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1. INTRODUÇÃO 

Os comprimentos de onda de radiação eficazes para a fotobiologia variam
entre 300 e 900 nm, ou seja, de UV (ultravioleta) a proximidade de IR
(infravermelho). Praticamente todos os processos fotobiológicos em
plantas e animais, como fotossíntese, fototropismo, fototaxis,
fotoperiodismo e visão, utilizam essa faixa de radiação. As moléculas
fotorreceptoras responsáveis   por essas fotorespostas foram bem
estudadas há décadas. 

A regulação do metabolismo celular pela luz visível não é um tópico
clássico da fotobiologia. Apenas a descoberta da existência de espectros
de ação na região de 330 a 860 nm para o aumento das taxas de síntese
de DNA e RNA em células de mamíferos, bem como para a estimulação
do crescimento de microorganismos eucariotas e procarióticos
registrados na década de 1980 (revisado em 1) , Indicou que a luz
monocromática na região visível para a proximidade pode ser um
instrumento sutil para regular o metabolismo celular. Esta
descoberta significa que o tema da fototerapia a laser de baixo
nível (ou terapia de luz de baixo nível, ou bioestimulação a laser)
pertence à fotobiologia. 

Um espectro de ação é um enredo da eficácia relativa de
diferentes comprimentos de onda da luz em causar uma resposta
biológica particular e, em condições ideais, deve imitar o espectro
de absorção da molécula que absorve a luz e cuja alteração
fotoquímica causa o efeito ( 2). 

Os primeiros espectros de ação com o objetivo de provar ou desaprovar a
existência de um chamado efeito de bioestimulação a laser no nível
celular foram registrados no início da década de 1980 (35).  Lembrese
de que a bioestimulação a laser (hoje chamada terapia a laser de baixo
nível, terapia de luz de baixo nível, fotobiomodulação ou fototerapia a
laser) como tratamento médico remonta à década de 1960 com o uso de
um laser HeNe ( = 632,8 nm) para a melhoria da Cura de feridas
prejudicadas. 

Com o progresso técnico na segunda metade do século 20 e o advento
do laser, essas novas fontes de luz encontraram sua aplicação em



medicina e em terapia. O laser de rubi (  = 694 nm), que foi o primeiro
laser inventado em 1960, foi usado em oftalmologia e dermatologia
muito logo após sua aparição. Endre Mester, que é considerado o pai da
"bioestimulação laser", também usou o laser ruby   em 1964.  Mas o
boom real no uso terapêutico de lasers começou logo após a invenção do
laser HeNe em 1961, porque o laser HeNe ( = 632,8 nm) foi o primeiro
laser comercial amplamente disponível. O efeito estimulante da luz e da
luz vermelha em particular foi redescoberto quando esta nova fonte de
luz foi usada. Os efeitos observados foram atribuídos à única e alta
coerência da radiação laser HeNe, embora não haja fundamentos físicos
para tal conclusão (6). 

O professor Mester também usou o laser HeNe em sua prática e realizou
muitos estudos pioneiros no nível celular. Ao mesmo tempo (final dos
anos 60  início dos anos 70), o uso em grande escala de lasers de HeNe
em laboratórios e clínicas começou na URSS (Universidade de Harkov,
Universidade de Estado de Kazahztan em AlmaAta, Instituto de Física
em Minsk, Instituto de Problemas de Oncologia em Kiev, Instituto
de Engenharia de Rádio e Eletrônica em Fryazino, Região de
Moscou). A propagação da bioestimulação a laser em vários
países começou no final dos anos 70 e obteve um interesse maior
(Itália, Japão, Reino Unido e China) após a aparição de lasers
médicos semicondutores na década de 80. 

Os espectros de ação na região IR visível para a proximidade para as
respostas biológicas das células cultivadas mostraram que a luz vermelha
a 632,8 nm não era o único comprimento de onda adequado para a
bioestimulação a laser (35). Esses espectros, juntamente com os
resultados de experimentos usando a irradiação dicromatica de células e
a modificação de efeitos de luz com produtos químicos (69), mostraram
que a "bioestimulação a laser" é um fenômeno fotobiológico. Esses dados
também permitiram sugerir que o fotoacceptor para a estimulação do
metabolismo celular é a enzima terminal da cadeia respiratória, isto é, a
citocromo c oxidase para células eucarióticas (9) e o complexo citocromo
bd para Escherichia coli (10). Na região espectral azul, flavoproteínas
como NADHdesidrogenase também podem funcionar como
fotorreceptores (8). A sugestão de que o citocromo c oxidase é a
molécula fotoacceptiva foi recentemente confirmada em experimentos
elegantes com neurônios primários funcionalmente inativados, propondo
que a luz upregula essa enzima (11). 

