncig gg ngggggneizgggg
de higado de rgga igducidg pgr hidroperóxído de tgr-butilg. El atrapador de ra­
dicales di-terbutil quinol (DTBQ)que inhibe la emisión de homogeneizadosde
higado de rata en presencia de hidroperóxido de ter-butilo 5 mM(Fig. 35) lo
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Fig. 36. A - Cinética de la emisión de homogeneizados de higado de rata suple­
mentados con hidroperóxido de ter-butilo 5 mMen ausencia (a) y

en presencia (b) de CNK0,1 mM.

B - Dependencia de la emisión máximade las fases 1 (O) y'3 (O)

con la concentración de CNK.

hace disminuyendo el valor de la emisión máximade la»primera fase y alargando
su duración, pero manteniendo constante la diferencia de emisión entre las me­
setas de 1a primera y tercera fases. La duración de la primera fase inhibida
depende de la concentración de DTBQ.El agregado de este inhibidor en cualquier
momentodurante la reacción produce una inhibición inmediata en la emisión
(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 reacción continúa normalmente.

E1 cianuro de potasio que inhibe la emisión de hemoproteinas inducida por
hidroperóxido de ter-butilo (Fig. 23), inhibe 1a segunda fase pero no la prime­
ra en la emisión de homogeneizados de higado suplementados con hidroperóxido
de ter-butilo (Fig. 36).

LLL. Espectros de emisión de hgmogeneizgdos de higado I cerebro de nata.
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Fig. 37. Distribución espectral de la emisión de homogeneizadosde higado de
rata en presencia de hidroperóxido de ter-butilo 5 mM.

la longitud de onda del 95 %de la emisión de homogeneizados de cerebro de ra­
ta en presencia de oxigeno está comprendida entre 500 y 700 nm. La distrubición
espectral de esta emisión presenta un hombro suave en 470 - 500 nmy dos máxi­

mos centrados en 575 y 640 nm (Fig. 13). El espectro de la emisión de homogenei­
zados de cerebro de rata en presencia de hidroperóxido de ter-butilo es semejan­
te al ya descripto.

Entre el 80 y el 90 %de la emisión de homogeneizados de higado de rata en
presencia de hidroperóxido de ter-butilo y oxigeno está comprendidaentre los
450 y 700 nm, con un 10 - 12 % de 1a emisión detectada a longitudes de onda ma­

yores que 710 nm. 1a distribución espectral de esta emisión presenta dos máxi­
mos centrados en 500 y 600 nm (Fig. 37). El espectro de la emisión de homoge­
neizados de higado de rata en presencia de oxigeno presenta caracteristicas se­
mejantes al de los mismos homogeneizados suplementados con hidroperóxido de ter­
butilo.

En homogeneizados de higado de rata suplementados con hidroperóxido de ter­
butilo el Diazo-biciclo-octano (DABCO)aumenta la emisión con un efecto máximo
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Fig. 38. Efecto del DABCOsobre 1a emisión de homogeneizados de higado de rata

en presencia de hidroperóxido de ter-butilo 5 mM;(0 ) fase l; (° )
fase 3.

de 20 %a una concentración de 60 mMalterando significativamente la cinética
de la emisión.

La presencia de las bandas de emisión a 640 y 710 nm, con un aumento de la
emisión en presencia de Diazo-biciclo-octano sin que éste produzca alteraciones
espectrales indicaria que la especie fotoemisiva es oxigeno singulete (Denekey
Krinsky, 1977). Debido al bajo aumento porcentual en la emisión total y el ancho
de las bandas espectrales descriptas (Fig. 37), cualquier alteración en el es­
pectro producida por dicha droga quedaria enmascaradapor el errorexperimental.
Sin embargola alteración considerable en la cinética de la reacción, hace supo­
ner que el Diazo-biciclo-octano en este caso actuaria a través de un mecanismo
diferente que la acción sobre oxigeno singulete. En homogeneizadosde higado de

rata suplementados con hidroperóxido de ter-butilo 5 mMy en presencia de 02,
el DBAS(di-bromo-antraceno sulfonato) que aumenta la emisión debido a carboni­
los tripletes, no tuvo efecto sobre la misma.

4.4 QUIMIOLUMINISCENCIA DE HIGADO DE RATAEN SITU".

4.4.1 Lgdgggiónde la emisión por halometgnos.
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Fig. 39. A - Emisión espontánea e inducida por CCl40A= obturador abierto
OC= obturador cerrado AV= alto voltaje

B - Dependencia entre la emisión máximade higado de rata "in situ" y
la dosis de haloalcano inyectada intraperitonealmente (<3) 0014;
(A) CH2012; (O) CHCl3

de higados de rata "insitu"

Se sabe que el CClL se metaboliza en el higado a través de un mecanismo de
radicales libres. Sin embargodada la inestabilidad de los radicales que se for­

marian, este mecanismo no es el favorecido en la metabolización de CHCl3y de
6H2012(Recknagel y col., 1977). Esto convierte a1 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 órganos de animales vivos y su emisión
luminosa.

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

La inyección intraperitoneal de CCl4 produce un rápido aumento en esta emi­
sión (Fig. 39 A). El tiempo que transcurre entre que se inyecta el CCl4y aumen­
ta la señal oscila entre 45 y 70 segundos, alcanzándose un máximode emisión a

los 2 - 4 minutos de inyectado el 0014. Esta emisión 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 emisión de higado de rata "in situ" del bloqueo de
la circulación a través de la vena porta antes o despues de admi­

nistrar intraperitonealmente CC1¿(1ml/ïOOg de peso).
0A = Obturador abierto. OC= Obturador cerrado. Ocl. porta = oclu­

sión de la vena porta. AV= Alto voltaje

estado del animal. La inyección de una segunda dosis de CCl4 produce una res­
puesta menor que la primera inyección a igualdad de dosis (Fig. 39 A). El va­

lor máximo de 1a emisión depende de 1a dosis de CCll+aumentando en forma casi

lineal hasta 1 m1 CC14/100g de peso, saturando con dosis mayores. La inyección
de CHCl3no produce efecto sobre 1a emisión luminosa y el 0H2012 tiene un efec­
to muydébil, aún a concentraciones altas (Fig. 39 B).

La emisión inducida por CCl4 depende de que haya circulación de sangre
por el higado. Tanto la muerte del animal comoel bloqueo de 1a circulación
a través de 1a vena porta en cualquier momentodespués de haber inyectado el
halometano hacen caer la emisión a valores cercanos a cero. Si dicho bloqueo

se realiza antes de inyectar el CCl o se inyecta el 0014 a un animal muerto
no se detecta emisión luminosa (Fig. 40).
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TABLA IV

Emisión espontánea Emisión inducida por

Tratamiento (cps/cmz) CCl4 (l ml/ïOO gl (cps/bmz)
Control Tratada Control Tratada

Minoxia Hípóxica 17,5 i 1,3 13,2 i 1,2 55 i ó 26 i 2
(5) (7) (1.) (5)

Alcohol crónico 19,6 i 2,5 22,6 i 1,5 33 i 7 48 1 5
(1° Sem“) (5( (5) (e) <7)

Alcohol crónico 20,1 i l 15,2 i 1,2
semanas)

TABLAIV. Emisión espontánea e inducida por CCl4 en higados "in situ" de ratas
controles, hipóxicas y tratadas crónicamente con alcohol.

La emisión del intestino (que absorbe pero no metaboliza al CCl ) a los 12

minutos de haber administrado l ml de CClL/lOOg de peso y con una emisión en hi­
gado de 86 cps/cm2 era de 8 cps/cmz. La emisión de intestino en ausencia de CCl
es del orden de 10 cps/cm2(Tabla VI).

La emisión medida en higado corresponde a i612

CClLadministrado.

;¿_Bmisión inducida Qgr CCJV+en condiciones en ggg gl gitgggggo P459 está
aumentado.Se postula que el daño hepático producido en el alcoholismo crónico
experimental se debe a un aumento en los niveles de peroxidación lipidica (Di
Luzio, 1973). Se sabe ademásque está aumentada la actividad especifica del sis­
tema microsomal NADPH-dcpendiente(Thurman, 1973) y la masa del reticulo endoplás­

mico y el contenido de citocromo P450 (Lieber y de Carli, 1970). Esto último pro­
duciría en los niveles de emisión luminosa un incremento en la velocidad de meta­

bolizacíón del CCl4que se reflejaria en los mismos. La emisión luminosa de higa­
dos de ratas tratadas crónicamente con alcohol e inyectadas con l ml/kg de peso
de CCl es de 48 i 5'cps/cm2 (7 animales) y el de los animales control es de 33 i

7 cps/cm2 (8 animales) o sea, un aumento de 1,45 veces (p<.0,0l) en la emisión lu­
minosa (Tabla IV).

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

L

- 10-14 fotones/holécula de



80'

É
É 60­
H

É
40 - T

É i
á
g 20­

OIL l 1
600 Lí_J 7oo 800 900

LONGITUDES DE ONDA (nm)

Fig. 41. Distribución espectral de la emisión inducida por el CCl
de rata "in situ".

4 de higado

citocromo P450. Sin embargo en este caso la emisión inducida por l ml de CClA/loo
g de peso fue de 26 i 2 cps/cm2 para animales hipóxicos y de 55 i 6 cps/cm2 para

animales control(5 y 4 animales respectivamente), lo cual indica una disminución
de aproximadamente dos veces en la emisión. Este hecho es consecuencia de que o­
tros factores (comoaporte de oxigeno al órgano) también influyen en los niveles
de fotoemisión.

II. Análisis espegtrgl z ggecto del DABCOsobre la emisign de higgdg de r5­

tg "in situ" inducida QQrCClA.La distribución espectral de la emisión de higa­
do de rata "in situ" inducida por CClL (Fig. 41) indica que el 90 i lO % de la
misma es la longitud de onda mayor que 600 nm con un 39 i 4 % de la emisión de­
tectada por encima de 715 nn.

Ta alta contribución 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 emisión bimolecular de oxigeno singulete. Si es asi el DABCOdebe aumen­

tar la emisión pero no alterar su distribución espectral (Denekey Krinsky,l977).
Ia administración de DABCOsobre la superficie del higado no produce efecto so­
bre la emisión. Si bien la administración intraperitoneal de DABCOproduce un
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Fig. 42. Dependencia de la emisión espontánea de higado de rata “in situ" con
el peso del animal en presencia (0 ) y ausencia (° ) de DABCO(0,18
mmoles/100 g) inyectado intraperitonealmente.

aumento de 30 i 5 % en la emisión luminosa de higado (p<L0,02). Este incremento
mopermitiría detectar eventuales alteraciones en la distribución espectral de­
bido a los altas errores experimentales en la obtención de los espectros.

