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PARTE I 

Na maioria das moleculas os eletrons estao emparelhados, ou 

seja, existem dois deles em cada orbital. De acordo com o principio 

de Pauli, os dois eletrons que ocupam uma mesma orbital tern spin 

opostos, que se anulam. A molecula sera, pois, diamagnetica; este 

estado e chamado singlete. 

Suponhamos agora que um eletron de uma parelha seja excitado 

a uma outra orbital. Podem dar-se dois casos: o eletron excitado 

continua com spin oposto ao do seu antigo parceiro ou, entao, podera 

ter spin paralelo. Temos assim uma molecula excitada que no primeiro 

caso e diamagnetica e no segundo caso paramagnetica; estes dois 

estados sao chamados respectivamente singlete excitado e triplete. 

Note-se que o estado triplete e um bi-radical. Os fatos acima podem 

ser assim esquematizados: 

—4-4— —t  —f  

—M— —M— —H  

Estado normal Estado excitado Estado excitado 
(singlete) (triplete) (singlete) 

£stes dois estados excitados tern energia diferente, sendo que o 

triplete tern menor energia (regra de Hund). 

£ muito mais facil excitar uma molecula ao estado singlete do 

do que ao triplete. A razao e que transigoes entre estados de dife- 

rente multiplicidade (e. g. singlete ao triplete, triplete ao singlete) 

sao proibidas pela regra da conserva^ao do spin. Explica-se assim 

porque as transi?6es entre singletes dao origem a fortes bandas no 

espetro de absorgao, ao passo que a banda correspondente a passa- 

gem para o triplete nao e normalmente observada. 

Consideremos agora o diagrama abaixo, tambem chamado dia- 

grama de Jablonski: 
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A molecula excitada ao singlete S' podera reemitir esta energia 

(fluorescencia) ou podera perde-la por processes de desativagao. 

Ja que a passagem S' ^ S e pennitida, a molecula nao permanecera 

muito tempo no estado S' (10'9—10'8 seg.) e tera boa oportunidade 

de reemitir esta energia antes que ela se dissipe por outros processos. 

Por esta razao o fenomeno da fluorescencia nao e raro. 

A molecula no estado S' pode tambem passar por um process© 

nao radioativo ao estado T, pois a regra de conservagao do spin 

se modifica para processos nao radioativos. Uma vez neste estado, 

nao e facil para a molecula sofrer uma transigao radioativa ao estado 

normal (T —> S) e emitir assim a energia. Em outras palavras, e 

necessario um tempo muito longo (10"4—lO"3 seg.) e, durante este 

tempo, ha plena oportunidade para outros processos dissipativos. 

Por este motivo e que a fosforescencia — emissao de luz na passagem 

de triplete a estado normal — e um processo usualmente muito raro. 

Ela e quase que exclusivamente observada em meios de alta viscosi- 

dade e baixa temperatura, pois nestas condi^oes se inibem os processos 

dissipativos. 

Estado triplete nas reagoes ativadas por colisoes. A identificagao 

da participagao de estados triplete em tais reagoes e muito mais dificil 

do que no caso das reagoes fotoquhnicas. As melhores indicagoes 

referem-se a conversao cis trans em certos compostos etilenicos. A 

constante de velocidade para este processo monomolecular e: 

Para estas reagoes, os valores de E (energia de ativagao) e A 

(fator freqiiencia) reunem-se em dois grupos bem definidos (1): 

-E/RT 
k = Ae 



1) Valor de E baixo (ca 20 kcal); valor de A (medida do numero 

de moleculas que tendo suficiente energia de fato isomerizam) 

anormalmente baixo. 

2) Valor de E alto (ca 40 kcal); em compensaQao A tem valor 

usualmente encontrado na maioria das reagoes. 

Ao que parece, as rea^oes, em que os valores de E e A caem no 

primeiro grupo, passam por um estado de transigao cuja estrutura e 

de triplete. A dificuldade das transi^oes S-T deve ser atribuido o 

valor muito baixo de A. 

Por outro lado, a baixa energia de ativa^ao decorre do fato ja 

mencionado que, dos estados excitados, o triplete e o de menor energia. 

Falha da regra da conservagdo do spin. A regra da conserva§ao 

do spin aplica-se bastante rigidamente aquelas moleculas formadas 

de atomos leves. Entretanto, ela pode ser sobrepujada na presen^a de 

atomos pesados, ou de atomos contendo eletrons desemparelhados. 

Nestes casos todas as intercombina^oes entre os tres estados eletro- 

nicos quimicamente mais importantes (S, S', T) de uma molecula 

S —> T (absorgao) 

T S (emissao) 

S'-» T 

aumentam de probabilidade e na mesma proporgao sob o efeito da 

perturba5ao(2>. 

No caso de atomos pesados, a perturbagao pode ser descrita 

como uma interagao de momento magnetico do eletron rodopiante 

com o campo magnetico nao uniforme proveniente do movimento 

orbital do eletron atraves do campo eletrico do nucleo pesado (e de 

outros eletrons). Fala-se em interagao ou perturbagao spin-orbital. 

Esta perturba^ao deve afetar da mesma maneira as intercom- 

bina?6es radioativas e aquelas nao radioativas(3). 

O efeito apresentado pelos atomos pesados de facilitar intercom- 

binagoes pode ser devidamente apreciado nos seguintes exemplos: 

Nos halogeno-naftalenos, a vida do triplete, isto e, do estado fosfo- 

rescente, toma-se cada vez mais curta na serie F, Cl, Br, I(4), pois a 

transigao T -» S vai se tomando cada vez mais provavel com o au- 

mento do numero atomico do substituinte. Da mesma forma, pode-se 
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detectar uma certa absorgao no espetro correspondente a transigao 

S T, absorgao esta que aumenta na serie Cl, Br, I(5). 

E mesmo possivel induzir transigoes S ^ T pela dissolugao da 

substancia em um solvente que contenha atomos pesados. Assim, 

Kasha (2) mostrou que a absorgao S —> T do a-cloronaftaleno, im- 

possivel de ser observada quando este esta dissolvido em solventes 

comuns, pode ser detectada na sua solu^ao em iodeto de etila. O 

inverse do efeito Kasha tambem ja foi demonstrado (6): iodeto de 

etila como solvente aumenta a probabilidade da transigao T —> S, 

por exemplo em dinitronaftalenos e coumarinas. 

Eficientes transigoes S -> T foram demonstradas por Kasha e 

Becker (7) em moleculas tipo porfirinas. Foi observado que, qiiando 

o ion central e diamagnetico (p. ex. Mg++), a fluorescencia e muito 

forte; entretanto, quando o ion central e paramagnetico (p. ex. Cu++) 

observa-se entao fosforescencia, mas nao fluorescencia. Ve-se pois 

que o ion paramagnetico favoreceu a conversao do singlete excitado 

em triplete e depois a conversao radioativa do triplete ao estado 

normal (fosforescencia). 

Mais um exemplo pode ser citado: a molecula do oxigenio e 

paramagnetica. Na presenga de oxigenio sob pressao, Evans (8) pode 

detectar a absorgao S T de muitas moleculas, inclusive da do ben- 

zeno (3300 angstroms). 

Importdncia biologic a do estado triplete. O estado triplete, talvez 

por nao ser normalmente detectado no espetro, tern sido negligenciado 

por parte dos bioquimicos na consideragao do caminho de mais 

baixa energia de ativagao, nas reagoes bioquimicas. Entretanto, ja 

que os quanta de energia disponiveis nas reagoes bioquimicas sao 

pequenos (ligagoes fosfato ricas de energia, da ordem de 10 kcal), e 

muito importante que estas reagoes prossigam pelo caminho de me- 

nor energia de ativagao (93). Deve-se, pois, supor que estados tri- 

pletes participem de reagoes bioquimicas. Outra razao muito im- 

portante e que a vida media do triplete e cerca de um milhao de 

vezes mais longa do que a do singlete excitado. Isto faz com que o 

triplete tenha muito maior oportunidade do que o singlete excitado de 

reagir com uma certa substancia. De fato, se esta ultima existir em 

concentragao extremamente baixa, como muitas vezes e o caso "in 



vivo", nao havera oportunidade de choque no tempo durante o qual 

a molecula permanece no estado excitado de singlete (lO-9—10"8 seg). 

Segundo a escola de Szent-Gyorgyi(10), sao os estados tripletes 

que primordialmente intervem nos processos de transferencia de ener- 

gia em sistemas biologicos. 

Deve-se, pois, indagar se existem "in vivo" condigoes que inva- 

lidem a regra da conservagao do spin. 

Segundo Reid (11), uma das mais importantes diferengas entre 

as duas porfirinas mais comuns, clorofila e heme, vem do fato de 

que o ion Mg++ e diamagnetico, ao passo que Fe++ e paramagnetico 

e facilita, pois, a conversao singlete-triplete. 

Outra possibilidade de se facilitar "in vivo" transigoes singlete- 

triplete, e atraves do campo magnetico associado com a molecula de 

oxigenio. Esta poderia ser, segundo Reid (9b), a base do efeito foto- 

dinamico, ou seja, efeitos letais ou inibitorios produzidos em orga- 

nismos vivos pela luz, oxigenio e qualquer substancia sensibilizante, 

e. g., corantes. Em outras palavras, a especie "toxica" seria o triplete 

do sensibilizante, formado sob a influencia do campo magnetico do 

oxigenio. 