Uma circunstância surpreendente é que os fotoacceptores para este
fenômeno em células eucarióticas e em células procarióticas ( E. coli )
pareciam ser componentes naturais da cadeia respiratória, E não
moléculas fotorreceptoras especializadas. Isso é diferente dos
fenômenos fotobiológicos clássicos que utilizam fotorreceptores
específicos (clorofilas, roodinsins, etc.). Por outro lado, não é
surpreendente do ponto de vista dos centros absorventes no
fotoacceptor (para células eucarióticas, estes são Cu e bastante
provavelmente Fe em citocromo c oxidase, ver Seção 3). Os
metais de transição (Cu e Fe) geram estados excitados
eletronicamente em condições de reação muito moderadas. A
fotoquímica bioorgânica, uma nova área de pesquisa de
desenvolvimento rápido, está preocupada com os aspectos
biológicos da química do metal de transição e a física sob a
irradiação (12). Por último, mas não menos importante, também
é conhecida a ativação de algumas enzimas pela luz, um
fenômeno similarmente próximo (13, 14). Como a vida evoluiu
em um mundo de luz, Deve haver muitas interações entre



sistemas biológicos e luz, incluindo acomodações para seus
efeitos deletérios (15). 

Os espectros de ação inicial serão descritos na Seção 2. A análise de
como o fotoacceptor foi determinado a partir desses espectros é o tópico
da Seção 3. A Seção 4 descreve a comparação de espessuras de ação e
absorção. A seção 5 é dedicada a uma breve análise de como os sinais
gerados pelos quanta de luz nas mitocôndrias são transduzidos para as
organelas celulares, onde os medidores de ação iniciais foram medidos (o
núcleo). A Seção 4 descreve a comparação de espessuras de ação
e absorção. A seção 5 é dedicada a uma breve análise de como os
sinais gerados pelos quanta de luz nas mitocôndrias são
transduzidos para as organelas celulares, onde os medidores de
ação iniciais foram medidos (o núcleo). A Seção 4 descreve a
comparação de espessuras de ação e absorção. A seção 5 é
dedicada a uma breve análise de como os sinais gerados pelos
quanta de luz nas mitocôndrias são transduzidos para as
organelas celulares, onde os medidores de ação iniciais foram
medidos (o núcleo).

1. Qualquer gráfico que represente uma resposta
fotorreceptora em função do comprimento de  onda,
do número de onda  1 ou da energia fotônica e, é
chamado de ESPECTRO DE AÇÃO. 
2. A espectroscopia de ação analisa os efeitos causados
  pela irradiação para caracterizar os pigmentos
envolvidos (chamados fotoacceptores ou
fotorreceptores). 
3. Depois de determinar a molécula de fotoacceptor,
onde o espectro de absorção é espelhado no espectro
de ação inicial, podese sugerir sobre as vias de
sinalização celular dentro de uma célula entre o
fotoacceptor tentativo e a molécula em que a atividade
foi medida por espectroscopia de ação. 

2. ACÇÃO SPECTRA para um aumento da taxa de síntese de DNA e
RNA em CÉLULAS MAMÍFERAS CULTURADAS 

Em primeiro lugar, lembremos que em células eucarióticas, a síntese de
DNA e RNA ocorre no núcleo, que não possui cromóforos absorventes na
região espectral usada para Fototerapia a laser (600900 nm). Podese
encontrar os espectros originais (incluindo a região espectral UVpara
azul) (35), e na forma exata analisada pelo software contemporâneo,
em (16). Abaixo, analisaremos o espectro de ação para aumentar a
ligação celular a uma matriz de vidro (17). 