4.4.2 Emisión espgntáneg de higado de rata "in situ".
La emisión espontánea de higado de rata "in situ“ es del orden de 10 cps/cm

para ratas de peso mayor que 200 gramos. La emisión expresada por ünidad de área,
depende del peso del animal, habiendo una gran disminución en los valores medi­
dos cuando el peso aumenta de 60 a 150 gramos, estabilizándose a partir de los
200 gramos hasta los 550 gramos.(Fig. 42).

I. Qgpgndgnciade la emisión espgntánea ggn gl aporte de gziggng al higado.
La emisión luminosa depende de que haya circulación de sangre por el higado. Al
cortar la circulación por la arteria hepática la emisión disminuye a un 70 %

2



TABLA V

Porcentaje de la emisión
espontánea

Emisión espontánea 100

Ligandola arteria hepática 64 i 8 (3)

Ligando la arteria hepática y la vena porta 24 i lO (3)

Liberando la circulación por la vena porta 91 i l7 (3)

Ligando nuevamente la vena porta 20 i lO (3)

Animal muerto 5 i 10 (3)

TABLAV. Efecto del bloqueo de la circulación sanguínea por arteria hepática
y/o la vena porta sobre la emisión espontánea del higado de rata "in

situ". Los valores indicados son í i error standard de la media. Los
números entre paréntesis indican el númerode animales experimentados.

del valor inicial (Tabla V); si no corta la circulación por 1a arteria hepática
y la vena porta simultáneamente la emisión cae a valores cercanos a cero. Si se
libera la circulación por la vena porta la emisión vuelve a un valor cercano al
inicial. Ligando nuevamentela vena porta la emisión vuelve a caer a cero. En
el momentoen que el animal muere la emisión también cae a cero (Tabla V).

II. Emisifin espontánea de higado de ratas hipggiggs 1 alcohólicas. La emi­
sión espontánea de hígados de ratas hipóxicas es levemente menor que la de hi­
gados de ratas normales (Tabla IV). Comoestos animales tienen poliglobulia
(por lo cual el aporte de oxigeno al higado no estaria fundamentalmentealtera­
do) y las alteraciones metabólicas debidas a la hipoxia no son marcadas, estos
resultados eran esperables.

Se postula que el alcoholismo crónico experimental produce un aumento en

la lipoperoxidación en higado (Sies y col., 1979). La emisión de fotones en hi­
gados de ratas sometidas a tratamiento crónico con alcohol comparada con la de
animales controles depende del tiempo de tratamiento con alcohol y de las con­
diciones de alimentación del animal en el momentode realizar las mediciones



TABLA VI

ORGANO EMISIOE
(CPS/cm )

Músculos del cuello 14 i 3 (2)

Músculos abdominales 15 i l (6)

Intestino delgado 17 i l (5)

Hígado 13 3 2 (5)

Cerebro 100"É

* de Boveris y col., 1981

TABLAVI. Emisión espontánea en diferentes órganos de rata. Los valores indi­
cados corresponden a E + ESM;los números entre paréntesis indican

la cantidad dc animales experimentales.

(ayuno de 24 horas o no) en el momentode hacer la medición. Cuando el animal
tiene 10 semanas de alcoholización y las medidas se realizan sin ayuno previo
no hay diferencias entre animales control o tratados con alcohol. En animales
de 20 semanas de alcoholización, sin ayuno, hay un 25 Z de disminución en la
emisión espontánea (Tabla IV). Estos resultados son alterados si el animal
ha sido sometido a 24 horas de ayuno.

IIIz Emisión en otros órgano.. Ia emisión espontánea do fotones no es ca­
racteristica privativa del higado. El cerebro, el intestino y el músculotam­
bién tienen una emisión detectable (Tabla VI), 1a cual expresada por unidad de
área decrece en el orden indicado.

Las emisiones de músculo 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 órgano de mayor emisión por uni­
dad de área. Dadosu pequeño tamaño, las lecturas siempre son bajas, lo cual li­
mita las posibilidades experimentales.

IV. Análisis ggpectral y efecto de DABCOsobre la emisión espontánea de
higggggig_zgfig_1¿2_giggï- El análisis expectral de la emisión espontánea de

higado de rata "in situ" es semejante al de 1a emisión inducida por CC1¿.'T0­
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Fig. 43. Distribución espectral de la emisión espontánea de higado de rata
“in situ".

da la emisión ea de longitudes de onda mayores que 715 nm (Fig. 43).
La administración intraperitoneal de DABCOaumenta la emisión espontánea

de higado de rata en un 20 - 50 % con un grado bajo de significación estadis­
tica (p( 0,3)'



CAPITULO V

QUIMIOLUMINISCENCIA DE
BAJA INTENSIDAD EN PLANTAS
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INTRODUCCION

La lipoxigenasa, enzimapresente en las semillas de soja, cataliza la reac­
ción

LOX

Lu ———v- Loou (49)
02

donde LHrepresenta un ácido graso insaturado, LOOHes un hidroperóxido de dicho

ácido y LOXes lipoxigenasa. Si bien el sustrato especifico de la lipoxigenasa
es el ácido linoleico, otros ácidos grasos insaturados reaccionan eficientemen­
te con esta enzima. La reacción (49) es fotoemisiva (Boveris y col., 1980 b).

Dada la importancia de esta enzima en cl metabolismo oxidativo de semillas
de soja, se la seleccionó comosistema modelo para el estudio de la emisión de
las mismas; con grado de complejidad creciente se estudió la emisión de suspen­
siones de particulas de soja ("harina"), homogeneizadosde semillas y de las
semillas enteras.

Los estudios que se realizaron en los casos donde el sistema lo permitió
fueron:

i) descripción de la emisión espontánea (en ausencia de activadores o in­
hibidores.

ii) efecto de la temperatura sobre la emisión.
iii) dependencia de la emisión con el oxigeno y efecto de activadores e in­

hibidores.
iv) estudio de la distribución espectral de la emisión.
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5.1 SISTEMAS MODELO: LIPOXIGENASA SUPLEMENTADA CON ACIDO LINOLEICO

En la reacción (49) se consumeoxigeno y se producen especies electróni­
camente excitadas (Boveris y col., 1980 b) por lo cual se la puede estudiar
a través de la medida de los fotones emitidos o del oxigeno consumido.

Se midió la emisión de esta reacción en un contador de centelleo (Nuclear

Chicago) o en un contador de fotones (Johnson Foundation). La reacción se lle­
vá a cabo en un medio regulador de fosfato de potasio 50 mM,pH 6,6 a 37°C.

Las reacciones se iniciaron por agregado de sustrato (ácido linoleico) a la en­
zima disuelta en 4 ml de medio. En el contador de centelleo las lecturas se

realizaron durante 24 segundos.
La emisión de fotoneStbpende de las concentraciones de sustrato y de en­

zima (Fig. 16) saturando a 50,hg/ml de ácido linoleico y dependiendo linealmen­
te de la concentración de enzima.

to d ib dor s sob de li i e s ido n

La actividad de lipoxigenasa medida comoconsumode oxigeno es inhibida
por el ácido salícilhidroxámico (SHAM)(Parrish y Leopold, 1978). En una pre­
paración de lipoxigenasa 25/lg/ml y ácido linoleico 50,*g/m1 el SHAMinhibe la
fotoemisión en un 60 % y el consumo de oxigeno en un 93 %. El cianuro de pota­

sio, que no inhibe la actividad enzimática medida comoconsumode oxigeno (Pa­

rrish y Leopold, l978),inhibe la quimioluminiscencia en un 72 % (Fig. 44).
- - - ' - - - 11a! i:- =:¿ - . .

linoleico el ácido graso pue­
de oxidarse tanto por catálisis enzimática comopor procesos de autoxidación

l rea ó o.

- r-a c ón de, 1 a _ _¿ -u.; ; y.

En un medio conteniendo lipoxigenasa y ácido

no enzimáticos. Comola dependencia de ambos procesos con la temperatura es di­
ferente, las condiciones en que se lleva a cabo la reacción pueden favorecer un
proceso u otro.

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

a) una suspensión de ácido linoleico 30/“M en fosfato de potasio 50 mM,
pH 7,2.

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

c) ambosreactivos a la vez por separado (ácido linoleico 60,FMy lipoxi­
genasa ZOO/“g/ml.

Las reacciones se iniciaron en (a) y en (b) agregando el reactivo que fal­
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QUÉIMIOLUMINISCENCIA(cpsx10'3)(o ,o) consumoDEo2(M/segx103)(A,A)

Fig. 44. Efecto del cianuro de pohsio y del SHAMsobre el consumo de oxigeno

y la emisión de lipoxigenasa (Zfiflg/ml)en presencia de ácido linolei­co(50
ta a la mezcla preincubada y en (c) mezclando volúmenes iguales de las mezclas
preincubadas. El objetivo de estas preincubaciones es determinar la dependen­
cia con la temperatura de la autooxidación no enzimática (a), de la oxidación
enzimática (b) y de ambos procesos a la vez (c).

En una curva de dependencia con la temperatura obtenida en la primera con­
dición, la emisión aumenta constantemente hasta 52°C. Un diagrama de Arrhenius
muestra un cambio de pendiente a 35°C, con energias de activación de 20 y 68
kJ/mol por debajo y por encima de dicha temperatura respectivamente (Fig. 45 B).
Cuandose preincuba sólo la enzima a la temperatura de ensayo se observa una
temperatura óptima de 39°C y cuando se realiza tanto la preincubación del sus­
trato comola de la enzima se obtiene una dependencia con la temperatura que
es una combinación de las dos curvas anteriores (Fig. 45 B) con una temperatu­
ra óptima de 32°C pero con un aumento en la emisión para temperaturas mayores

que 40°C. Un comportamiento análogo se observa cuando de mide el consumo de o­
xigeno a distintas temperaturas.

s e tral rci de 1is's emisión d li x' en s
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Fig. 45. A - Efecto de la temperatura sobre la emisión de semillas de soja
secas (O) y mojadas (O) y diagrama de Arrhenius correspondiente.

B - Dependencia con la temperatura de la emisión de lipoxigenasa su­
piementada con ácido linoleico preincubado a la temperatura de en­
sayo sólo el sustrato (A ), sólo la enzima (0) y tanto la enzima
comoel sustrato (O ).