No presente trabalho, analisa-se a possibilidade da regra da 

conservagao do spin ser invalidada, "in vivo", pela perturbagao de 

atomos pesados. Destes, como vimos, e o iodo muito eficiente. Per- 

gunta-se, pois, se o hormonio tiroxina e similares, moleculas estas 

altamente iodadas, nao exerceriam sua agao por um mecanismo es- 

sencialmente fisico. 

C—C — COOH HO 

Hp 

NH 

tiroxina 

A perturbagao spin-orbital poderia ocorrer na molecula do hor- 

monio e, por meio desta, tambem em outras moleculas. 

A possibilidade de intercombinagoes decorrentes de perturba- 

goes abre — no dizer de Kasha e McGlynn (12) — novos horizontes 
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do estudo do desenvolvimento do mecanismo das rea^oes quimicas, 

devendo mesmo, em principio, ser possivel, catalisar reagdes por per- 

turbagdes de origem molecular. 

Poderia, pois, a tiroxina catalisar o aparecimento de estruturas 

tripletes como tambem destruir eventuais estruturas tripletes toxicas. 

Esta possibilidade e agora investigada sob angulos diferentes: (i) 

compatibilidade com o efeito da estrutura sobre a atividade (ii) exis- 

tencia de condigdes "in vivo" que facilitem uma perturbagao spin- 

orbital de parte da tiroxina (iii) efeito da 3,5-diodotirosina, modelo 

da tiroxina, sobre a fluorescencia da riboflavina e da vitamina K3. 

c C  COOH 

NH 

I 
3,S-diodotirosina 

Os resultados serao aqui apresentados e analisados. 

Segue-se na Parte II uma discussao geral, uma vez que os resul- 

tados obtidos sao tambem de interesse em outros campos. 

A. ESTRUTURA E ATIVIDADE NA CLASSE DA TIROXINA 

£ bem sabido que tiroxina e varies analogos aumentam o con- 

sumo de oxigenio no homem e nos animais, bem como em tecidos 

destes; sabe-se tambem que tiroxina dissocia o processo de fosfo- 

rilagao do concomitante processo de oxida^ao nas mitocondrias. E 

possivel que nestes casos o efeito da tiroxina seja indireto, conseqiiente 

a um entumescimento das mitocondrias (13). 

Ja no caso de particulas sub-mitocondriais (de figado), a tiro- 

xina mostra um efeito direto aumentando a velocidade inicial de 

oxidagao de succinato ou do DPNH * e aumentando concomitante- 

mente a eficiencia da fosforila?ao (14>. 

♦ DPNH e o difosfopiridino nucle6tido reduzido. 



Existem varios metodos para medir a atividade biologica na clas- 

se da tiroxina, metodos estes que nao precisamos enunciar. 

Em 1956 Bruice, Kharasch e Winzler(15) sugeriram a equagao 

Log % atividade = kSf + C (1) 

para correlacionar estrutura com atividade em compostos do tipo 

X' X 

sendo atribmda a propria tiroxina o valor 100. 

Na equagao (1) 

25 f = (fx + fx + fx, + fx, + for,) 

Estas constantes dos substituintes, fx, fx,, for, sao empiricas e fo- 

ram selecionadas da mesma forma pela qual Hammett(16) determinou 

as constantes a. Expressam elas o efeito do substituinte na atividade, 

independentemente da natureza dos outros substituintes. Natural- 

mente estas constantes expressam certos parametros e Bruice, Kha- 

rasch e Winzler sugerem que elas refletem a combina^ao de dois 

efeitos: (i) habilidade do substituinte de atrair ou repelir eletrons 

(ii) habilidade do substituinte de formar ponte de hidrogenio. 

Esta ultima sugestao e por nos considerada erronea, uma vez que 

ela requer que a habilidade de formar ponte de hidrogenio nos fenois 

orto-substituidos decresga assim (15) 

F < C1 < Br < I 

quando que a seqiiencia observada por alguns (17) e 

I < F < Br < C1 

e por outros {18) 

I < C1 < Br 

ou seja, o derivado iodado e o que forma a ponte mais fraca. De- 

ve-se, pois, procurar qual o parametro fisico, ou a combinagao de 



parametros, que pode ser empregado na racionalizagao das cons- 

tantes dos substituintes. 

Se o efeito da tiroxina e o de facilitar intercombina96es, entao 

estas mesmas constantes de substituintes deverao ser utilizaveis nu- 

ma propriedade ou fenomeno estritamente ligado a transigao entre 

estados de diferente multiplicidade. O fenomeno melhor estudado, 

que aqui se enquadra e a determinagao, por McClure (4), do efeito 

de a e ^ substituintes na vida da fosforescencia do naftaleno, 

estudo este ao qual ja nos referimos anteriormente. McClure obser- 

vou que ao se passar de naftaleno a fluoronaftaleno, e sucessiva- 

mente, ate iodonaftaleno, o nivel do triplete nao se altera, mas 

a vida do estado triplete diminui grandemente, ou seja, aumenta 

muito a probabilidade da transigao triplete —^ singlete. Ja que, co- 

mo dissemos, nao ha alteragao na posigao do triplete, o unico fator 

que esta influindo e a capacidade do atomo pesado de permitir 

conversdes triplete —» singlete. 

Na Fig. 1 esta projetado o logaritmo da probabilidade da tran- 

sigao T —» S (equivalente ao colog da vida da fosforescencia) nos 
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Fig. 1. Cologaritmo da vida do triplete do naftaleno e derivados monosubsti- 
tuidos vs. a constante do substituinte calculada por Bruice, Kharasch 
e Winzler a base do efeito do substituinte na atividade biologica da 
tironina. 
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derivados do naftaleno vs. o valor fx do substituinte, determinado, 

como vimos, a partir da atividade biologica. A rela^ao linear ob- 

servada vem indicar que as constantes dos substituintes, calculados a 

partir das propriedades biologicas da tiroxina e similares, podem 

ser empregadas num fenomeno dependente de intercombinagao e 

vem dar, portanto, forte apoio a hipotese de que a tiroxina age favore- 

cendo transudes entre estados de diferente multiplicidade. 

B. FORMAgAO DE COMPLEXOS DE MODELOS 
DA TIROXINA 

A perturbagao induzida por um atomo pesado e certamente 

mais eficiente quando este atomo se acha em contato intimo com 

a molecula perturbada. De fato, para uma forte interagao spin-orbi- 

tal e necessario que o eletron ir penetre nas proximidades do nucleo 

do atomo pesado. No caso de interagao spin-orbital entre o eletron 

tt aromatico e o atomo de halogenio induzido colisionalmente (efeito 

Kasha), tal interagao variara tambem diretamente com a duragao 

e freqiiencia das colisoes (19). E de se esperar, pois, forte pertur- 

bagao numa molecula complexada com algum derivado iodado, desde 

que a uniao se faga pelo atomo de iodo. 

Tomou-se assim interessante verificar se tiroxina tem proprieda- 

des complexantes, especialmente em relagao a substancias de impor- 

tancia biologica. Devido a agao que a tiroxina exerce sobre o consume 

de oxigenio e« a fosforilagao oxidativa, as substancias que se apresen- 

tam num primeiro piano de importancia sao as coenzimas (ou suas 

partes funcionais, "as vitaminas") da seqiiencia respiratoria. 

A propria tiroxina nao pode ser usada neste estudo devido a 

sua extrema insolubilidade em meio aquoso. E verdade que ela pode 

ser algo solubilizada em meio alcalino, mas nestas condigoes as coen- 

zimas estudadas sao decompostas. Usamos, pois, um modelo de tiro- 

xina, a 3,5-diodotirosina, que e razoavelmente soluvel em meio acido 

(HC1) aquoso. 

Verificamos que a diodotirosina modifica o espetro das tres 

coenzimas ou vitaminas estudadas, difosfopiridino nucleotido oxidado 

("DPN"), riboflavina e 2-metil-naftoquinona (vitamina K3) (Figs. 

2, 3, 4) mas nao o do difosfopiridino nucleotido reduzido (DPNH). 
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R = "DPNH* "dpn' 

— CH, 
i 5 

C 

■0-P=0 
H 

-CM- 
I 

OH 

0 
. I 
0-P = 0 

6Hh ^2 

CH II I 

\^CH 

— CH2 0 

^ >.C 
X_? 

OH OH 

c 

2 -metil-naf toquinona 
"vitamina Kg" 

"menadiona" 

H2CO H 

(HCOH) 

CH 

NH 

H,C 

"vitamina B, 
Riboflavina 

As altera^oes, quando produzidas, sao imediatas e nao se acen- 

tuam com o decorrer do tempo, o que vem sugerir formacjao de com- 

plexos. Com base nestas alteragoes espetrais calculamos as constantes 

de associa^ao para os tres complexes (Figs. 5, 6, 7). Os dqdos impor- 

tantes sao apresentados na Tabela I. 



Tabela I 

COMPLEXOS DE DIODOTIROSINA COM ALGUMAS VITAMINAS, 
COENZIMAS OU MODELOS 

Parceiro da 
diodotirosina 

X. da luz 
usada; 

K 
Lmol"1 € Observagoes * 

DPN 345 6.4 80   

CLBC** 345 1.6 240 [CLBC] constante 
CLBC 340 2.0 240 [diodotirosina] 

constante 
CLBC 340 2.0 240 fi fixo 

Riboflavina 380 50 
HC1 a 1.33% 490 50 

Vitamina Kg 380 20;20 1500 

* Todos os complexos sao formados na relagao molar 1:1, 
** Cloreto de l-benzil-3-carboxamida piridonio. 