A Figura 1 apresenta cinco espectros de ação na região de IR vermelho a
próximo para células de mamíferos, e a Tabela 1 fornece os dados de sua
deconvolução. Os dados experimentais originais (4, 5, 17) são
apresentados aqui junto com encaixe de curva e encaixe Lorentziano
(16). O desvio do quadrado médio, R 2 , para cada encaixe também é mostrado na
Tabela 1. No melhor ajuste, R 2 = 1. As Espectro A e B apresentam a
estimulação da taxa de síntese do DNA em culturas de fase logarítmica e
fase platônica, respectivamente. Spectra C e D são as dependências da
estimulação da taxa de síntese de RNA em células de fase logarítmica e
de platô. Estes quatro espectros foram gravados usando um



monocromador MDR2, com uma lâmpada de halogéneo com potência de
150 W colocada em um refletor parabólico (4). A largura total espectral a
meio máximo (FWHM) da luz produzida foi de 14 nm (Figuras 1AD). A
intensidade da luz foi mantida constante (10 W / m 2 ) variando a tensão
através da lâmpada de halogéneo . O tempo de irradiação foi de 10 s, e a
dose foi de 100 J / m 2 . O espectro E mostra um aumento na
ligação celular a uma matriz de vidro. Neste caso, o
monocromador foi um mais avançado, construído no Institute of
Spectroscopy of Russian Academy Science (17). 
Os parâmetros de luz para gravação deste espectro foram os seguintes: I
= 1.3 W / m 2 , t = 40 seg, D = 52 J / m 2 , FWHM 10 nm. 

Figura 1. Espectros de ação na região de 580860 nm para (A)
estimulação da taxa de síntese de DNA em fases logarítmicas e
(B) culturas em fase de platô; (C) estimulação da taxa de
síntese de RNA em fases de fase logarítmica e (D) culturas em
fase de platô; (E) aumento da ligação celular a uma matriz de
vidro. Curvas experimentais (adaptadas  de 4, 5, 17),
guindastes (linha contínua) e acessórios Lorentzian (linha
tracejada) são mostrados. Dose 100 J / m 2 (AD) ou 52 J / m 2
(E). Adaptado de (16).

Todos os cinco espectros na Figura 1 são caracterizados por quatro
máximos largos, mas as posições de pico exatas são diferentes (Tabela
1). As maiores diferenças na posição do pico podem ser observadas na
região IR próxima a 800 nm. Este pico aparece a 812,5 nm no espectro



A, entre 827,5 e 830,7 nm nos espectros C, D, E e a 846,0 nm, no
espectro B. 

O máximo no espectro AE na Figura 1 tem posições de pico de 750,7 a
772,3 nm (Tabela 1). Em quatro espectros, esse pico está entre 761,1 e
772,3 nm, o que pode ser uma linha no espectro de absorção. Uma
aparência deste máximo com uma posição de pico a 750,7 nm no
espectro E poderia provavelmente refletir outra linha em um espectro de
absorção. 

O máximo extremovermelho no espectro de ação (Figura 1) tem
posições de pico de 667,5 a 684,5 nm. Estas posições de pico podem ser
divididas em dois grupos: 667,5, 671,5 e 668,0 nm num grupo e 684,5 e
683,7 nm na outra (Tabela 1). O máximo vermelho no espectro de ação 
(Figura 1) tem posições de pico de 613,5 a 623,5 nm (Tabela 1). 

Deve notarse que, num espectro de ação precoce (3), um pico a 606 nm
apareceu juntamente com um pico a 632,8 nm (Figura 2A, Tabela 2).
Estes dois primeiros espectros para a estimulação da taxa de síntese de
DNA e RNA foram registrados de 570 a 650 nm, utilizando lâmpadas de
incandescência com potência de 20 e 90 W e filtros de interferência (3).
Com essa configuração, não conseguimos manter a intensidade da luz
igual em todos os comprimentos de onda. Isso significa que, para uma
dose constante, foi forçado a usar vários tempos de irradiação. No nosso caso,
a intensidade foi de 1,5 e 0,3 W / m 2 , e a dose de 80 J / m 2 foi atingida por
irradiação das células de 2 s para 4,5 min. Isso significa que, para uma
dose constante, foi forçado a usar vários tempos de irradiação. No nosso caso,
a intensidade foi de 1,5 e 0,3 W / m 2 , e a dose de 80 J / m 2 foi atingida por
irradiação das células de 2 s para 4,5 min. Isso significa que, para uma
dose constante, foi forçado a usar vários tempos de irradiação. No nosso caso,
a intensidade foi de 1,5 e 0,3 W / m 2 , e a dose de 80 J / m 2 foi atingida por
irradiação das células de 2 s para 4,5 min. 