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

La emisión de suspensiones de particulas y de homogeneizados de semillas
de soja se midió a temperatura ambiente en un contador de centelleo (Nuclear
Chicago) en dos condiciones: con y sin suplementación del sistema con ácido li­

‘noleico (sustrato de la enzimalipoxigenasa).
Las reacciones con harina de semillas se iniciaron suspendiendo 70 - 80 mg

de material/ml de solución en un medio fosfato 50 mM,pH 7,0. La quimioluminis­

cencia de los homogeneizados se inició por dilución en el mismomedio en que
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TABLA VII

F I L T R 0

Azul Azul - verde Verde Rojo

(¿60 i 35 nm) (500 i 20 nm) (520 i 3o nm) (620 i 20 nm)

Semillas enteras 26 8 25 51

Partículas 37 7 12 44

Homogeneizados 31 12 21 35

Lipoxigenasa 30 9 18 43

TABLAVII. Distribución espectral parcial de la emisión de lipoxigenasa en pre­
sencia de ácido linoleico, homogeneizados, suspensiones, harina y se­
millas de soja. La distribución se obtuvo usando filtros de bandas
anchas.

fueron preparados. Cuandose usó ácido linoleico la concentración final fue de

50 ¡ug/m1. Se tomaron lecturas los primeros 24 segundos de reacción.
La emisión de semillas de soja, suspensiones de particulas y homogeneizados

(en ausencia de sustrato exógeno) aumenta en ese orden. La emisión de las suspen­
siones de particulas y de los homogeneizadosdepende linealmente con la concentra­
ción de tejido hasta 8 mg/ml (con una pendiente de 10 cps/hg de tejido) y 4 mg/ml
(con una pendiente de 200 cps/mg de tejido) respectivamente. Comparandosus emi­
siones las suspensiones de semillas de soja son 2800 veces más efectivas que las
semillas enteras; en cambio los homogeneizados son sólo 20 veces más efectivos
que las suspensiones de particulas (Fig. ¿6). Aparentementela destrucción del
tejido hace más accesibles los componentesque originan la reacción quimiolumi­
niscente.
Caracteristicas de la emisión de homogeneizadosde semillas de soja.

Desdeun punto de vista cinético, mientras la emisión de semillas es cons­
tante, la señal quimioluminiscente de los homogeneizadosalcanza un valor máxi­
moa los 30 - 40 segundos de iniciada la reacción (por dilución y_calentamiento)
decaycndo luego hasta un valor nulo en 5 - lO minutos. El valor de la emisión
máxima disminuye con el tiempo de preparación de lOs homogeneizados como conse­
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Fig. 1,6. Dnisión de homogeneizados (I ), suspensiones (A )- y semillas de
soja ( 0 ) en función de la cantidad de tejido.

cuencia del Consumolento de los sustratos endógenos. La adición de ácido lino­
leico (30 - 40/flg/ml) a un homogeneizadode semillas de soja aumenta la emisión
de 2 a 3 veces, inhibiéndola a concentraciones mayores. El consumode oxigeno,
casi nulo en ausencia de ácido linoleico, también se estimula en presencia del
mismo (Fig. 47).

I. Ef cto de inhibid r s ctivado es sobr amis ón d o o z d s

de semillas de sojg. El ácido salicilhidroxámico (SHAM),que inhibe la activi­
dad de lipoxigenasa (Parrisch y Leopold, 1978), inhibe en un 70 - 80 %la qui­
mioluminiscencia de homogeneizadosde semillas en presencia de ácido linoleico
y sólo un 30 - 50 % en su ausencia. El consumo de oxigeno en presencia de ácido

linoleico es inhibido en un 60 - 75 % (Fig. 48). La emisión de suspensiones de
harina de soja también es inhibida por el SHAM.
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Fig. 47. Dependencia de la emisión luminosa (0) y del consumode oxigeno (0)

de homogeneizadosde semillas de soja con la concentración de ácido
linoleico.

El cianuro de potasio (que no tiene efecto sobre la actividad de lipoxige­
nasa, Parrisch y Leopold, 1978) inhibe en un 20 - 40 %la emisión de los homo­
geneizados estando suplementados o no con ácido linoleico. El consumode oxige­
no en presencia de ácido linoleico es inhibído sólo en un 10 - 13 1 (F13. 48).

La superóxido dismutasa inhibe en un 30 - 35 %1a emisión de homogeneiza­
dos en presencia de ácido linoleico y un 20 %en su ausencia (Fig. L9 B).

El etanol, que es un atrapador eficiente del radical OH' (Dorfmany Adams,
1973) no tiene efecto sobre la emisión de homogeneizados en presencia de acido
linoleico hasta una concentración de 400 mM,pero en ausencia de sustrato acti­
va la emisión 1,3 veces. El DABCO,que cuando aumenta la emisión debida a la e­
misión bimolecular de oxigeno singulete no altera sus caracteristicas espectra­
les (Denekey Krinsky, 1977), activa 1,4 y 4,2 veces la quimioluminiscencia de
los homogeneizadosen ausencia y en presencia de ácido linoleico repectivamente
(Fig- L9 A)­
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s .El análisis espectral parcial de la emisión de semillas de soja y
sus fracciones se obtuvo empleando filtrOS de acetato de bandas anchas. La luz
roja es predominante tanto en las semillas comoen sus fraccionamientos (Tabla
VII) a pH 6,6. La emisión en otras bandas es parecida siendo más importante la
banda verde (520 i 30 nm) que la azul-verde (500 1 20 nmlo cual indicaria un
minimo en esta zona.
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ausencia (0) de ácido linoleico (50 g/ml).

lll¿_2ependencia de la emisión de homogeneizadosde semillas de soja 92g
gl_pfl. La emisión de homogeneizados de semillas de soja sin el agregado exóge­
no de ácido linoleico tiene dos pH óptimos: 6,6 y 8,9 (Fig. 50). E1 pH interno
de las semillas es próximo al menorde estos valores: una suspensión de parti­
culas de 20 —100 mg/ml en agua destilada tiene un pH de 6,5. Se sabe que la
actividad de la enzima lipoxigenasa presenta dos pH óptimos 6,7 y 9 (Tappel,
1970). La longitud de onda predominante en la omisión depende del pH (Fig. 50).

Empleandofiltros dc acetato de banda ancha se observa que la emisión roja es
más importante a pH 6,5 en tanto que a pH 7,5 - 8,5 la luz predominante es azul
(460 i 35 nm). Es importante tener en cuenta que cuanto mayor es el pH del me­

dio, mayor es la concentración de carbonato en el medio y que la emisión del
carbonilo excitado está en la zona de ¿00 - 500 nm.
EMISION ESPONTANEA DE SHflILLAS DE SOJA.

La quimioluminiscencia de semillas de soja enteras se midió en todos los
instrumentos mencionados. En el contador de fotones Johnson Foundation se usó
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una cubeta especial de 6 x 4 x l cm.

La emisión de semillas de soja es de muy baja intensidad (Tablas I y VIII)
y no dependen mayormentede la variedad de semilla estudiada. Los tegumentos,
cotiledones y embriones obtenidos de las semillas, también emiten fotones espon­
táneamente (Tabla VIII).

Al humedecerlas semillas con agua, agua pesadaesolventes orgánicos, la
emisión aumenta y mantiene valores constantes por tiempos mayores que 2 horas.
El aumento porcentual de la emisión depende de la forma en que se pongan en
contacto las semillas con el solvente: la emisión de semillas mojadas en el
solvente o mantenidas en una atmósfera saturada con el mismoa 20°C durante

48 horas se indica en la tabla IX.
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TABLAVIII

EMISION (cps)

Secos Húmedos Aumento

Cotiledones 270 870 3,2

Tegumentos 520 3700 7,1

Semillas 200 700 3,5

Embriones 190 330 1,7

TABLAVIII. Emisión de cotiledones, tegumentos, semillas y embriones de

semillas de soja secas a1 aire y luego de ser mojados con l
ml de agua (60 semillas o fracciones provenientes de 60 se­
millas.

Nohay una relación simple entre variables fisico-químicas (comola cons­
tante dieléctricadel solvente, su viscosidad o su capacidad de aumentar la vi­
da media del oxigeno singulete) y el aumento en la emisión de las semillas. Es­
to puede deberse a que la emisión de las semillas depende no sólo 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 mas complejos que pueden afectar directamente actividades biológi­
cas relacionadas con la fotoemisión (como, por ejemplo, actividades enzimáti­
cas.

5.3.1 Qgpggggngiade lg emisión de semillas de soja con la temperatura.
Para estudiar la dependencia de la emisión de las semillas con la tempera­

tura se las termostatizó 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 fotones IEEE-Tohoku.

La emisión espontánea de semillas de soja depende de la temperatura y/o
de procesos de calentamiento. La emisión de semillas a 110°C es más de 50 ve­

ces mayor que la de semillas a temperatura ambiente. La emisión 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

S O L V E N T E T R A T A M I E N T 0

Sumergidas en el Expuestas a atmósfera
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 más DABCO 1200 100

TABLAIX. Aumentoporcentual respecto de la emisión de semillas no tratadas

en semillas de soja sumergidas durante l hora en diversos solventes
y expuestas durante 48 horas en una atmósfera saturada del solvente
a 20°C

la de semillas secas medida a 53°C. Si bien el calentamiento a llO°C disminuye o
anula actividades enzimáticas, al mismotiempo acelera los procesos no enzimáti­
cos de autooxidación de ácidos grasos por lo que la emisión medida será una com­
binación de ambos efectos.

Tanto la emisión de semillas secas comohúmedas aumenta con la temperatura

hasta 52°C (Fig. 45 A). En ambos casos hay un pequeño máximo 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 energias de activación aparente son de 20 y 68 kJ / mol para
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Fig. 51. Distribución espectral de la emisión 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 Análisis espectral de la gmisién de semillas de soja.
El análisis espectral de la emisión de semillas de soja se llevó a cabo en

una serie de condiciones experimentales que aumentan la emisión. La emisión es­
pontánea medida en semillas de soja es del orden de 150 i 5 cps con corrientes
oscuras del mismoorden y error. Para obtener espectros confiables en estas con­
diciones no pueden usarse más 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 lO ­
14%de la emisión medida (suponiendo luz blanca). El limite de resolución con
los aparatos empleados en estas condiciones está en el rango de 6 —8 %de la e­
misión medida. Esto hace que el espectro de la emisión de semillas de soja a 25°C
presente errores altos y sólo sea factible obtener una distribución espectral
gruesa (Fig. 51 A). Se pueden ubicar máximos poco marcados centrados en 560, 620
y 700 nm. El calentamiento de semillas secas hasta 52°C aumenta la emisión (Fig.
45 A), sin alterar significativamente su distribución espectral (Fig. 50 B).
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Fig. 52. Distribución espectral de la emisión de semillas de soja mojadas con
agua.
A - termostatizadas a 28°C;
B - termostatizadas a 28°C en presencia de DABCO(2,7 mg/ml);
c - termostatizadas a 52°C.