Que a complexagao da diodotirosina com a coenzima piridmica 

(DPN) se da pela parte funcional desta ultima, isto e, pelo anel de 

piridonio, e indicado pelo fato de que a diodotirosina tambem comple- 

xa com sais de piridonio, p. ex., com o cloreto de l-benzil-3-carbo- 

xamida piridonio (CLBC), modelo de DPN (Figs. 8 e 9). 

CLBC 

A associagao com este cation se da tambem na relagao 1:1. O 

valor encontrado para a constante e de 1.6 1. mol"1 quando a con- 

centra§ao do CLBC e mantida fixa (Fig. 9) (vide Parte Expe- 

rimental) e 2.0 l.mol"1 quando a diodotirosina e mantida cons- 

tante (Fig. 10). A forga ionica nao parece influenciar a complexa- 

£ao, pois os pontos experimentais coincidem com a mesma reta obtida 
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em experiencia identica, na qual nao se manteve constante a forga 

ionica (Fig. 11). 

Vemos, pois, que diodotirosina forma complexo moderadamente 

estavel com DPN, razoavelmente forte com vitamina K3 e bastante 

estavel com riboflavina. 

A fim de investigar a influencia dos atomos de iodo na comple- 

xa^ao, substituimos a diodotirosina pela tirosina. Neste caso, tam- 

bem, ocorrem alteragoes espetrais indicativas de interagoes intermo- 

leculares (Figs. 12, 13, 14). Os dados referentes ao estudo destes 

complexes sao apresentados na Tabela II. 

Tabela II 

COMPLEXOS DE TIROSINA COM ALGUMAS VITAMINAS, 
COENZIMAS OU MODELOS 

Parceiro da 
tirosina 

A da luz 
usada; m^ 

K 
l.mol"1 e Observaqoes * Figura 

DPN 350 0.8 20U 15 
CLBC 340 0.9 220 [Tirosina] 

constante 
16,17 

CLBC 350 0 6 250 [CLBC] const. 18 
Riboflavina 390 

480 
10 

7 HC1 a 1.33% 19 

Riboflavina 390 10 HCI a 0.53% 20 
Vitamina Kg 380 1.4 2000 — 21 

* Todos os complexos sao formados na rela^ao molar 1:1. 

Vemos, pois, que em todos os casos a ausencia dos atomos de 

iodo reduz a estabilidade dos complexos. O efeito e especialmente 

marcante no caso da vitamina K3, onde o valor da constante de asso- 

ciagao toma-se cerca de 15 vezes menor. fistes resultados vem indicar 

que a complexa^ao com diodotirosina se deve fazer principalmente 

pelos atomos de iodo. De fato, se assim nao fosse, o valor da cons- 

tante deveria baixar pela introdugao de atomos de iodo, pois sendo 

estes atraentes de eletrons dificultariam, com certeza, uma eventual 

complexagao que se desse em qualquer outra regiao da molecula 

(vide Parte II). 
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3,5-Diodotironina e biologicamente muito menos ativa do que 

tiroxina. 

Ela e tambem dificilmente soluvel, porem em meio acido aquoso- 

etanolico, poi possivel obter-se uma solugao de concentra^ao su- 

ficiente para estudar a interagao com CLBC, o modelo de DPN 

(Fig. 22). A determinagao usual da constante de equillbrio mostrou 

que, neste caso, a reta passa pela origem (Fig. 23). Isto significa 

que apesar de haver interagao, obviamente refletida nas alteragoes 

espetrais, a constante de associa?ao e zero. Explicagao para estes 

casos existe e e bastante recente: nao se estabelecem complexes, mas 

apenas contatos <20'21). £ somente, pois, pelo efeito da colisao e 

durante esta que ha interagao. 

Sem duvida e a grande concentragao de alcool no meio que 

suprime a complexagao. De fato, o sistema CLBC-diodotirosina em 

meio aquoso-alcoolico mostra uma interagao quase que exclusiva- 

mente de contato (Fig. 24); o valor da constante de associagao e 

ca. 0.4 1. mol"1, bem menor do que o valor 1.6-2.01. mol-1 obser- 

vado em meio puramente aquoso, ao passo que os coeficientes de 

extingao molar, e. g. €325 = 700, sao bem mais altos do que aqueles 

encontrados para o sistema em agua. 

A fim de investigar o comportamento em meio exclusivamente 

alcoolico, e a vista da insolubilidade da diodotirosina, sintetisamos o 

2,6-diodofenol. £ste modelo nao afeta absolutamente o espetro al- 

coolico das vitaminas K3 e riboflavina em concentragdes nas quais a 

diodotirosina altera o espetro aquoso das vitaminas. 

A complexagao da diodotironina com DPN, vitamina K3 ou ri- 

boflavina nao pode ser estudada espetrofotometricamente, pois estas 

1 

I 
3,5 -Diodotironina 
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substancias nao sao suficientemente soliiveis em meio aquoso-etano- 

lico e, alem do mais, absorvem fortemente, de maneira que uma 

eventual interagao ficaria mascarada. 

Em suma, vemos que existem "in vivo" condigoes favoraveis 

para que atomos de iodo da tiroxina e similares induzam interagoes 

spin-orbital e facilitem assim intercombinagoes. 

C. EFEITO DA DIODOTIROSINA SOBRE A FLUORESCENCIA 

DA RIBOFLAVINA E DA VITAMIN A K3 

Se uma molecula excitada (singlete) esta em contato com 

outra que contenha atomos pesados — seja por causa de colisao ou 

por complexagao — ficara favorecida a transformagao nao radioativa 

do singlete excitado em triplete. Uma vez neste estado, a molecula 

sera desativada por colisoes com o solvente. Ve-se, pois, que mo- 

leculas contendo atomos pesados devem suprimir a fluorescencia 

("fluorescence quenching"). Isto, porem, nem sempre e observado, 

e, na realidade, o "quenching" da fluorescencia e um fenomeno de 

dificil explicagao. 

McLaughlin e Szent-Gyorgyi(22) observaram que halogeno- 

-fenois, inclusive tiroxina, sao capazes de suprimir a fluorescencia de 

Rodamina B. A atividade dos halogeno-fenois aumenta na serie 

C1 < Br < I. Segundo os autores este "quenching" nao poderia 

ser de natureza dinamica, pois os halogeno-fenois nao absorvem ra- 

diagoes de freqiiencia correspondente a da fluorescencia da Roda- 

mina. Propuseram, entao, a formagao de um complexo nao fluores- 

cente entre Rodamina e o halogeno-fenol. 

Investigamos o efeito da diodotirosina sobre a fluorescencia da 

riboflavina e verificamos que o "quenching" obedece a equagao 

lo 
 — = 1 + K [Q] (2) 

onde lo e a fluorescencia da riboflavina, lea fluorescencia da ribo- 

flavina em presenga do "quencher" (diodotirosina) e Q e a con- 

centragao da diodotirosina. 



— 19 — 

Esta equagao pode ser deduzida admitindo que a diodotirosina 

e a riboflavina formem um complexo nao fluorescente (23). Neste 

caso, K representa a constante de associagao do complexo. O valor 

de K calculado a partir da inclinagao da reta obtida projetando-se 

Io/I vs. [Q] e de 115 l.mol"1 (Fig. 25). No pH desta experiencia, 

3.95, o grupo fenolico da diodotirosina esta totalmente na forma 

nao dissociada, pois sen pK e 6.36 (24). Entretanto, valor de K, es- 

sencialmente identico foi obtido a pH 6.47, onde o grupo fenolico 

esta mais do que 50% dissociado. 

Ja que em pH levemente acido a diodotirosina nao afeta sen- 

sivelmente o espetro de absorgao da riboflavina (Fig. 26), a relagao 

Io/I representara tambem o quociente das eficiencias da fluores- 

cencia na ausencia e na presenga do "quencher" (23). Esta eficiencia 

ou rendimento quantico corresponde a relagao 

quanta emitidas 

quanta absorvidas 

A equagao (2) toma neste caso o nome de Stern-Volmer e K repre- 

senta a constante de "quenching". 

Em principio, nos casos mais simples, o "quenching" pode ser 

devido a colisoes ou a complexagao. Para distinguir entre as duas 

possibilidades, analisa-se o efeito da temperatura sobre a eficiencia 

do "quencher". Se a dependencia e positiva, entao o processo e co- 

lisional, ou seja, depende da velocidade com que se difundem as 

moleculas; se, porem, a dependencia for negativa, o processo deve 

envolver algum complexo intermediario (25). 