Figura 2. Espectros de ação na região de 570650 nm para a
estimulação de (A) DNA e (B) síntese de ARN em culturas de
fase logarítmica em D = 80 J / m 2 em condições onde os
tempos de irradiação não foram mantidos constantes. Curvas
experimentais (adaptadas  de 3), guindastes (linhas
contínuas) e acessórios Lorentzian (linhas tracejadas) são
mostrados. Adaptado de (16).

Esta não foi uma medida correta de um espectro de ação, mas este
primeiro experimento mostrou várias características importantes do
fenômeno da bioestimulação. Primeiro, não apenas a luz laser HeNe em
632,8 nm causa "bioestimulação", um resultado semelhante foi
alcançado usando luz nãocoerente com o mesmo comprimento de onda.
Lembrese que, no ano de 1982, a comunidade médica de laser
acreditava que a radiação laser HeNe possuía propriedades benéficas
mágicas. Em segundo lugar, depois de melhorar o equipamento e
comparando novos espectros de ação (Figura 1, AD) aos primeiros
espectros apresentados na Figura 2A, B, entendemos que deve haver
dependência da intensidade da luz na região distante 650680 nm.
Falando em termos fotobiológicos, a regra de reciprocidade não é válida.
De acordo com a regra de reciprocidade (ou BunsenRoscoe) Uma reação
fotoquímica é diretamente proporcional à dose total de energia,
independentemente do tempo em que essa dose é administrada. No
entanto, a razão pela qual, em um espectro (Figura 2A), duas bandas
vermelhas apareceram, ainda é obscura. Podese supor que isso se deve
a parâmetros de irradiação, intensidade e tempo de irradiação. Resolver
essa pergunta requer novas experiências. 



Encontrar a ausência de reciprocidade nos leva a realizar uma
experiência especial, onde a dose foi mantida constante, mas o tempo e
a intensidade da irradiação foram variados. Esses dados são
apresentados aqui para chamar a atenção mais uma vez para o tipo de
comportamento do limite da dependência de intensidade que ainda não é
entendido, e muitas vezes não é levado em consideração em
experimentos. Parece que o máximo vermelho no espectro de ação é
sensível à intensidade da luz (Figura 3), e que existe um certo limiar para
receber um efeito de estimulação (no nosso caso, a 45 W / m 2 ) (3). O
efeito máximo ocorreu perto de 8 W / m 2 (tempo de irradiação 1012 s)
(1, 3). A existência do limiar de intensidade é especialmente importante
desde um ponto de vista prático (tanto no laboratório como na clínica)
para decidir os parâmetros de irradiação. Um tipo similar de curva foi
gravado a 454 nm para E. coli (10). Mais tarde, a invalidez da regra de
reciprocidade foi mostrada para a luz em  = 632,8 nm quando irradiar
fibroblastos humanos (18) e E. coli (19). É claro que o mesmo tipo de
medidas são necessárias para todas as bandas nos espectros de ação. 

Na faixa de comprimento de onda utilizada em nossos
experimentos e importante para fototerapia (600860
nm), existem quatro regiões "ativas", mas as posições
de pico não são exatamente as mesmas para todos os
espectros de ação. A banda vermelha tem uma posição
de pico entre 613,5 e 623,5 nm (em um espectro, a
606 nm); A banda de vermelho distante tem posições
de pico entre 667,5 e 683,7 nm, e duas bandas de IR
próximas na faixa de 750,7772,3 nm e 812,5846,0
nm. 

3. INTERPRETAÇÃO DA ACÇÃO ESPECÍFICA: CYTOCHROME C
OXIDASE é a MOLECULA DE FOTOACCETOR 

No início dos anos 90, os espectros de ação anteriores (35, 17) foram
analisados   usando todos os dados da literatura espectroscópica
disponíveis (9, 20), o que permitiu a formação Uma sugestão sobre os
cromóforos envolvidos. Tenha em mente que os cromóforos são os
componentes das moléculas que absorvem a luz. 