El calentamiento durante 12 horas a llO°C hace más homogéneala'distribución es­
pectral de la emisión (que por razones prácticas se midió a 52°C). Este espectro
se convierte en una banda ancha con un máximode 600 nm. La contribución relativa

de la banda de 650 - 720 nmdisminuye con respecto a los casos anteriores (Fig.
Sl C). La emisión espectral de la emisión de semillas mojadas a 28°C, aunque tie­
ne meJor resolución, 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 semillas mojadas y calentadas a 52°C es notablemente dife­
rente(Fig. 52 C). En estas condiciones aumenta considerablemente la contribución
de la banda de 650 —720 nm convirtiéndose la emisión centrada en 600 nm de los

espectros anteriores en.una meseta de contribución poco considerable a 1a totali­
dad de la emisión. Es interesante hacer notar que este efecto se consigue sólo
cuando se calientan semillas húmedas, ya que el calentamiento de semillas secas
(Fig. 52 B) no produce estas modificaciones.

La contribución importante de la emisión de longitudes de onda mayores que
700 nmen todos los casos hace pensar que la emisión bimolecular del oxigeno sin­
gulete (que ocurre a 640 y 710 nm; Deneke y Krinsky, 1977) podria ser responsable
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de parte de los fotones medidos. El DABCOaumenta la emisión sin alterar (dentro
de los limites del error experimental) la distribución espectral (compararlas
figuras 52 A y B). Sin embargola azida sódica, que inhibe la emisión debida a
la emisión bimolecular de oxigeno singulete no tiene efecto sobre esta emisión.

Tampocose observa efecto mojando las semillas con D20 (que aumenta la vida me­
dia del.oxigeno singulete de 2/üseg en agua a 20 /seg en agua pesada; Turro, 1980,
pág.588) pero hay un efecto marcado, mayor que el del DABOOsolo cuando se mojan

semillas en agua pesada con DABCO(2,7 mg/ml) disuelto (Tabla IX). No se pudo re­

lacionar 1a acción de diversos solventes organicos con su capacidad para aumen­
tar la vida media del oxigeno singulete. Sin embargo, la complejidad del sistema
en estudio es muchomayor que la del sistema en solución y no es posible descon­
tar la posibilidad de que la emisión pueda deberse a emisión bimolecular de oxi­
geno singulete pero los efectos se encuentran enmascaradospor interferencias di­
ficiles de discriminar.



CAPITULO VI

DISCUSION
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Las medidas de luminiscencia de baja intensidad en sistemas biológicos permi­
ten estudiar procesos peroxidativos que ocurren a través de reacciones de radicales
en cadena, ya que en algunas reacciones de terminación se forman estadcs electróni­
camente excitados que se desexcitan emitiendo el exceso de energia comofotones 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 lípidos (insaturados o saturados) que la forman, sumadoa la producción de es­
pecies oxidantes en procesos metabólicos normales, facilitan la peroxidación (a tra­
vés de reacciones de radicales libres) de compuestosque en otras condiciones se
peroxidarian con dificultad (Chance y col., 1979; Pryor, 1973). El daño derivado
de la agresión continua de estos procesos sobre los mecanismosfundamentales del
funcionamiento celular ha sido propuesto comouna de las principales causas del en­
vejecimiento y muerte celular (Gerschmany 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 consecuencias ca­
tastróficas en la célula.

Si bien se han estudiado mucholos procesos peroxidativos "in vitro", hasta
hace relativamente poco tiempo no se disponía de técnicas adecuadas para su estu­
dio "in vivo". El desarrollo en los últimos años de las medidas de quimioluminis­
cencia de baja intensidad (Boveris y col., 1980 a), liberación de glutatión en
bilis (Akerboony col., 1982) y de exhalación de alcanos (Sagai y Tappel, 1980)
ha permitido comenzara 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 PERDXIDACION LIPIDICA "IN VITRO" 0 "IN VIVO".

Es importante el paralelismo observado entre la emisión luminosa y la for­
mación de malonaldehido descripto para homogeneizados de higado y cerebro de

rata en presencia de oxigeno (Fig. 33) ya que esta última técnica ha sido emplea­
da durante muchotiempo 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 proteina (Fig. 33), lo cual indica que se miden
lOlo moléculas de malonaldehido por fotón. Para los homogeneizados de higado es­
tos valores son de 2,1 . 106 fotones/mg de proteina y 2,3 nmoles de malonaldehido/
mgde proteina con una relación de 109 moléculas de malonaldehido/fotón (la for­
mación de malonaldehido responde al 10 %del oxigeno consumido, es decir al 10%
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del proceso de peroxidación; Hochstein y col., 1964).
Boveris y col., (1980 a) han encontrado un paralelismo entre ln liberación

de glutatión en bilis y la emisión de superficie de higados ("in situ") de ra­
tas perfundidas con hidroperóxido de ter-butilo.

Los procesos peroxidativos que acompañana 1a intoxicación de ratas con

CCl4 han sido muy estudiados desde todo punto de vista (Recknagel y col., 1977;
Sagai y Tappel, 1978) y han sido usados por estos últimos como sistemas modelo
para el estudio de la liberación de alcanos en el aire expirado comoreflejo de
procesos peroxidativos. Comparandonuestros resultados experimentales con los
obtenidos por Sagai y Tappel para sistemas equivalentes, se observa que hay di­

ferencias entre las sensibilidades de las técnicas: dosis de 10 - 30/“1 de 0014/
100 g de peso producen aumentos detectables en la liberación de alcanos pero la
respuesta quimioluminiscente es muydébil. Tambiénhay diferencias cinéticas: la
respuesta quimioluminiscente alcanza un valor máximoa los 2 - 3 minutos de la

inyección de CCl4mientras que la máximaliberación de alcanos se mide recién a
los 15 minutos. A los 15 minutos de inyectado el haloalcano la emisión luminosa
ya está en un valor estacionario; en la liberación de alcanos este valor se al­
canza a tiempos mayores (una hora). Estas diferencias cinéticas podrian ser re­
flejo entre otras causas de problemas técnicos ya que para medir liberación de
alcanos se necesita-purgur 10 minutos el sistema antes de tomar las muestras.
La emisión luminosa es del orden de 10-12 - 10-14 fotones/molécula de CCl in­
yectada. En la liberación de alcanos se miden 10-2 moléculas de pantano/molécu­

la de CClÁ-ÏgyectadÏ2(Sagai y Tappel, 1978), lo que indica una relación aproxi­
madade 10 _ 10 fotones/molécula de alcano detectada.

Las diferencias de sensibilidad y cinética entre ambastécnicas podrian
responder a varios factores. La quimio luminiscencia se mide en la superficie
del órgano y mide los eventos iniciales del proceso; la medida de la liberación
de alcanos incluye el proceso de transporte de los gases al pulmónpor circula­
ción. La quimioluminiscencia se mide en el higado expuesto de un animal aneste­
siado; esta condición está alejada de la condición'fisiológica en lalque se mi­
de la liberación 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 órgano expuesto se seca y se enfría, la anestesia tiene
un tiempo de acción limitado, etc.

Los rendimientos cuánticos medidos comofotones/molécula reaccionante, se­



110

leccionando dicha molécula de acuerdo con el sistema para las medidas de quimio­
orden de 10‘lo - 10'12 (Cade­
los hallados cuando la molécu­

luminiscencia en sistemas biológicos están en el
nas y col., 1980 a). Estos números coinciden con
la reaccionante es el malonaldehido formado o el pentano exhalado en sistemas
tan diferentes cómoun homogeneizadoy un órgano "in situ" respectivamente. Si
bien estos rendimientos cuánticos indican que la quimioluminiscencia mide pro­
ductos secundarios al proceso de 1a peroxidación lipidica, las caracteristicas
de la emisión comparadas con las de otros productos medidos indican que refleja
dicho proceso. Sin embargo es muyprobable, especialmente cuando se trabaja con
órganos "in situ", que se esten midiendo otras reacciones cuya importancia rela­
tiva con respecto a la de la peroxidación lipidica varia con el sistema.

Cadauna de las técnicas empleadas para medir peroxidación lipidica “in vi­
vo" tiene ventajas y desventajas. La medidade la liberación de alcanos refleja
lo que ocurre en el animal entero. E1 hecho de ser no invasiva y no destructiva
la hace potencialmente útil para ensayos clinicos aplicables a patologías en
las que los procesos peroxidativos están incrementados. La medida de 1a libera­
ción de glutatión en bilis es una técnica muysensible pero está limitada a es­
tudios en higado. La medida de quimioluminiscencia de órganos no tiene esta des­
ventaja ya que cualquier órgano al que se pueda acceder con una guia óptica (ya
sea por exposición del órgano o por acceso a través de vias naturales) es sus­
ceptible de ser estudiado. Tiene la ventaja, sobre la medidade la liberación
de alcanos, de poder focalizar la medida en cada órgano. Es un ensayo no inva­
sivo y no destructivo para el órgano 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 clásicas para medir peroxidación lipidica es que permite realizar me­
diciones "in vivo".

Es interesante hacer notar que cada fotón que se mide es una molécula que
se desexcita por lo que la sensibilidad de las medidas de quimioluminiscencia
es muyalta (100 cuentas: 1,7x lO-22
MECANISMOS DE REACCION.

moles).

Dadala inestabilidad de los radicales libres, la poca selectividad de sus
reacciones y la complejidad de composicióny estructura de los sistemas biológi­
cos es casi imposible analizar los productos especificos del proceso deyperoxi­
dación lipidica (Pryor, 1973). Sin embargo, se ha postulado un mecanismogene­
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ral al que responden estas reacciones. Comose indica en la sección 1.8.1 (III)
todo mecanismode reacciones de radicales en cadena consta de tres etapas: ini­
ciación, propagación y terminación. Los productos de algunas reacciones de ter­
minación son especies excitadas, capaces de emitir fotones al desexcitarse.
Iniciación.

Las reacciones de iniciación en un sistema biológico dependen de sus carac­
teristicas y de las del agente iniciador. En este trabajo se han usado comoa­

gentes iniciadores hidroperóxidos, CCl4y oxigeno.
Se sabe que en sistemas muy simples los peróxidos pueden ser descompuestos

por complejos de Fe3+ (Walling y 001., 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
complejos de Fe3+ presentes en sistemas biológicos y que pueden participar en
estas reacciones. En un sistema simple comocitocromofig suplementado con hidro­
peróxido la reacción de iniciación más factible es la reacción (50)

ROOH RO' + OH' -(50)——-——————-—————-47

cit.g?+(desnat.)

donde la hemoproteinadesnaturalizada seria la que cataliza la ruptura homoli­
tica del enlace -0-0- (Fig. 22). Otras hemoproteinas comola hemoglobina o la
mioglobina podrian catalizar esta reacción (Cadenasy col., 1980 a).