Nao dispondo de aparelhagem adequada, apenas nos foi pos- 

slvel realizar uma investigagao qualitativa. Note-se (Fig. 27) que 

a dependencia e negativa, o que vem confirmar a formagao de com- 

plexo molecular entre diodotirosina e riboflavina. Entretanto o valor 

da constante determinada por via fhiorimetrica, 115 l.mol"1 e cerca 

de duas vezes mais alto do que aquele determinado espetrofotome- 

tricamente, 50 1. mol'1 - Muito provavelmente, isto e devido a di- 

ferenga das condigoes usadas; assim, na investigagao fluorimetrica 

o grupo carboxila da diodotirosina esta totalmente dissociado, ao 

passo que na investigagao espetrofotometrica ele esta predominante- 

mente na forma nao ionizada. 
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2-Metil-naftoqumona em solugao aquosa mostra uma fluores- 

cencia muito fraca, branco azulada. Esta tonalidade indica que a 

intensidade e tao baixa que nao e alcangado o limiar da visao das 

cores (26). Sob o efeito da irradia^ao, porem a fluorescencia logo 

passa a aumentar ate alcan^ar um maximo apos varios segundos. A 

tonalidade da fluorescencia e agora azul profunda. Obviamente sob 

o efeito da irradiagao, forma-se algum produto que e mais fluores- 

cente do que o material de partida. A fotoqmmica das quinonas foi 

bem investigada por Bridge e Porter <27); um dos produtos princi- 

pais formados e a hidroquinona correspondente, inclusive no caso 

da naftoquinona. 

Ao estudarmos o efeito da diodotirosina sobre a fluorescencia 

da 2-metil-naftoquinona, observamos que ela inibe totalmente a rea- 

qao fotoqmmica, ja em concentragao 5 x 10~4 M. 

£ provavel que a altera^ao fotoquimica da vitamina K3 proceda 

atraves do estado triplete, pois observamos que o ion cloreto inibe 

esta rea^ao — fato este ja conhecido (28) — sem, porem, afetar a 

fluorescencia da vitamina, ou seja, os singletes excitados. 

No caso da diodotirosina, a situa^ao toma-se muito mais com- 

plicada, pois nas condigoes experimentais usadas, ela mesmo se 

apresenta fluorescente. De qualquer forma, esta agao inibitoria da dio- 

dotirosina — quer ela se exerga sobre o singlete quer sobre o tri- 

plete da menadiona — e perfeitamente compativel com o "efeito 

de atomos pesados". 

D. COMENT ARIOS 

Os resultados apresentados sao concordantes com a hipotese de 

que o mecanismo de agao da tiroxina e o de permitir transigdes 

entre estados de diferente multiplicidade. 

£ de se realgar o fato, bastante sugestivo, de que, durante a ela- 

boragao deste trabalho, foi pela primeira vez descrita na literatura (29) 

uma tentativa de catalise quimica por substancias iodadas, a cis-trans 

isomerizagao do dimetil-maleato em iodobenzeno. O resultado nega- 

tive obtido, na opiniao dos proprios autores, nao e significativo e de- 

monstra, alias, as dificuldades que se encontram neste campo ainda 

embrionario. 



PARTE II 

lutrodugdo. A natureza da forga intermolecular entre os compo- 

nentes de um complexo tem sido — e ate certo ponto ainda e — 

sujeito a conjeturas. Muitas teorias foram aventadas, mas hoje elas 

tem apenas interesse historico, com excegao da teoria de Mulli- 

ken(30'31), tambem chamada teoria da transferencia de carga, ou 

teoria da interagao doador-receptor. Deve-se, porem, no tar que a 

teoria de Mulliken — hoje amplamente aceita — e, em boa parte, 

uma sintese das teorias antigas. 

Segundo a teoria de Mulliken o estado normal de um complexo 

formado entre um doador D e um receptor A, e um hibrido de duas 

estruturas e ao qual contribui muito mais do que 

D A 

Na estrutura a ligagao entre os componentes e efetuada por for- 

^as intermoleculares classicas, tais como dipolo-dipolo, dipolo indu- 

zido-dipolo, etc., por pontes de hidrogenio e por for^as de London. 

corresponde a estrutura do complexo no qual um eletron foi 

transferido do doador para o receptor. Temos aqui uma ligagao qui- 

mica entre os dois eletrons desemparelhados e tambem uma ligagao 

ionica se A e D fossem originalmente moleculas neutras. 

Em outras palavras, podemos dizer que no estado normal apenas 

uma diminuta fragao de eletron e transferida do doador para o recep- 

tor. Entretanto, sob efeito da luz de freqiiencia apropriada, e pos- 

sivel obter o estado excitado e neste o eletron foi totalmente trans- 

ferido do doador para o receptor. A absorgao desta luz se traduz 

numa nova banda de absorgao no espetro que e tipica do complexo; 

alias, e por esta razao que muitos complexos sao coloridos. 



— 22 — 

Em suma, nestes complexes um eletron da orbital preenchida 

mais alta do doador e — ou sera — transferido para a orbital vazia 

mais baixa do receptor. Estas orbitais sao ditas "orbitais ativas". 

 —. . 

 • •   • •  

 • •   • •  

 • •   • •  

 • •—  • •—- 

D A 

A propria teoria de Mulliken sugere que os complexos pode- 

riam ser intermediarios em muitas reagoes. £les se formam instan- 

taneamente, pois nao requerem energia de ativagao, mas se existe 

suficiente energia de ativagao, podem ser irreversivelmente trans- 

formados nos produtos de uma reagao quimica. 

Mulliken(30), ja em 1952 predisse que as forgas de trans- 

ferencia de carga deveriam ser importantes num grande numero de 

sistemas diferentes e abrir novos caminhos para a compreensao 

de interagoes intermoleculares em sistemas biologicos. 

Da mesma opiniao e Szent-G^orgyi(32). o qual acredita que 

transferencia de carga e uma ocorrencia muito comum em sistemas 

biologicos, e e provavelmente a base do transporte de eletrons "in 

vivo" e do mecanismo de agao de certas drogas farmacologicamente 

ativas. 

Nos laboratorios de Szent^Gyorgyi foram investigados varios 

casos de complexagao entre substancias biologicamente importantes, 

e. g., complexagao de triptofano com flavinas (3,3), pteridinas(34) e 

coenzimas piridinicos oxidados (35), e de flavin mono-nucleotidos com 

coenzimas piridinicos reduzidos (35). 

Dissemos que a complexagao e determinada pelas orbitais 

ativas e, a base do que ja foi exposto, torna-se evidente a impor- 
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tancia dos calculos de Pullman e Pullman (36) dos mveis energeticos 

das orbitais ativas em substancias biologicamente importantes. 

Destes calculos, interessam para o presente trabalbo as seguin- 

tes conclusoes: 

i) os piridino nucleotidos oxidados (DPN+ e TPN+) e riboflavina 

sao otimos receptores (37); 

ii) dos aminoacidos aromaticos, triptofano e o doador mais eficiente, 

seguindo-se a ele tirosina e a esta, fenilalanina (38). 

Ja foram descritos complexos do anel piridonio com o ion 

iodeto (39'40), sulfoxilato (41) e com o nucleo indolico (35' 42' 43) - Al- 

guns complexos de flavinas ja foram acima mencionados; outros de 

interesse biologico potencial sao aqueles com fenol(44), 2,4-dinitro- 

fenol(44), clorotetraciclina (45) e cloropromazina (46). 

Discussao geral dos resultados. A formagao de complexos de tiro- 

sina com DPN, riboflavina e vitamina K3 por nos observada, e de 

obvia importancia em relagao ao problema da ligagao das coenzimas 

as enzimas; de fato, e possivel que a interagao da coenzima com 

um residuo de tirosina da proteina contribua para tais ligagoes. 

No caso dos piridino nucleotidos a complexa^ao com tirosina 

e acompanhada pelo aparecimento de uma nova banda de absorgao 

no espetro (Fig. 12) e e, portanto com certeza um complexo de transfe- 

rencia de carga, ou seja, do tipo Mulliken. Por se tratar de uma 

banda bem ampla, deve-se supor que o complexo nao e muito 

rigido ou seja, que existe apreciavel movimento de uma parte em 

relagao a outra (47). 

Provar ou negar que tal complexagao contribui para a uniao 

dos piridino nucleotidos com as desidrogenases e, em principio, di- 

ficil, pois uma eventual banda nova apareceria na regiao onde os 

micleos de triptofano da enzima absorvem fortemente. Alias, ja 

foi mencionado que triptofano tambem complexa com os piridino 

nucleotidos oxidados (32' 42'43), mas a nova banda aparece na fron- 

teira com a regiao visivel, zona esta isenta de outras absor^oes. 

Foi-nos assim possivel, em colaboragao com Giusti(42'43), provar 

que a interagao triptotofano-DPN ocorre quando esta coenzima se 

liga a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. 
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O complexo de DPN com tirosina e mais fraco do que aquele 

com triptofano, sendo a constante de associagao 0.8 l.mol 1 no pri- 

meiro caso e 2.5 l.mol 1 no segundo . Isto se deve ao fato, ja 

mencionado, de que triptofano e um doador mais eficiente do que 

tirosina. 

No caso da complexagao de riboflavina com tirosina nao se 

pode saber com certeza se se trata de um complexo de Mulliken, pois 

devido a forte absorcao da riboflavina, foi necessario usar baixissima 

concentragao da vitamina e, nestas condi^oeis, nao pode aparecer a 

banda de um eventual complexo. De fato, estas sao geralmente 

fracas e so detectaveis em solugoes relativamente concentradas. 

Enquanto a constante de associa^ao de riboflavina com trip- 

tofano e de 60 1 .mol"1 (S3), valores bem mais baixos sao encontrados 

quando o complexante e tirosina de acordo com o esperado. (Ta- 

bela II). Tarbury e Foley (48) estudaram a intera^ao de flavinas com 

fenois, inclusive o ester etilico da L-tirosina, e encontraram que a 

constante de associa^ao e menor do que 20 l.mol1, o que esta de 

acordo com o nosso trabalho. Yagi e Matsuoka (49) investigaram a 

complexagao da riboflavina com fenol e acharam que a constante de 

equilibrio e da ordem de 5 Lmol"1. 

Do mesmo modo que no caso da riboflavina, e pelas mesmas ra- 

zoes, nao se pode dizer se o complexo da vitamina K3 com tirosina e 

do tipo de Mulliken. Experimentalmente sabe-se que as quinonas sao 

receptoras (50), nao havendo porem, calculos teoricos. 

A notavel habilidade complexante da diodotirosina n^o e, de 

certo modo, surpreendente. De fato, e sabido que o proprio iodo, 

seja na forma molecular (20'50'51), ionica (39) ou atomica (52), forma 

complexes. Mais ainda, conhecem-se alguns complexes de substan- 

cias iodadas (53'54'55). 

Keefer e Andrews (r,4) determinaram a constante de equilibrio de 

complexos de bromo com halogenobenzenos em tetracloreto de car- 

bono. Observaram que iodobenzeno forma um complexo algo 

mais estavel e salientaram a possibilidade de que a molecula de bromo 

seja coordenada pelo atomo de iodo. 

Andrews e Keefer (53) investigaram tambem a constante de ar- 

gentagao dos halogenobenzenos. Aqui, porem, a constante no caso 

do iodobenzeno e muito maior do que com outros halogenobenzenos, 



e mais uma vez Andrews e Keefer postularam que a coordena9ao se 

faz pelo atomo de iodo. 

Segundo Somayajalu e Palit(55) — os quais investigaram o efeito 

do iodobenzeno e iodoetano em mistura com hidrocarbonetos sobre o 

poder de dissolugao do antraceno — existe entre iodobenzeno e an- 

traceno interagao notavel, que conduz a formagao de complexo mo- 

lecular . 

Em todos estes complexos o iodobenzeno funciona como doador 

e pergunta-se, entao, se o mesmo se da nos complexos da diodoti- 

rosina ou diodotironina. Na associagao com o anel de piridonio e 

com o nucleo naftoquinonico, estes aminoacidos iodados devem fun- 

cionar como doadores, pois os aneis de piridonio e quinonicos sao tipi- 

camente receptores. 

Ja no caso da riboflavina a situa§ao e algo diferente. O nucleo 

isoaloxazinico e um eficiente receptor, mas tem tambem certa ha- 

bilidade de doador haja vista que riboflavina parece formar um 

auto-complexo <35>. £, pois, possivel que o estado normal do com- 

plexo riboflavina-diodotirosina seja um hibrido de tres estruturas 

R D 

R"  D + 

R* D" 

D, diodotirosina 
R, riboflavina 

Esta ideia esta de acordo com o fato de que de todos os complexos 

aqui estudados, este e o mais estavel. 

Analisemos a observagao de que o complexo de diodotirosina 

com o anel piridonio torna-se menos estavel ao se passar do meio 

aquoso ao meio aquoso-alcoolico. Assumindo que a complexa§ao e 

do tipo Mulliken, esta tera o efeito de dispersar a carga positiva 

do cation piridonio. Em analogia com o efeito da polaridade do 

solvente sobre a velocidade daquelas substituigoes nucleofilas (56), em 

cujo estado de transi^ao ha dispersao de carga, deveria esperar-se 

que a diminuigao da polaridade do solvente conduzisse a uma esta- 

biliza^ao do complexo, ainda que pequena. Deve-se, pois, concluir 

que na presenga de etanol a estabilizagao dos componentes isolados 
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e maior do que aquela dos componentes complexados, isto e, do 

complexo. Situagao analoga aparece no complexo de naftaleno com 

1,3,5-trinitrobenzeno (57). 

Ainda alguns fatos restam a serem discutidos. Na complexagao 

com diodotirosina, mas nao com tirosina, DPN forma um complexo 

bem mais estavel do que aquele formado pelo seu modelo, CLBC. 

Deve-se, pois, pensar que no complexo de DPN com diodotirosina, 

tambem a parte restante da coenzima deve de alguma forma con- 

tribuir para a estabilidade do complexo. 

E, em principio, perfeitamente possivel que a complexagao do 

DPN com diodofenois, aqui descrita, tenha conexao com o efeito 

inibitorio exercido pela tiroxina sobre certas desidrogenases(58) e so- 

bre o sistema da transhidrogenase (59). 

£ por fim interessante observar que, embora diiodoterosina, em 

solugao, forme com DPN um complexo mais estavel do que 

aquele formado por triptofano, nao conseguimos obter o complexo 

por via preparativa, ao passo que, nesses laboratorios, foi preparado 

sem maiores dificuldades o complexo DPN-triptofano (43). 

Comentdrios. O presente trabalho mostrou que diodotirosina e um 

complexante comparavel, se nao superior, ao triptofano. Esta desco- 

berta e, potencialmente, um passo adiante na elucidagao do mecanis- 

mo de a^ao da tiroxina, especialmente porque a associa^ao se verifica 

com coenzimas ou vitaminas da cadeia respiratoria. Deve-se tambem 

ter em mente que, com muita probabilidade, a formagao de complexes 

sera muito mais forte na celula do que "in vivo", nao somente por 

causa da possibilidade de ulteriores ligagdes, mas especialmente de- 

vido ao alto grau de acondicionamento e ordem, e. g. das mito- 

condrias (33) 
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"EXPERIMENTAL" 

Drogas. Os seguintes produtos, suficientemente puros para as fina- 

lidades deste trabalho, foram adquiridos comercialmente: /3-DPN 

("Sigma Chemical Co."), L—(—)—tirosina ("Eastman Organic Che- 

micals"), riboflavina ("American Cyanamid Co."), 3,5-diodo D,L-ti- 

ronina ("Aldrich Chemical Co."), 3,5-diodo-L-tirosina ("Eastman 

Organic Chemicals"). As propriedades desta ultima substancia — 

de fundamental importancia neste trabalho — sao descritas adiante. 

A vitamina K3 ("Eastman Organic Chemicals") suficientemente pura 

para fins espetrofotometricos, foi, para a investigagao fluorimetrica, 

recristalizada de ligroina (P. F. 106-107°). 

O cloreto de l-benzil-3-carboxamida piridonio (CLBC) foi pre- 

parado pela reagao de nicotinamida e cloreto de benzila, segundo as 

indicagoes de Karrer e Stare (60). 

O produto foi varias vezes recristalizado de acetona aquosa: 

P.F. = 234° (indicado (60) 236°). 

2,6-Diodofenol foi preparado segundo indica^oes da literatura (61), 
pela seguinte serie de reagoes: 
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K1 ' 12 Na2S204 

NH 

sol. quente S0'' c'uen^e 

de Na2C03 de Na2C03 

d ia zota^ao 

' A^k] 

OH 

A fim de obter o produto puro (P.F = 67°), foi necessario des- 

tilar com vapor de agua e recristalizar ties vezes (alcool-H20; acido 

acetico; alcool-agua). 

Determinagdo da rotagdo dtica da 3,5-diodo-L-tirosina 

0.1005 gr dissolvidos em HC1 a 4%; volume final, 5 ml. Compri- 

mento do tubo = 2 dm 

a = 0.12 

0.12 
[a]D =   — 2.98 

0.1005 
2 x   

[a]D esperado (62) = 2.89 

Andlise espetral da 3,5-diodo-L-tirosina. Qualitativa e quantitati- 

vamente o espetro mostrou ser identico aquele descrito na lite- 

ratura (24) 

esperado encontrado 
€285 2720 2600 

Investigagdo espetrofotometrica das interagoes intermoleculares 

Todas as medidas espetrofotometricas inclusive aquelas para de- 

terminar as constantes de associa^ao foram feitas no espetrofotometro 

de Beckman D. U. a temperatura ambiente (25 d= 20C) com celas 

de 3 cm3 de capacidade. A nao ser quando especificado, as celas 

usadas tinham 1 cm de caminho optico. 
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Determinagdo espetrofotometrica da constante de associagdo dos 

complexos * 

Ja que em geral os complexos absorvem na mesma regiao dos com- 

ponentes a absorgao destes ultimos deve ser descontada )33'34' 48). 

Seja 

£c, o coeficiente de extin^ao molar do complexo 

ea, o coeficiente de extingao molar do receptor 

ed, o coeficiente de extingao molar do doador 

D, a absorgao total 

Da, a absor?ao devida ao receptor 

Dd, a absorgao devida ao doador 

Quando se forma um mol de complexo a varia^ao de absor?ao 

sera 

Cc — (ed + ea) 

A variagao da absorgao 

D — (Da + Dd) = AD 

que e medida experimentalmente correspondera entao a uma con- 

centragao molar c do complexo. Temos pois: 

AD 
c =   (1) 

€c — + ta) 

Agora, 

receptor + doador complexo 

a d c 

* E' relembrado aqui que o coeficiente de extinqao molar e dado pela equa(;ao 

1 lo 1 
c =   log   =   D 

cd I cd 

onde c e a concentraqao molar do soluto, d e o caminho optico da cela, I0 e 
I a intensidade da luz transmitida respectivamente pelo solvente e pela soluqao. 
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Suponhamos que um dos participantes do complexo esteja em 

concentragao muito superior ao outro, por exemplo, a concentra^ao 

inicial do doador, do, muito mais alta do que ao- Admitindo que o 

complexo se forme na relagao 1:1 ao equilibrio teremos: 

c 
  = K 
(ao-c) do 

pois a concentragao relativamente alta do doador nao foi praticamente 

alterada pela complexagao. 