En sistemas más complejos como homogeneizados o mitocondrias de

rata en presencia de hidroperóxidos una reacción de este tipo podria
niciadora. En estos casos dada la complejidad del medio y la posible

órganos de
ser la i­
.presencia

de radicales originados en procesos metabólicos normales también son
homólisis inducidas por otras moléculas (Pryor, 1973).

En el caso de sistemas con CCll+y citocromo P 450 (como higados "in situ"

de ratas inyectadas intraperitonealmente con CClÁ)la reacción de iniciación
aceptada (Recknagcl, 1977) es

posibles

_—H - '
CCl4 Cl + 0013

e’, eit.P 45o
(51)

En los homogeneizados de higado o cerebro de rata cuando no se agrega hi­
droperóxido exógeno, la reacción de iniciación es más dificil de determinar ya
que no hay agentes peroxidantes (como RDOHo CCl ) que puedan denominarse ini­

ciadores. Se acepta que hay un nivel endógenobajo de radicales libres origina­



dos en reacciones de compuestos como¡{202y 0;, los que son productos de va­
3+

rias vias metabólicas normales (Chance y col., 1979). En presencia de Fe com­

plejado o libre, el peróxido de hidrógeno puede reaccionar con el radical su­
peróxido dando radicales hidroxilo comoproducto (reacción 30).

+ 0'
H 0 222 ————>H20+OH + OH“ (3o)

El OH' es una especie de alta reactividad y de poca especificidad (Pryor,
1970). En consecuencia es factible su reacción con cualquier componentecelu­

lar, lo'que lo convierte en una especie peligrosa para la célula. Aunquesu
concentración seria mantenida en niveles muybajos por acción de atrapadores‘
locales de OH', en una célula entera puede ser responsable de la iniciación
de procesos de peroxidación de componentes celulares con la consecuente emi­
sión luminosa. Enlun homogeneizadosometido a la agresión de altas concentra­
ciones de ovigeno, las defensas endógenas se agotan, con lo cual esta reacción
adquiriria mayor importancia. (Recknagel, 1977). En sistemas comoseminas de

soja, hay enzimas especiales comola lipoxigenasa,que peroxidan lípidos donde
los radicales ROO'se formarian en reacciones laterales (Boveris y 001., 1980 b).

Comola formación de H2O2y de 0; también es factible, son posibles también en
este sistema las reacciones (50) y (30), siendo el ROOHproducto de la reacción
enzimática.

.. Propagación.

Los OH', RO' y CCI; formados en las reacciones (50), (51) y (30) pueden
reaccionar con cualquier molécula orgánica presente (representada por RHen las
reacciones siguientes en una reacción de abstracción de hidrógeno (Pryor, 1973;
1978) (reacciones 29, 52 y 53).

RH + OH' —————> H20 + R' (29)

RH + 0013 ——--—---+CCl3H + R' (52)
RO' + RH ———> ROH + R' (53)

En sistemas relativamente simples (hemoproteinas-hidroperóxido) los RHs6­
lo pueden provenir de la hemoproteina (y eventualmente de impurezas presentes)
que se destruyen en estas reacciones. En sistemas complejos comohomogeneizados,
mitocondrias, órganos intactos o semillas, la cantidad y variedad de moléculas
representadas por RHes muchomás grande (proteinas,lipidos, ácidos
etc.) siendo muy grande la variedad de R' formados.

nucleicos,
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Eh medios en los cuales hay peróxido de hidrógeno es posible que éste reac­
cione con los OH' formados en las reacciones (30) y (50) según la reacción (54)

ou' + ¡{202 HOé + ¡120 (54)

En presencia de oxigeno molecular los radicales R" formados en las reaccio­
nes (29), (52) y (53) reaccionan según la reacción (63)

11'+ o2—*> ¡100° (13)

con una constante k = lO9 l/mol. seg (este valor de k indica que la reacción es­
tá controlada por difusión; Ingold, 1969). Los radicales ROO'son menos reacti­
vos y más selectivos que los radicales R' (Pryor, 1973). En presencia de molécu­
las orgánicas (RH)puede haber una reacción de transferencia de hidrógeno con la
formación de hidroperóxido (reacción 36)

noo‘ + RH ———-——-> ROOH + R' (36)

los radicales clorados pueden dar reacciones análogas a la reacción 13, don­

de R' seria C015. Estas reacciones pertenecen al sistema clásico de reacciones
de radicales en cadena propuestas por Pryor para el proceso de autooxidación de
lípidos. (Pryor, 1978).

6.2.3 Terminacióg.
Las posibles reacciones de terminación de la cadena son: a) reacción de

dos R' entre si; b) reacción de dos ROO’entre si y c) reacción de un R' con un

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

R' + n’ ——>n-n (55)

ROO + R' -—-—+ nooa (56)

mo‘ + noo°———-> no + ROH + lo2 (57)

noo' + Roo'__, no" + ROH+ 3o2 (58)

donde RD‘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 Egtogmisión.

El oxigeno singulete (102) y el carbonilo excitado (RO+)formados en las
reacciones (57) y (58) pueden emitir fotones de longitudes de onda caracteris­
ticas (reacciones 59, lO y ll)

mi? no + m2 (400 - 500 nm) (59)
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lo————>3o
2 2 + hn) (1268 nm) (15)

1o2 102———o2 3o2 (634 y 703 nm) (16)
vLaemisión bimolecular de oxigeno singulete (reacción 16) ocurre a varias

longitudes de onda. Las más caracteristicas son las de 634 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 está excitado (estado tri­
plete) y se desexcita emitiendo fotones (Foote, 1976; reacciones 59 y 60)

-c—c—
= l |

C=C= O_0

+

l00+3: 00 (60)

En medios oxigenados, el oxigeno inhibe la emisión de carbonilos triplete
que se deberia a la reacción (59) debido a la reacción (61) (Turro, l978,pág.
353)

l:.-CO+10;300 + 302——> (61)2

siendo en consecuencia el oxigeno singulete la especie fotoemisiva.
Relación entre el efecto de activadorgs g inhibidores sobre la emisión lumino­
sg 1 los mecanismosde reacción propuestos.

El estudio del efecto de activadores e inhibidores sobre la emisión lumino­

sa de un sistema permite determinar si responde a estos mecanismos.
El 2,5-di-terbutil quinol actúa comoatrapador de radicales (Nakanoy col.,

1975). Este reactivo inhibe la destrucción de citocromofig suplementado con per­
óxido de hidrógeno y su emisión luminosa (Fig. 24) e inhibe la emisión luminosa

de homogeneizados de higado de rata en presencia de t-BOOH(Fig. 35) indicando
una activa participación de los radicales en el proceso que lleva a la fotoemi­
sión y destrucción del citocromo—gy a la emisión de homogeneizados de higado.

Los alcoholes son atrapadores de radicales OH' efectivos. Actúan a través
de reacciones que mantienen el númerototal de radicales libres (reacción 62)

ROH + OH' ——>R0' + ¡{20 (62)

(Fee y Valentine, 1977).
Comola emisión luminosa depende de reacciones de terminación 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 quimnluminiscen­
cia del citocromoeg con peróxido de hidrógeno (pág. 67) y sobre homogeneizados
de semillas de soja (pág. 98) no permite eliminar la posibilidad de que los ra­
dicales OH' participen en la reacción, ni la de que radicales OH' eventualmen­
te formados reaccionen rápidamente con la proteina circundante.

En ausencia de oxigeno, la reacción (13) no puede ocurriï,pero no se im­
pide que ocurra alguna de las reacciones 29, 30, 50, 51, 52, 53 y 54, acumulan­
dose R'. La única reacción de terminación posible en este caso seria la reacción
(54) que no lleva a la formación de especies excitadas.Si a un sistema que ha
evolucionado en ausencia de oxigeno se lo oxigena, aumentará rápidamente la con­
centración de ROO'por la reacción (13). cuya velocidad está controlada por di­
fusión. En estas condiciones prevalecerán las reacciones de terminación (57) y
(58) ya que será mayor la concentración de ROO'que la de R' (Pryor, 1973),

llevando a la formación de especies excitadas. Esto justificaria el hecho de
que en todos los sistemas estudiados la eliminación de oxigeno del medio inhi­
be la emisión y la reincorporación del mismoreactiva la emisión. La mayor ace­
leración" inicial observada cuanto mayorlhaya sido el tiempo que el sistema ha
estado en anaerobiosis indica que la acumulación de R' es función de dicho tiem­
po. Las diferencias cinéticas en 1a emisión de homogeneizadosde cerebro de ra­
ta según hayan sido preparados en anaerobiosis o en aerobiosis (Fig. 12) pue­
denexplicarse por este mismohecho. En los homogeneizados preparados en anas­
robiosis la acumulación de R' hace que al agregar oxigeno al medio de reacción,
la reacción (13) ocurra en forma explosiva. Cuandolos homogeneizados han sido
preparados en aerobiosis, la reacción (13) y en consecuencia las reacciones (57)
y (58) ocurren en un nivel bajo (¿pero no nulo) y continuo, estando inhibida só­
lo por la baja temperatura. Al calentar el sistema, el aumentode la emisión de­
pende de la velocidad de las reacciones (57) y (58), que dependerá de la acumu­
lación de ROO'(que será menor que en el caso anterior) y de la velocidad de
formación de R' (que será igual que en el caso anterior). La emisión espontánea

de higado de rata y la inducida por CCl4y la de mitocondrias de higado de rata
en presencia de peróxido de ter-butilo presentan una dependencia marcada con la
concentración de oxigeno (Tabla V; Fig. 40'y figuras 28 y 30), explicable por
las mismas razones. Resultados semejantes para la fotoemisión que acompañala
reacción de la lipoxigenasa han sido descriptas por Boveris y col., (1980 b).
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El cianuro inhibe la emisión luminosa de homogeneizados de higado de rata