Desta equagao resulta 

1 Ka© 
  =   - K 

do c 

e substituindo o valor de c por aquele expresso pela equagao (1), 

teremos 

1 1 
  = Kao[ec-(ed+6a)]  - K (2) 

do AO 

O significado fisico desta equagao e o seguinte: Quando se pro- 

jeta o inverso da concentragao do doador, V5. o inverso da varia^ao 

da absorgao, deve resultar uma reta desde que o complexo se forme 

na relagao 1:1. O cruzamento desta reta no eixo das ordenadas 

corresponde ao negative da constante de equilibrio. £ obvio que 

equagao totalmente analoga a (2) e obtida usando o receptor como 

o componente de concentragao muito mais alta. O metodo toma-se 

cada vez menos sensivel com a diminui9ao do grau de associagao. 

Na pratica, prepara-se uma serie de solugoes tendo todas elas 

concentragao identica de um dos componentes. Adiciona-se de- 

pois o outro componente em quantidades variaveis, mas em con- 

centragao sempre bem mais alta do que aquela do componente man- 

tido fixo. Deve-se, tambem, preparar soloes que contenham ape- 

nas os componentes isolados a fim de medir a absor9ao destes. No- 

te-se que para determinar simplesmente K nao e necessario conhecer 

a concentra9ao do componente mantido constante. 
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Quando o complexo absorve nmna regiao onde a absorgao do 

componente mantido constante e desprezivel, pode-se usar a equa?ao 

de Foster, Hammick e Wardley (63), ligeiramente modificada: 

AD 
 = K do e - K AD 

ao 

Assim, por exemplo, mantendo o doador constante, e variando o 

AD 
receptor, a projegao de vs. AD devera dar uma reta, cujo coe- 

ao 

ficiente angular e o negative da constante de equilibrio. Apenas um 

exemplo desta projegao aparece no presente trabalho. 

Cdlculo dos coeficientes de extingdo molar 

Note-se que na equagao (2) a expressao 

K ao [ec — (cd + €a)] 

representa a inclina^ao da reta. Desde que se conhega o coeficiente 

de extingao molar dos parceiros e a concentragao do componente 

mantido constante, pode-se facilmente calcular ec, o coeficiente 

de extingao molecular do complexo. 

ec e usualmente chamado coeficiente de extingao molar aparente, 
pois ele se refere nao somente ao complexo, mas tambem aos con- 

tatos. Quando a constante de associagao e baixa, a contribuigao dos 

contatos a ec e grande; porem, quando a associagao e forte, ec repre- 

senta realmente o coeficiente de extingao molar do complexo. 

Nos, sistematicamente, calculamos estes coeficientes de extingao 

molar aparente. 

No caso da equagao de Foster, Hammick e Wardley (83), o coe- 

ficiente de extingao molar do complexo pode ser calculado a partir 

do valor no qual a reta corta os eixos das abcissas. Neste caso temos 
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ad 
 = O e conseqiientemente, 

ao 

AD 
€ —       

[concentragao do componente fixo] 

Determinagdo fluorimetrica da constante de associagdo 

Todas as medidas fluorimetricas foram feitas no Fotofluoro- 

metro Coleman ("Electronic Photofluorometer, Coleman Instruments, 

Inc."). 

A determinagao da constante de equilfbrio baseia-se na presun^ao 

de que a substancia fluorescente e o "quencher" formam um com- 

plexo nao fluorescente. 

Sejam: 

Ro, a concentragao inicial da substancia fluorescente 

Q, a concentra^ao do "quencher", 

C, a concentragao do complexo, 

lo, a fluorescencia da substancia, 

I, a fluorescencia da substancia em presenga do "quencher". 

A perda de Iq unidades de fluorescencia, isto e, supressao total 

da fluorescencia, significara que 

C = Ro. 

A perda de Iq—I unidades de fluorescencia significara que 

Io-I 
C =  Ro 

lo 
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Desta ultima equa§ao resulta: 

I 
Ro C — Rq  

lo 

No equilibrio teremos: 

C 
  = K 
(Ro-C) Q 

desde que a concentragao do "quencher" seja muito mais alta do que 

a da substancia fluorescente. 

Substituindo os valores apropriados e simplificando resulta: 

Io-I 
 Ro 

lo lo 
 = K donde = 1 + K Q 

I I 
Ro Q 

lo 
lo 

O significado fisico desta equagao e obvio. Projetando-se   

vs. a concentra?ao do "quencher", deve-se obter uma reta que corta 

as ordenadas em 1 e cujo coeficiente angular expressa a constante de 

equilibrio. Note-se que, para a determinagao de K nao e necessario 

conhecer a concentragao da substancia fluorescente. 

Na pratica prepara-se entao uma serie de solugoes, todas elas 

contendo a mesma concentragao da substancia fluorescente. Adicio- 

nam-se quantidades variaveis do "quencher"; este deve estar sem- 

pre em concentragao muito mais alta do que a substancia fluores- 

cente. Prepara-se tambem uma solu9ao sem "quencher" e opera-se 

de forma que a fluorescencia desta, lo, tenha o valor 100. 

Preparo das solugdes. Todas as solu^oes foram preparadas por pe- 

sagem, exceto aquelas de solutos dificilmente soluveis. Estas ultimas 

foram preparadas por agitagao em frasco escuro e filtra^ao. A con- 

centragao foi determinada espetrofotometricamente. No caso de so- 

lugoes de riboflavina usaram-se os coeficientes de extingao molar 

pubhcados por Whitby (64). 
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Fig- 2. Espetro de absorgao de uma solugao 3.5 x 10~3M 
de DPN em dcido cloridrico aquoso a 0.9%;  
idem, em presenga de 3,5Tdiodotirosina 0.156 M, 



350 400 Km)X 450 500 

Fig. 3.   Espetro de absonjao de uma solugao aproadmadamente 
6.7 x 10"5 M de riboflavina em dcido doridrico aquoso o a 2%; 
 idem, em presen?a de 3,S-diodotirosma O.OSI M. 
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Fig. 4-A.   Espetro de absonjao na regiao 335-430 m^, de 
uma solu^ao 4.1 x 10 4 M de vitamina K3 em acido 
cloridnco aquoso a 0.33%; idem, em presen- 
?a de 3,5-diodotirosina 0.03S M. 
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Fig. 4-B.   Espetro de absor^ao na regiao 2SS-290 
de uma soluQao 2.1 x 10~5 M de vitamina K3 

em HC1 aquoso a 0.33%; idem, em pre- 
senga de 3,S-diodotirosina 2.9 x 10~4 M. 
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Determinagao da constante de equilibrio do complexo 

DPN-diodotirosina 

Solugdo de diodotirosina: 0.268 M em HC1 a 4% 

Solugdo de DPN: 0.0215 M 

O protocolo, as leituras ja corrigidas e os calculos sao apresen- 

tados na pagina seguinte. A representagao grafica (Fig. 5) indica 

que a constante de equilibrio e cerca de 6.4 Lmol"1- Sendo a incli- 

na^ao da reta 1.62, a concentragao do DPN 0.0036 M, C345 do DPN 

e da dijbdotirosina proximos de 2 e 6 respectivamente, deduz-se que 

£*« do complexo e 80. 

< 

u) 
O 
a: 
h- 
o 
Q 
O 
Q 

4 

6 18 
l/AD 

345 

Fig. S. Determinagao espetrofotom^trica da constante de associa<;ao do 
complexo de DPN com 3,5-diodotirosina. 
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Determinagdo da constante de associagdo do complexo 

riboflavina — diodotirosina 

Solugdo de riboflavina. Usou-se solu?ao aquosa aproximadamente 

1.3 x 10"4 M. 

Solugdo de diodotirosina. Usou-se solugao 0.1327 M em HC1 aquo- 

so a 4% . 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos desta experiencia 

sao apresentados na pagina seguinte. A representaQao grafica (Fig. 

6) indica para a constante de associa^ao o valor de 50 l.mol"1, e isto 

seja a base das medidas a 380 m/x como daquelas a 490 m/x. 

Devido a incerteza na concentra^ao da especie complexante de 

riboflavina em meio acido, nao e possivel calcular os coeficientes de 

extingao molar do complexo. 

120 
•/ m 

z 
in 
o 

$7 
" / 
7 cc 

l— 
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/ /^ 
# 
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D L I 
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20 - 

/ / 1 i 

// 5 iAD 
10 

-20 — // 

-40 

Fig. 6. Determinaqao espetrofotometrica da constante de asso- 
ciagao do complexo riboflavina-diodotirosina. 
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Determinagao da constante de associagdo do complexo 

vitamina KA — diodotirosina 

l.a Determinagao 

Solugdo de vitamina Ks: aquosa, 6.3 x lO'4 M. 

Solugdo de diodotirosina: 0.1037 M em HQ a 4% . 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos desta experiencia 

sao apresentados na pagina seguinte. A representagao grafica indica 

que a constante de associagao e 20 1. mol"1 (Fig. 7). Sendo a incli- 

nagao da reta 7.4, a concentragao da vitamina 4.2 x 10"4 M, csso da 

vitamina 670, encontra-se que tsso do complexo e 1500. 

140 — 
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</> 
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tn 
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o 
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20 

20 
1/2^0 380 

-20 

Fig. 7. Determinagao espetrofotomdtrica da constante de associa- 
gao do complexo menadiona-diodotirosina. 
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2.a determinaQao 

SoluQdo de vitamina Ks: 5.82 x 10"4 M. 