con hidroperóxido de ter-butilo y oxigeno (Fig. 36), mitocondrias de higado de ra­
ta con hidroperóxido de ter-butilo (Fig. 31), lipoxigenasa suplement11a con ácido
linoleico y homogeneizadosde semillas de soja (Figuras 44 y 48)y citocromofig en
presencia de peróxido de hidrógeno (Fig. 23) lo cual indicaria que actuaria inhi­
biendo la formación de radicales libres o su acción sobre la proteina. Haypocos
sistemas quimioluminiscentes que son insensibles al cianuro; entre elloa figura
la a. castellanii (Lloyd y col., 1980) y los leucocitos polimorfonucleares (Cade­
nas y col., 1980 g). La inhibición de la emisión de la mezcla de hidroperóxido de
ter-butilo con citocromo-g por cianuro de potasio se deberia a su capacidad de
complejar al Fe3+. El citocromo-g cataliza la destrucción de ROOHllevando a la
emisión de fotones (reacción 50) cuando está desnaturalízado (Fig. 22). En estas
condiciones al menosuna de las seis valencias de coordinación del Fe3+ estaria

libre. Esta valencia libre seria indispensable para su acción catalitica ya que
su bloqueo con CN-inhibe la reacción fotoemisiva. Esta explicación estaria apo­
yada por el hecho de que el cianuro de potasio inhibe competitivamente la emisión
de citocromo-g con peróxido de hidrógeno (Fig.25) no puede deberse a su actividad
de superóxido dismutasa ya que agregando superóxido dismutasa al medio de 1a reac­
ción no se altera la emisión y la actividad de catalasa también se descarta ya
que esta actividad está presente sólo en el cobre sin complejar (Sigel, 1969). El
hecho de que no actúen sobre la destrucción de la banda Soret sugiere que actúan
en la etapa de emisión de fotones (reacciones 15, ló y 59) sin alterar mayormen­
te la cadena de reacciones de radicales. Esto podria deberse a una inhibición en
la emisión bimolecular de oxigeno singulete por efecto de átomo posado (Turro,
1978, pág. 125).
Identificación de las especies fotoemisivgs.

De acuerdo con los mecanismos de reacción propuestos y generalmente acepta­
dos para explicar la emisión en sistemas biológicos, las especies fotoemisivas
podrian ser carbonilos excitados (especies triplete) y oxigeno excitado (oxigeno
singulete). En mediosoxigenados la reacción (61) dificultaria la detección de
una emisión proveniente dc un carbonilo triplete peSe a que en algunos sistemas
especiales, en los cuales el carbonilo triplete se origina protegido del oxige­
no del medioesta emisión es detectable (Cilento, 1980). El análisis espectral
de la emisión y el estudio del efecto de activadores e inhibidores de la emisión
debido a las diferentes especies mencionadas, ayudará a determinar cuál es la‘o
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las especies fotoemisivas. Cuanto más complejo es el medio en que la reacción

fotoemisiva ocurre, mas anchas serán las bandas (Andersen y col., 1978) lo cual
puede llevar a superposiciones espectrales imposibles de resolver. I

Cuanto menor sea la emisión, mayores serán los errores experimentales y me­
nor será la definición con que podrá obtenerse el espectro. Dadoslos bajos va­
lores de emisión de algunos de los sistemas estudiados (semillas de soja, órga­
nos "in situ") los espectros obtenidos en uno u otro de los contadores de foto­
nes descriptas tienen errores experimentales altos (en varios casos se trabajó
en el limite de resolución de los instrumentos). La concordancia entre los es­
pectros obtenidos para preparaciones equivalentes en los dos contadores de fo­
tones descriptos en la Sección 2.2 es adecuada (Fig. 13).

los espectros de los diversos sistemas estudiados son diferentes entre si
lo cual haria pensar en más de una especie fotoemisiva. Los espectros de los ho­
mogeneizados de cerebro en presencia de oxigeno (Fig. 13) presentan una banda
ancha centrada en 630 + 20 nm, sin emisión por encima de 700 nm. Si bien una ban­

da centrada en 630 nmpodria corresponder a la banda de 634 nmdescripta para la

emisión bimolecular de oxigeno singulete, el ancho de la banda y la falta de e­
misión en la zona de 700 - 720 nmhace dificil pensar en esta especie (Khany
Kasha, 1963; Khan, 1976). Tampocoparece haber una contribución directa signi­
ficativa de oarbonilos excitados ya que la emisión por debajo de 525 nmes es­
casa. Si bien es posible que se formen carbonilos excitados que transfieran su
energia a otras especies que sean las fotoemisoras, no hay aún datos experimen­
tales que permitan confirmarlo.

La distribución espectral de la emisión de mitocondrias y homogeneizadosde
higado de rata suplementadas con hidroperóxido 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 emisión bimolecular de oxigeno singulete bandas centradas en
470, 580, 640 y 710 nm (Khan y Kasha, 1963; Khan, 1976) las alturas relativas de
estas bandas decrece al aumentar la longitud de onda dc la banda. En los homogenei­
zados y mitocondrias de higado de rata la altura relativa de la banda de 575 nmes
mayor que la de la de ¿80 nm y la emisión a 700 —720 nm es muy baja. Si bien es

factible que las alturas relativas de las bandas se modifiquen al ser más com­
plejos los medios de reacción, no hay pruebas suficientes comopara asignarlas
a las transiciones descriptas. La emisión por debajo de 500 nmpodria deberse a
carbonilos excitados. Las porfirinas, que fluorescen a 589 y 620 nmpodrian lle­
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gar a Justificar los picos a 575 nmy la emisión a 600 nm. No se dispone de e­
videncia experimental que permita confirmar o rechazar esta hipótesis. El higa­

do de rata "in situ“ en presencia o ausencia de 0014 tiene una emisión que es
predominantemente roja, con el 90 i 10 %de la emisión detectada a longitudes
de onda mayores que 650 nm. (Figuras 41 y 43). El alto porcentaje de luz roja
hace pensar en la emisión bimolecular de oxigeno singulete. La falta de reso­
lución en 1a zona de 720 - 900 nm (por no disponer de filtros adecuados para
dicha zona espectral) es un serio inconveniente para apoyar esta idea. Dadala
compleja composiciónde 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 componentescelulares y que sean éstos los
emisores.

E1 comportamiento espectral de la emisión en sistemas provenientes de 6r­
ganos de animales depende de la integridad del órgano y de su composición,
siendo relativamente independiente del agente iniciador. La emisión de higado

"in situ" (espontánea o inducida por 0014) es predominantemente roja (Figuras
41 y 43); la emisión de homogeneizados de higado (en presencia o ausencia de

t-BOOH)y de mitocondrias de higado (Figuras 32 y 37) son semejantes entre si
con sólo un 5 - 10 % de 1a emisión por encima de 700 nm. La emisión de homoge­

neizados de cerebro en presencia de oxigeno (Fig. 13) es completamente dife­
rente de la de homogeneizadosde higado en presencia de oxigeno. Es interesan­
te hacer notar que cuanto mayor sea la integridad del órgano (y menores sus
emisiones) mayor es la importancia(porcentual) de la luz de longitud de onda
mayor que 700 nmen la emisión total. La compartimentalización celular y el
bajo aporte de oxigeno al sistema, caracteristica del higado "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 interacción
entre diferentes componentesque en la célula entera estarian aislados. Esto
podria ser la causa principal de la mayor emisión de los homogeneizadosy del
corrimiento al azul en la emisión detectada.

El DABCO,que aumenta la emisión bimolecular del oxigeno singulete sin al­
terar la distribución espectral (Denekey Krinsky, 1977) aumentó la emisión de
homogeneizados de higado de rata en presencia de t-BOOHsólo en un 20 % (Fig.

38) alterando significativamente la cinética de 1a emisión.
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En el caso de la emisión de higado de rata "in situ" este incremento fue
muy poco marcado (Pág. 86 y Fig. 87). En ambos casos, dados los errores expe­
rimentales y por tratarse de sistemas biológicos, la diferencia se consideró
en el limite de lo que es estadísticamente significativo y no se llevó a ca­
bo un análisis espectral ya que las eventuales diferencias en la distribución
espectral quedarían cubiertas por el error experimental. El dibromoantraceno
sulfonato que aumenta la emisión debida a carbonilos excitados no tuvo efecto
sobre la emisión de homogeneizados de higado de rata en presencia de t-BOOH

(pág. 82). Esto puede ser consecuencia de la alta concentración de oxigeno en
el medio. La emisión de semillas de soja bajo una variedad de condiciones expe­
rimentales tiene una distribución-semejante: la emisión predominante está en
la región roja con una contribución importante de la banda de 650 - 720 nm con
otras bandas relativamente menos importantes (Figuras 51 y 52). Hay una emi­

sión temolábil a longitudes de onda menores que 600 nmmostrando 1a presen­
cia de moléculas desnaturalizables relacionadas con la fotoemisión (Fig. 52
A y C). Unadistribución expectral que podria considerarse semejante a esta
fue descripta por Inaba y col., (1979) para la quimioluminiscencia que acom­
paña la descomposición del hidroperóxido del ácido linoleico con bandas cen­
tradas en 480, 575 y 640 nm. También Boveris y col., (1980 b) han descripto

bandasw a 450, 550 y 630 nm para la emisión de lipoxigenasa. Si bien no hay

-acuerdo absoluto, al menosno hay discrepancias grandes entre las bandas des­
criptas para la emisión de semillas de soja y las conocidas para la emisión
bimolecular de oxigeno singulete. Es importante que un alto porcentaje de la
omisión está ubicada entre 650 y 720 nm. El DABCOaumenta la emisión (Tabla IX,

Sección 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 emisión se deberia a la'
emisión bimolecular de oxigeno singulete. Si bien no se encontró efecto de

D20, que aumenta 1a vida media del oxigeno singulete 10 veces con respecto a
la vida media en agua (Turre, 1978, pág. 588) se encontró un aumento mayor en

1a emisión debida a DABCOsi éste se disolvia en D20 (Tabla IX). La falta de
efecto del agua pesada podria deberse a que en la semilla el sistema emisor no
está en un medio acuoso sino en un medio mucho- más complejo. Esto justificaria
también la falta de relación entre los aumentos en la emisión debida a solven­

tes y su capacidad de aumentar la vida media del oxigeno excitado (Tabla IX).
6.3 DEPENDENCIA DE LA QUIMIOLUT'ÍINISCENCIA CON LA TEMPERATURA.
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El aumento continuo de la emisión con la temperatura hasta temperaturas

mayores que 50°C es'caracteristica comúna 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 fotoemisión. Se ha descripto emi­
sión luminosa acompañandoprocesos enzimáticos (emisión de lipoxigenasa con
ácido linoleico; Boveris y col., 1980 b) y no enzimáticos (autooxidación de
ácidos grasos; Inaba y col., 1979) y procasos catalizados por proteinas sin
función enzimática (hemoproteinas con hidroperóxidos; 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
ción y de una reacción enzimática es que en el segundo caso hay una temperatu­
ra óptima. Cuandoambosprocesos pueden ocurrir, 1a emisión final detectada
depende de las probabilidades con que ambos suceden. El aumento de la velociv
dad de emisión de citocromo-g en presencia de t-BOOHcon 1a temperatura (Fig.