Solugdo de diodotirosina: 0.1037 M em HQ a 4% . 

O protocolo, as medidas ja corrigidas e os calculos desta deter- 

mina^ao sao apresentados na pagina seguinte. A representagao grafica 

indica que a constante de associagao e de 20 l.mol"1 em completo 

acordo com a primeira detenninagao. A inclinagao da reta sendo 

6.4, a concentra^ao da vitamina 3.88 x 10"4 M e €380 desta ultima 

670, encontra-se que esso do complexo e 1500, em acordo com o va- 

lor da primeira determinagao. 
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I l  
365 345 

Fig. 8.   Espetro de absorgao de uma solugao 3.04 x 10~2 

M de diodotirosina em HC1 aquoso a 1%;  
idem, em presenqa de CLBC 0.193 M. 
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Determinagdo da constante de equilibrio do complexo 

CLBC — diodotirosina 

(mantendo constante CLBC) 

Solugdo de CLBC *: 0.029 M. 

Solugdo de diodotirosina: 0.268 M em HC1 a 4% . 

O protocolo, as leituras e os calculos aparecem na pagina se- 

guinte. A projegao grafica (Fig. 9) indica que a constante de equi- 

librio e aproximadamente 1.6 Lmol"1 e que a inclinagao da reta e 

1.86. Levando em conta que a concentra^ao do CLBC e 4.8 x 10"3 

deduz-se que £345 = 240. 

24 

CO 
o 
tr 

o 

15 
l/AD 345 

Fig. 9. Determinagao da constante de equilibrio do complexo CLBO 
diodotirosina, mantendo constante a concentragao do CLBC 
e variando aquela do aminodcido. 

* E' relembrado que CLBC e o cloreto de l-benzil-3-carboxamida piridonio. 
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Determinagao da constante de associagdo do complexo 

diodotirosina — CLBC 

(mantendo constante a diodotirosina) 

Solugdo de diodotirosina: Usou-se solu§ao 0.030 M em HQ aquoso 

a 4%. 

Solugdo de CLBC: Solugao aquosa 0.568 M. 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos sao apresentados 

na pagina seguinte. A representagao grafica (Fig. 10) mostra que 

K vale 2.0 l.mol"1 e que a inclinagao da reta e 2.41. Sabendo que 

[diodotirosina] = 5.0 x 10"3 M, acha-se C340 = 240. 

18 - 

o 
CD 
o 

I I 
80 20 

I/AD 340 

Fig. 10. Determinagao espetrofotometrica da constante de associagao do com- 
plexo CLBC-diodotirosina, mantendo constante a concentragao do 
aminoacido e variando aquela do CLBC. 
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Determinagao da constante de associagdo do complexo 

diodotirosina — CLBC mantendo fixa a fdrga ionica 

Solugdo de diodotirosina: 0.030 M em HC1 aquoso a 4%. 

Solugdo de CLBC: aquosa 0.568 M. 

Solugdo de perclorato de sddio: aquosa 0.568 M. 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos sao apresentados 

na pagina seguinte. As misturas centrals turvaram-se pela presenga 

de perclorato de sodio e tiveram pois de ser abandonadas. A re- 

presentasao grafica (Fig. 11) em conjunto com aquela de experiencia 

identica mas sem manter constante a forga ionica, indica que esta ulti- 

ma nao tern efeito, pois os pontos das duas experiencias caem sobre a 

mesma reta. 

o 
m 
o 

i/ad 340 

Fig. 11. Determinagao da constante de equilibrio do par diodbtirosina-CLBC 
mantendo fixa a fdrga ionica (•). 
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.050 

Fig. 12.  Espetro de absorgao de uma solugao 1.9 x 10~3 

M de tirosina em HC1 aquoso a 2%; idem, 
em presenga de S.2 x 10~2 M CLBC. As celas foram equi- 
padas com redutores de quartzo, os quais encurtam o ca- 
minho optico de 1 cm para 0.0S cm. 
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Fig. 13.   Espetro de absorgao de uma solu^ao aproximadamente 
3 x 10~5 M de riboflavina em HC1 aquoso 1.33%;  
idem, em presenga de 9.1 x lO"2 M tirosina. 
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Fig. 14.  Espetro de absorgao de uma solu^ao 4.0 x 10"4 M 
de menadiona em acido cloridrico aquoso; idem, 
em presen^a de 4.1 x 10~2 M tirosina. 
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Determinagao da constante de equilibrio do complexo 

L-tirosina — DPN 

Solugao de L-tirosina: 0.8056 M em HC1 a 7.2% . 

Solugdo de DPN: 0.0408 M. 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos sao apresentados 

na pagina seguinte. O valor da constante de equilibrio, determinado 

graficamente (Fig. 15) e 0.8 l.mol 1. O coeficiente angular da reta 

sendo 1.06, a concentragao do DPN 6.8 x 10"3 M, deduz-se que 

Cc350 — 200. 
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\/AD 350 

Fig. 15. Determinaqao espetrofotometrica da constante dt equilibrio 
do complexo L-tirosina — DPN. 
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Determinagao da constante de equilibrio do complexo 

CLBC — L-tirosina 

(mantendo constante a tirosina) 

Solugdo de L-tirosina: 0.0684 M em HQ a 4% . 

Solugdo de CLBC: 0.568 M em agua. 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos sao apresentados 

na pagina seguinte. A representagao grafica usual (Fig. 16) mostra 

o 
CQ 
o 

10 
1 /AD 340 

Fig. 16. Determinagao espetrofotometrica da constante 
de associagao do complexo CLBC — L-tirosina 
mantendo constante a concentragao de tirosina 
e variando aquela do CLBC. 
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que K vale 0.9 Lmol"1. Ja que a L-tirosina, componente mantido 

constante, nao absorve na regiao investigada, pode-se tambem aplicar 

a equagao de Foster, Hammick e Wardley (63). A representagao gr^- 

fica (Fig. 17) indica para a constante de equilibrio o valor aproxi- 

mado de 0.86 Lmol"1. Sendo o coeficiente angular da reta (na Fig. 

16) 2.18, a concentragao da tirosina 0.0114, deduz-se que £c34o — 220. 

O mesmo valor e obtido a partir do grafico da Fig. 17. 

2,0 

o CD 

1.7 

o 

NO 

- 

0\ 

- 

i 

ON 

1 .  lA  
.200 -500 

AD 340 

Fig. 17. DeterminaQao espetrofotometrica pela equa^ao de Foster, 
Hammick e Wardley da constante de equilibrio do com- 
plexo CLBC — L-tirosina. A concentragao do amino- 
acido foi mantida constante e quela da CLBC foi variada. 
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Determinagao da constante de associagdo do complexo 

L-tirosina — CLBC 

(mantendo constante CLBC) 

Solugdo de L-tirosina: 0.8056 M em HC1 a 7.2% . 

Solugdo de CLBC: aquosa 0.0636 M. 

O protocolo, as leituras corrigidas, e os calculos aparecem na 

pagina seguinte. A representagao grafica (Fig. 18) indica que K 

vale 0.6 l.mol"1. Sendo o coeficiente angular da reta 1.58, a con- 

centragao do CLBC 0.0106 M, encontra-se que €<.350 = 250. 

Fig. 18. Determinagao espetrofotometrica do complexo L-tirosina — CLBC, 
A concentraqao de CLBC foi mantida fixa e aquela do aminoicid<» 
variada. 

-2L 
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Determinagao da constante cce equilibrio do compiexo 

riboflavina — L-tirosina 

(em HC1 aquoso a 1.33%) 

Sol. de riboflavina: Solucjao aquosa 2.2 x 10"4 M. 

Sol de L-tirosina: 0.3166 M em HC1 aquoso a 2.66%. Esta so- 

lugao e saturada e sua concentragao foi determinada espetrofotome- 

tricamente, diluindo uma aliquota e comparando a absorgao a 275 

nifx com aquela de uma solugao de tirosina de concentragao conhecida. 

O protocolo, as leituras ja corrigidas e os calculos sao apresen- 

tados na pagina seguinte. A projegao grafica (Fig. 19) mostra que 

o valor de K depende do comprimento de onda da luz empregada, 

25 

2 
CO 
o 
tr 

.h~, 

5 

-5 

-10 

Fig. 19. Determinagao espetrofotometrica da constante de equilibrio 
do compiexo riboflavina — L-tirosina em HC1 aquoso a 
1.33%. 
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obtendo-se os valores 10 l.mol"1 e 7 l.mol"1 com luzes de 390 m/x 

e 480 m/x respectivamente. Pequenas discrepancias sao as vezes ob- 

servadas (65). 

Determinagao da constante de equilibrio do complexo 

ribojlavina — L-tirosina 

(em HC1 a 0.53%) 

Solugdo de riboflavina: aquosa, 1.8 x 10'4 M. 

Solugdo de L-tirosina: 0.1825 M em HQ aquoso a 1.6%. Esta 

solugao e saturada e sua concentra§ao foi determinada medindo a 

absorgao a 275 m/x de uma aliquota diluida e comparando-a com 

aquela de uma solugao de tirosina de concentragao conhecida. 