14) se debe fundamentalmente a la mayor facilidad con que las reacciones de
radicales en cadeniocurren a mayores temperaturas. Si bien las altas tempera­
turas favorecen la desnaturalización de la proteina, las Figuras 14 y 22 mues­
tran que hay un marcado efecto sobre la velocidad de la emisión cuando aún no
hay desnaturalización significativa de.la proteina. Los diagramas de Arrhenius
en amboscasos indican que si bien la desnaturalización de 1a proteina y el au­
mento de emisión por temperaturas altas son procesos iindependientes, ambos
contribuyen a aumentar la fotoemisión. En los homogeneizados de higado de rata
puede haber autooxidación de ácidos grasos de la membrana. Sin embargo, el
diagrama de Arrhenius se superpone con el del citocromofig, ambos en presencia
de t-BOOH (Fig. 14).

En un sistema enzimático simple (lipoxigenasa suplementada con ácido lino­
leico) el sustrato se peroxida por acción de 1a enzima y por autooxidación, pu­
diendo separarse ambos fenómenos por preincubaciones adecuadas (Fig. 45. Cuan­
do se preincuba a diferentes temperaturas sólo el sustrato (es decir que se
autooxida parcialmente el sustrato antes de iniciar la reacción), la dependen­
cia de la emisión con la temperatura está controlada por este fenómeno. Cuan­
do se preincuba sólo la enzima se observa una dependencia con 1a temperatura
tipica de un proceso enzimático. Cuando se preincuban tanto 1a enzima comoel
sustrato se observa una dependencia con la temperatura que parece ser una com­
binación de las dos situaciones anteriores. Esta separación entre reacción en­
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zimática y autooxidación 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 emisión con la temperatura y las energias de activación
con las de la lipoxigenasa en presencia de ácido linoleico cuando se preincur
ban tanto el sustrato comola enzima hacen pensar que en la emisión de las se­
millas pueden participar ambosprocesos. La forma del diagrama de Arrhenius y
los valores de las energias de activación están de acuerdo con el hecho de que
a bajas temperaturas la emisián está controlada por el proceso enzimático y a
altas temperaturas por el proceso no enzimático. El aumento marcado de la emi­
sión despues de calentar semillas de soja a llO°C durante 12 horas, nuevamen­
te está de acuerdo con una activación de un proceso de radicales libres no en­
zimático que una vez que se ha iniciado no se detendrá, y aún aumentará su veloci­
dad dada la gran cantidad de sustratos presente y el agotamiento de las defen­
sas antioxidantes.

6.4 QUIMIOLUMINISCENCIA Y DEFENSAS CONTRAAGENTES OXIDANTES E INTEGRIDAD DEL Slfiïfi:

MA.

La quimioluminiscencia en sistemas biológicos es consecuencia de procesos
peroxidativos y es función de la relación entre agentes oxidantes y antioxidan­
tes presentes. Agentes antioxidantes comolas vitaminas A y E, la catalasa, la
glutatión peroxidasa y la superóxido dismutasa inhiben los procesos peroxidati­
vos (Chancey col., 1979). Una composición lipidica con alto porcentaje de li­
pidos insaturados y la actividad de enzimas oxidantes favorecen estos procesos
(Pryor, 1978).

La emisión de homogeneizados de cerebro preparados anaeróbicamente 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 emisión máxima (expresadas
comocps/mg de proteina) son considerablemente mayores para cerebro que para
higado (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 acumulaciónde radicales libres cual podria ser la causa de la ausencia o
presencia de fase de retardo en homogeneizadosde cerebro (Sección 6.2.5). La
comparaciónde los niveles de pro y antioxidantes en higado y cerebro permiti­
rá explicar más a fondo estos procesos. Ia fase de retardo inicial presente en
homogeneizadosde higado pero ausente en los de cerebro podria responder al



tiempo necesario para que los antioxidantes endógenos se agotan: el higado a­
cumula 10 a 20 veces más vitamina A que otros tejidos (Olson, 1968) y tiene
altos niveles de glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y catalasa (Chan­
ce y col., 1979); el cerebro tiene un bajo nivel de glutatión peroxidasa y ca­

talasa (Sinnet y col., 1980 y pág 76). El contenido de lípidos de cerebro e hi­
gado es de 1,85 y 1,27 mg/g de tejido respectivamente (White, 1973). Teniendo
en cuenta que la relación de lipido insaturado a lipido saturado es de casi 1
para ambos, habria 0,9 y 0,6 mg de lipido insaturado por gramo de peso para

cerebro e higado respectivamente, lo cual estaria de acuerdo con un mayor po­
tencial peroxidable en cerebro. La destrucción de la estructura caracteristi­
ca de las membranasseria, en consecuencia, más dañina en tejido nervioso que
en hepático, que es lo que se observa a través de las medidas de quimioluminis­
cencia. La diferencia de respuestas frente al estimulo de hidroperóxido de ter­
butilo de homogeneizadosde higado y de cerebro eran esperables. Los hidroperóxi­
dOSactúan 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 hidroperóxido necesa­
ria para tener una respuesta óptima sea diferente en amboscasos siendo el rango
de concentraciones en el cual el peróxido es efectivo comoactivador muchomenor
en el cerebro (la respuesta quimioluminiscente do un sistema hemoproteina/hidro­
peróxido tiene una relación hemoproteine/hidroperóxido para la cual la respues­
ta es máxima; Cadenas y col., 1980 a).

Las mitocondrias de higado de rata constituyen un sistema relativamente
simple donde influyen la integridad de la organela en la respuesta a agresio­
nes peroxidantes. Si bien la reacción con hidroperóxido de ter-butilo rompelas
membranas, durante los primeros 3 - 5 minutos de agregado el peróxido, la organe­
la mantiene su integridad, comolo demuestra cl hecho de mantenerse el contrdlres­
piraterio (Fig. 28 A). La cinética de la emisión depende principalmente del medio
de ensayo y tratamiento previo de 1a preparación (Fig. 26). Las membranasmito­
condriales enteras y las mitocondrias enteras tienen un comportamientocinético
diferente (Fig. 27) lo cual indica que la integridad de la mitocondria es un
factor determinante en las caracteristicas de la fotoemisión. Stauff y Ostrousky
(1967) describieron una quimioluminiscencia en membranasmitocondriales que au;
mentaba con la edad de la preparación y dependía del tratamiento que recibia;
supusieron que esta emisión no respondía a fenómenosfisiológicos. La emisión
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máximano depende apreciablemente del estado metabólico de la mitocondria (Fig.

29), lo que estaria de acuerdo con esta suposición. La independencia de la emi­
sión luminosa inducida por t-BOOH5 mMcon el estado metabólico de la mitocon­

dria responderia fundamentalmente al hecho de que la agresión de peróxido 5 mM
es muchomayor que cualquiera de las variaciones que pudieran deberse a la
producción endógena de hidroperóxidos. Una mitocondria de higado o corazón de

rata puede producir 0,3 - 0,6 nmoles de H202/min.mgde proteina (Chance y col.,
1979); Boveris y Chance, 1973). Si una concentración de t-BOOHde 5 mMproduce

una emisión máxima de 800 cps (Fig. 17), considerando un volumen de.4 ml y 12

mg de proteina y Zolkmoles de hidroperóxido en dicho volumen, para la produc­

ción mitocondrial de H202en un sistema con la misma cantidad de proteina se

esperarian 3 cuentas por segundo en 1a cubeta (considerando que el H202 es 10
veces más efectiva que el t-BOOH:en inducir emisión luminosa en un sistema

modelo, Tabla II). En consecuencia, la variación de la emisión luminosa debida
a la producción de moléculas oxidativas durante la respiración mitocondrial no
seria detectable. Aparentemente la emisión que se mide en presencia de hidro­
peróxidos refleja fundamentalmenteun proceso destructivo que involucra a los
lípidos y las proteinas de 1a membrana.Las diferencias observadas en los dis­
tintos estados metabólicos podrian llegar a atribuirse al mayor consumode o­
xigeno en los estados 1, 4 y 3, en ese orden.

La dependencia de la emisión con la concentración de oxigeno (Fig. 30)
indicaria que ocurren dos procesos independientes: uno de muyalta afinidad
por el oxigenoque ocurriría al iniciarse la reacción y para el cual la inte­
gridad de la mitocondria seria indispensable y otro a tiempos largos que se­
ria semejante al que ocurre en membranasmitocondriales. Los bajos niveles de
emisión de las mitocondrias indicaria que no son el factor principal reaponda­
ble de la emisión de homogeneizados de higado de rata.

Un comportamiento especial y coherente con el de los correspondientes ho­
mogeneizadoses el de las mitocondrias de cerebro de rata frente al estimulo de
t-BOOHen altas concentraciones (pág. 69). La falta de respuesta está de acuer­
do con la inhibición de la emisión de homogeneizados en dichas condiciones (Fig.
17). Asi comola integridad de la mitocondria disminuye los valores de la emi­
sión máxima, ya se ha indicado que la integridad de un órgano no sólo disminu­
ye los valores de las emisiones sino que también cambia sus caracteristicas es­
pectrales y el mismofenómenose observa con semillas de soja (Sección 6.2.6).
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Esto indica que si bien en la célula normal hay una compleja mezcla de
proteinas y lipidos que, puestos en solución se peroxidan fácilmente (Pryor,
1973, 1978) la compartimentalización de la célula, sumadoa la acción y re­
ciclaje de agentes y enzimas antioxidantes y el control de las concentracio­
nes de oxigeno tisulares disminuyen el peligro potencialmente alto de que o­
curran procesos peroxidativos a valores bajos y controlables. Cuandopor pa­
tologías diferentes o disminuye el nivel de agentes antioxidantes o se des­
truye o daña la estructura membranosade la célula, la posibilidad de que
las reacciones oxidativas normales de 1a célula hagan aumentar los niveles
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de radicales libres aumenta considerablemente, pudiendo ser causa y consecuen­
cia de diversos daños tisulares.

LA QUIMIOLUMINISCENCIA COMO UN ENSAYO NO INVASIVQ.

Los ensayos para procesos peroxidativos que son no invasivos permiten
estudiarlos en condiciones fisiológicas. En el caso de la quimioluminiscen­
cia de superficies de órganos, si bien la agresión que representa la aneste­
sia y exposición del órgano es grande, es menor que la que produce sobre el
tejido cualquier otra técnica clásica empleadapara 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 emisión de muybaja intensidad. Esta emisión fue descripta por
Tarusov en 1964 y por Shimizu y col., en 1973. Boveris y col., en 1980 (a)
han demostrado que esta emisión aumenta cuando se perfunden animales con t­

BOOH.En el presente trabajo se lo ha hecho usando CCl4

dante hepático. 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
dicales en cadena que llevan a la peroxidación de los lípidos y otros compo­

nentes celulares (Recknagel, 1977). El CHCl3que por ruptura homolitica del
enlace C-Cl da radicales menos estables no actúa de esta forma. La adminis­

tración intraperitoneal de CCl

comoagente pro-oxi­

(reacción Sl) iniciando reacciones de ra­

4 en ratas induce una emisión de fotones so­
lamente en el higado (pág. 85) siendo el aumento de emisión inmediato a la
inyección del halometano. Esta emisión depende de que haya circulación del
intestino al higado (Fig. 40) y el efecto es especifico para el higado, es­
tando de acuerdo con que la metabolización del CCl4 se produce a través del
citocromo P 450 hepático.
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La emisión espontánea puede depender de mecanismos moleculares diferen­

tes que la inducida por hidroperóxido de ter-butilo o por CClL, diferenciándo­
se principalmente en la forma de iniciarse los procesos, aunque respondiendo to­
dos a mecanismosperoxidativos que involucran radicales libres. Es un hecho im­
portante que la emisión espontánea depende de que haya circulación de sangre por
el higado (Tabla IV) ya que permite eliminar la posibilidad de que la emisión

sea solamente una emisión superficial debida a la exposición del higado a una
presión de oxigeno superior a 1a del medio interno de la rata. En un higado ex­
puesto por 20 minutos, la emisión cae lentamente a un valor que es de 80 i 5 Z
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 está vivo y termostatiza­
do, la situación no fisiológica de higado expuesto y la anestesia profunda pue­
den inducir alteraciones en la capacidad de mantener la regulación del medio
interno afectando la emisión. Es dificil estudiar en estos casos el efecto del

anestésico sobre la emisión porque es imposible trabajar con animales sin anes­
tesiar. Si bien es posible trabajar con animales desmedulados, la situación de
animal desmedulado es considerada menos fisiológica que la de anestesiado. Un
estudio a fondo con diferentes anestésicos o, en el caso de emisión de cerebro,
estudios con animales trepanados empleandoanestesia leve o sin anestesia (ú­
nico caso de exposición de órgano en el que es posible trabajar sin anestesia)
pueden ayudar a mejorar 1a información.

Unasituación fisiológica de gran interés en 1a cual se alteran conti­
nua y suavemente los aportes de oxigeno a los órganos es el proceso de enve­
jecimiento. Cuanto mayor es el peso del animal (más viejo es) menor es el a­
porte de oxigeno a los órganos (Dehn y Bruce, 1972) y menor es la posibili­
dad de formar peróxidos. Esto deberia reflejarse en los niveles de quimiolumi­
niscencia y es lo que se observa (Fig. 42) en la emisión espontánea de higa­
do de rata. Cuanto más joven es el animal, mayor es la emisión por unidad de
área del higado, siendo notable la variación para animales jóvenes, donde la
velocidad de envejecimiento es alta. Comolos procesos oxidativos ocurren en
todos los órganos y todos los sistemas biológicos (Chance y col., 1979), todos
los órganos de rata deberian ser capaces de emitir (Tabla VI). El comportamien­
to especial de cerebro "in situ" es consistente con su comportamientoespecial
observado en homogeneizados y puede explicarse por las mismas causas; además
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"in vivo" hay que tener en cuenta que el cerebro es el órgano que más oxigeno
consume; combinandolos bajos niveles de antioxidantes, la presencia de enzi­
mas peroxidantes y el alto nivel de prooxidantes (Sinnet y col., l98Ó), se
explican sus altos niveles de emisión. El intestino emite menosque el cere­

bro pero más que el higado, siendo ésta una emisión insensible al CClÁ. El
intestino tiene tejido adiposo expuesto que podria responder en parte por la
emisión observada. La emisión. de músculo, iguallque la de higado refleja el
consumo de oxigeno de ambos.

La fuerte dependencia entre la emisión y el aporte de oxigeno al órgano
o la edad del animal convierten a 1a quimioluminiscencia en una técnica ade­
cuada para el estudio de proceses fisiológicos o patológicos en los cuales
la integridad del órgano, su metabolismo oxidativo o sus niveles de oxigena­
ción se encuentran alterados. Es una técnica que permite el estudio integral
del órgano. El desarrollo de instrumental adecuado permitirá el estudio loca­
lizado en microestructuras del tejido. Estos instrumentos deberian ser capa­
ces de detectar emisiones muchomenores que las descriptas en este trabajo
por lo que deberian tener un ruido electrónico menor que los actuales. El he­
cho de tener que detectar fotones emitidos por áreas menores permitiría usar
tubos fotomultiplicadores más chicos, lotque disminuiria considerablemente el
ruido electrónico; el empleo de amplificadores más sofisticados que el que
tienen los instrumentos descriptos en este trabajo (pero que ya han sido de­
sarrollados) tambiénpermitirá disminuir el ruido, lo cual permitirá detec­
tar señales menores. La posibilidad de estudiar la emisión en el interior del
tejido a través de guias ópticas delgadas(introducidas en el tejido) o de ha­
cer barridos de superficie ofrece interesantes posibilidades de estudio.
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CONCLUSIONES
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La luminiscencia de baja intensidad puede ser medida con contadores de fotones
Las

eficiencias de conteo en los diversos instrumentos es variable y depende de las

o con contadores de centelleo con el circuito de coincidencia desconectado.

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.
Comoen estas reacciones suelen combinarse procesos de autoxidación de lipidos

con reacciones enzimáticas, el aumento de la temperatura implica generalmente
fotoemisión.

cuánticos de las reacciones quimioluminiscentes están en el
10-12

un paralelismo entre las caracteristicas de las emisiones de

un aumento en la

Los rendimientos

orden de lO"lo - fotones/molécula reaccionante.

fotones y las medidas realizadas con otras técnicas empleadas en el estudio de
procesos peroxidativos (formación de malonaldehido, liberación de alcanos, li­
beración de glutatión en bilis).
Para que un sistema biológico emita, es necesario la presencia de oxigeno. Los
atrapadores de radicales libres y el cianuro inhiben la emisión de la mayorpar­
te de los sistemas estudiados.

La identificación de las especies fotoemisivas sobre la única 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 emisión en sistemas provenientes de órganos
de animales depende de la integridad del órgano y de su composición, siendo re­
lativamente independiente del agente iniciador.
Los resultados de la distribución espectral de semillas de soja y el efecto del
DABCOson consistentes con 1a idea de que, al menos una de las especies fotoemi­
sivas pueda ser el oxigeno singulete.

. El efecto de calentamiento de semillas húmedassobre la distribución espectral
de su emisión indica la presencia de una molécula termolábil relacionada con la
emisión.

Los estudios de efecto de temperatura sobre la emisión de semillas de soja y de
la lipoxigenasa sumadoa los efectos de inhibidores, indican que en dicha emi­
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sión participan al menosdos procesos: la reacción de la lipoxigenasa y la auto­
oxidación de ácidos grasos.

ll. La quimioluminiscencia es un ensayo no invasivo y no destructivo que permite es­
tudiar procesos peroxídativos en condiciones fisiológicas.
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La luminiscencia de baja intensidad en sistemas biológicos refleja directa
o indirectamente procesos de peroxidación lipidica (Boveris y col., 1930 a, Ca­
denas y col., 1980 a). Si bien habia abundante información sobre la de algunos
sistemas comoleucocitos polimorfonucleares (Nakínumay col., 1979), peroxidasa
de rábano con isobutiraldehido (Cilento, 1980), lipoxigenasa con ácido linoleico
(Boveris y col., 1980 b), era muypoca la información que habia sobre la emisión
de sistemas más complejos, especialmente órganos de mamíferos “in situ" y semi­
llas enteras.

Las técnicas de conteo de fotones están desarrolladas, especialmente en lo
que a contadores de centelleo se refiere, pero recién en los últimos lO años se
han comenzadoa aplicar a la medición de emisiones de baja intensidad en siste­
mas biológicos. La variedad de instrumentos empleados en dichas medidas hizo in­
teresante la comparación de sus rendimientos y propiedades. Se han comparadolas
medidas obtenidas para sistemas de emisión constante y variable con el 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 dependende las caracteristicas geométricas del aparato (área
del fototubo, distancia de la muestra a1 tubo, área de la zona emisiva).

Se ha hallado entre los aparatos empleados una buena reprodutibilidad de
las cinéticas y de los espectros de emisión. El estudio de las emisiones de sis­
temas en solución simple (cítocromo g en presencia de hidroperóxidos, o lipoxi­
genasa con ácido linoleico), o complejos (homogeneizados de órganos, o de semi­
llas de soja, mitocondrias de higado) indican que la emisión depende de la tem­
peratura y de la concentración 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. En sistemas que contenían lipoxigenasa, el ácido salicil hidroxámico,
inhibidor selectivo de dicha enzima también inhibió la emisión.

Los sistemas enteros (órganos "in situ", semillas) tienen emisiones de in­

tensidad mucho menor que los sistemas en solución. Agentes adecuados (como CCl4
en el caso de órganos "in situ" y agua o diversos solventes orgánicos en el caso
de semillas) aumentaron significativamente las emisiones.

El estudio de las distribuciones espectralos de las emisiones detectadas no
permiten identificar inequívocamente las especies fotoemisivas. Deacuerdo con
las teorias más aceptadas (Boveris y col., 1980 n. Cadenas y col., 1980 a,b,c;
Denekey Krinsky, 1977; Inaba y 001., 1979) las especies que podrian llegar a



emitir son carbonilos excitados que emiten en la región de ¿00 - 500 nmy el

oxigeno excitado cuyas emisiones más caracteristicas están a 634 y 703 nm (Khan

y Kasha, 1963). Ningunade 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 inductorea adecuados para cada
caso) responde a estos patrones. En algunos casos (órganos "in situ" y semillas
enteras) el alto porcentaje de luz roja y el efecto del DABCO(que aumenta la e­
misión luminosa debida a la emisión bimolecular del oxigeno excitado sin alterar
el espectro de la emisión, Denekey Krinsky, 1977) haria pensar que el oxigeno
singulete es comouna de las especies emisoras.

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

Unade las grandes ventajas de los estudios de quimioluminiscencia de baja
intensidad, es su carácter de no invasiva, lo cual, en la mayoria de lOS casos
permite recuperar la muestra en las condiciones originales.
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