O protocol©, as leituras corrigidas e os calculos sao apresentados 

na pagina seguinte. Ja que os valores de AD sao muito baixos e 

calculados a partir de altas densidades opticas, o metodo toma-se 

aqui muito pouco sensivel. Assim, a projegao grafica (Fig. 20) mos- 

tra que, se bem que se possa passar uma reta pelos pontos deter- 

minados com luz de 390 m/x (.), nao se pode fazer o mesmo com 

os pontos (□) obtidos com luz de 480 m/x. 

A constante de equilibrio e de cerca de 10 l.mol"1. 



10 
l /AD 

30 

-20 - 

Fig. 20. DeterminaQao da constante de equilibrio do complexo 
riboflavina — L.-tirosina em HCI aquoso a 0.53%. Os 
pontos representados por bolas pretas (•) foram obtidos 
com luz de 390 m^ e aqueles representados por quadra- 
dos (□) com luz de 480 m^. 
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Determinagdo da constante de associagdo do complexo 

vitamina Ks — tirosina 

Solugdo de tirosina: Preparou-se uma solugao 0.790 M em HC1 

aquoso a 7.2% . 

Solugdo de vitamina Ks: aquosa 6.6 x 10"4 M. 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos desta experiencia 

sao apresentados na pagina seguinte. A representagao grafica (Fig. 

21) indica para a constante de associagao o valor de 1.4 Lmol"1. De 

outro lado, sendo a inclinagao da reta igual a 0.82, a concentra^ao 

da vitamina na cela 4.4 x 10"4, esso da vitamina 670, deduz-se para o 

coeficiente de extingao molar do complexo o valor aparente de 2000. 

CO 
o 
or 

25 
l/AD 380 

Fig. 21. Determinaqao da constante de associagao do complexo vi- 
tamina K3 — tirosina. 
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.2 \ 
\ 

Fig. 22. 

330 
X;m/x 

370 

 Espetro de absorqao de uma solu^ao acida aquoso- 
etanolica 4.1 x 10"3 M de diodotironina; idem, 
em presenqa de CLBC 0.263 M. 
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Determinagao da constante de associagdo do complexo 

3,5-diodotironina — CLBC em dlcool aquoso 

Solugdo de 3,5-Diodotironina: 0.0793 gr de diodotironina foram pe- 

sados num balao volumetrico de 5 ml. Juntou-se 0.5 ml de etanol, 

em seguida 0.1 ml de HQ concentrado e completou-se ate a marca 

com 1:1 (v/v) EtOH-H20. 

[diodotironina] = 0.030 M 

Solugdo de CLBC: 0.390 M em 1:1 (v/v) EtOH-H20. 

Solugdo cloridrica aquoso-etanolica: 0.1 ml HQ concentrado adi- 

cionado a 4.9 ml de 1:1 EtOH-H20. 

O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos sao apresentados 

na pagina seguinte. A representagao grafica (Fig. 23) mostra que a 

reta passa pela origem, on seja, que o equilibrio e desprezivel e que 

a interagao e de contato. 

20 

o 
CD _1 .o, 

5 I/ad325 
20 

Fig. 23, Determinaqao espetrofotom^trica da constante de associagao do 
complexo 3,5-diodotironina — CLBC em dlcool aquoso. 
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Determinagao da constante de associagdo do complexo 
diodotirosina — CLBC em dlcool aquoso 

Solugdo de diodotirosina: Pesaram-se 0.0724 gr do dihidrato da dio- 

dotirosina num balao volumetrico de 5 ml, Adicionou-se 0.5 ml de 

etanol, 0.1 ml de HQ concentrado e completou-se ate a marca com 

1:1 (v/v) EtOH-H20. 

[diodotirosina] = 0.0308 M. 

Solugdo de CLBC: 0.390 M em 1:1 (v/v) EtOH-t^O. 

Solugdo cloridrica aquoso-etanolica: 0.2 ml de HQ concentrado adi- 

cionados a 9.8 ml de (1:1) EtOH-^O. 

o 
CD 
_j 
o 

12 

AD 325 
Fig. 24. Determinagao espetrofotometrica da constante de associagao 

do complexo diodotirosina — CLBC em alcool aquoso. 
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O protocolo, as leituras corrigidas e os calculos aparecem na 

pagina seguinte. A representa^ao grafica (Fig. 24) mostra que a 
associagao e muito pequena, valendo K aproximadamente 0.4 l.mol"1. 

Sendo [diodotirosina] = 5.1 x 10'3 M, a inclina^ao da reta 1.43, 

deduz-se para Cc325 o valor aproximado de 700. 

Influencia da diodotirosina sobre a fluorescencia da riboflavina 

Solugdo de riboflavina: Solugao aquosa 7.05 x 10"5 M, 

Solugdo de diodotirosina: Solugao aquosa aproximadamente saturada. 

A concentra§ao foi determinada espetrofotometricamente, pela ab- 

sorgao a 285 m/x, e encontrada ser 1.37 x 10"3 M. 

O protocolo, as leituras e os calculos aparecem na pagina se- 

guinte. A Fig. 25 mostra que projetando-se Iq/I vs. a concentragao 

da diodotirosina, obtem-se uma reta cujo coeficiente angular e 115 

l.mol"1. 

lo/l 

1.12 

1.04 

5 10 

[DIODOTIROSINA] x 104 

Fig. 25. "Quenching" da fluorescencia da riboflavina pela diodotirosina. 
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26.  Espetro de absor^ao de uma soluQao aquo- 
sa 1.83 x 10~5 M de riboflavina; idem, 
em presenqa de diodotirosina 1.26 x 10~3 M; pH das 
solmjoes, S. IS. 
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Influencia da temperatura sobre a supressdo da fluorescencia 

da riboflavina pela diodotirosina 

Solugdo de riboflavina: aquosa, 1.83 x 10'4 M. 

Solugdo de diodotirosina: aquosa, 1.49 x 10'3 M. 

Tampdo acetato: 0.2 M, pH 5.05. 

O protocolo, as leituras e os calculos aparecem na pagina se- 

guinte. A Fig. 27 mostra que o coeficiente angular da reta 

lo 
 = 1 + K Q 

I 

diminui com o aumento da temperatura. Assim, a 170C, K vale 

140 l.mol"1 e a 65°, 77 Lmol"1. £stes valores sao, porem, aproximados. 

1.20 

o 
h-i 

1.10 

t = 170C 

rySt = 250C 

t = 650C 

i i i J I L 
5 15 

[DIODOTIROSINA] xio4 

Fig. 27. "Quenching" da fluorescencia da riboflavina pela diodotirosina 
a diferentes temperaturas. 
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Efeito da diodotirosina e do ion cloreto sob re a reagdo 

jotoquimica da menadiona 

Solugdo de menadiona: aquosa, aproximadamente 6 x 10"4 M. 

Solugdo de diodotirosina: aquosa, aproximadamente 1.5 x 10"3 M. 

Tampdo acetato: 0,2 M, pH 5.05. 

Solugdo de cloreto de sodio: 0.300 gr de um produto purissimo (E. 

Merck Darmstadt) em 100 ml de agua. 

O protocolo e as leituras referentes a esta experiencia aparecem 

na pagina seguinte. O tubo contendo diodotirosina e menadiona 

serviu como "standard", pois sua fluorescencia e relativamente alta e 

nao se altera pelo efeito da irradiagao. Tambem a fluorescencia da 

solugao contendo cloreto e estavel; entretanto, aquela contendo sim- 

plesmente a vitamina aumenta sob o efeito da irradiagao ate alcangar 

63 unidades, apos o que, deixada em repouso, cai outra vez a valor 

ligeiramente superior aquele inicial. 
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SUMARIO E CONCLUSOES 

No presente trabalho analisou-se a possibilidade do hormonio 

tiroxina agir por um mecanismo essencialmente fisico, qual seja o 

de facilitar transigoes entre estados de diferente multiplicidade. Esta 

hipotese foi investigada sob tres diferentes angulos e mostrou ser 

compativel com o resultado das tres investigagoes. 

A evidencia mais positiva e direta e aquela fornecida pelo efeito 

da variagao da estrutura sobre a atividade, pois foi demonstrado que as 

constantes dos substituintes calculados a partir dos efeitos hormoniais 

podem ser utilizadas na expressao de um fenomeno que depende da 

transigao entre estados de diferente multiplicidade. 

A formagao de complexes moleculares de modelos da tiroxina 

com certos fatores da seqiiencia respiratoria tambem fomece forte 

apoio, especialmente se ficar confirmado que a complexagao se da 

realmente pelos atomos de iodo, como e indicado pelos resultados 

experimentais. 

Ulterior evidencia e a supressao da fluorescencia da riboflavina e 

a inibigao da reagao fotoquimica da vitamina K3 pela diodotirosina. 

Entretanto, ulteriores e amplas investigagoes sao necess arias para 

confirmar a presente hipotese. Neste sentido, e de se notar que a 

catalise por substancias contendo atomos pesados e um fenomeno 

predizivel, que somente agora comega a ser pesquisado e do qual 

ainda nao se conhecem exemplos. 

Ao lado e independentemente da presente hipotese, os resultados 

aqui apresentados tern importancia de ordem mais geral. Toma-se, as- 

sim potencialmente possivel que a interagao de fatores da seqiiencia 

respiratoria com grupos fenolicos das enzimas contribua para a ligagao 

destes fatores as enzimas. A complexagao de modelos da tiroxina 

com estes fatores e, de outro lado, de potencial importancia com 

respeito a elucidagao dos multiples efeitos biologicos da tiroxina. 
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