Os espectros de ação para a taxa de síntese de DNA e RNA (35), e
mudanças na adesão das células a uma matriz de vidro (17) sem ajuste
de curva de Lorentzian (que não foi feito naquele momento) foram
utilizados para uma soma, e isso O espectro de ação generalizada é
mostrado na Figura 3. 

Figura 3. O espectro de ação generalizado (uma soma de 5
espectros de ação) para o aumento da proliferação de células
HeLa para  = 330860 nm (35,17). Curva 1: dose 10 J / m 2 ,
Curva 2: dose 100 J / m 2 . A identidade sugerida dos
cromóforos absorventes está marcada, usando dados de (9).

A Figura 3 mostra que o espectro de ação generalizada para a
proliferação celular na faixa de 580860 nm consiste em duas séries de
bandas de dupleto na faixa de 620680 nm e 760895 nm com maxima
bem pronunciado a 620, 680, 760 e 825 nm. Na região azul violeta, há
um máximo de 400 nm, com a borda do envelope perto de 450 nm.
Lembrese que, na faixa de comprimento de onda de 310500 nm,
obtevese um efeito estimulante máximo com uma dose de radiação de
uma ordem de magnitude menor do que na faixa espectral de onda longa
(3, 4). Isto é observado na Figura 3 pelas Curvas 1 e 2. 

As bandas no espectro de ação foram identificadas em (20 e revisadas
em 9) por analogia com os espectros de absorção de sistemas metal
ligando característicos desta faixa especttral. As regiões 400450 nm e
620680 nm são caracterizadas pelas bandas pertencentes a complexos
com transferência de carga em um sistema metalligando, e dentro de
760830 nm, estas são transições dd em metais (2123).  A região
400420 nm é típica de transições em um anel de porfirina (24). 

A análise comparativa de dados espectrales para metais de transição e
seus complexos, por um lado, e biomoléculas que participam na
regulação do metabolismo celular, por outro, nos permitiram sugerir que
as enzimas multinucleares contendo Cu (II) podem estar participando (9,
20). A análise das transições de excitação de elétrons de moléculas
participantes contendo Cu (II) (2527) mostrou que as transições metal



ligando na faixa de 400450 nm correspondem à transição de N imidasole 
 Cu, A 620 nm para a transição de S cisteína   e a 680 nm para a

transição de   metionina com S. 

A comparação das linhas de possíveis transições de dd e complexos de
transferência de carga de Cu (2428) com nosso espectro de ação
(Figura 3) permitiu assumir que a molécula fotorreceptor possui
diferentes tipos de centros contendo Cu (II) nas faixas de 420 450 nm e
760830 nm. No intervalo de 420450 nm, esta pode ser uma
combinação de centros dos Tipos I e II (para as características dos
centros dos Tipos I, II e III, ver referência 23), embora um centro do
Tipo I possa estar presente. A 330 nm, um centro do Tipo III pode estar
presente, e na gama de 760820 nm, os centros dos Tipos I e III
coexistem. Dentro de 620680 nm, existe um centro de Tipo I e uma
combinação de centros de diferentes tipos é improvável. 

A análise acima permitiunos concluir que todas as bandas no espectro
de ação na Figura 3 podem estar relacionadas ao citocromo c oxidase (9,
20). Os dados de experimentos de irradiação dicromática e modificação
de efeitos de luz adicionando vários produtos químicos (1, 69) também
foram levados em consideração nesta análise. 

Em células eucarióticas, a citocromo c oxidase é a enzima terminal da
cadeia respiratória, que medeia a transferência de elétrons do citrato c
para o oxigênio molecular (29). O ferrociocromo c é oxidado, o oxigênio é
reduzido e os prótons são bombeados da matriz mitocondrial para o
citossol. A energia livre resultante desta química redox é convertida em
um potencial eletroquímico através da membrana interna da mitocôndria,
que finalmente impulsiona a produção de ATP. Adequadamente, A
citocromo c oxidase desempenha um papel central na bioenergética da
célula. As cadeias respiratórias de células eucarióticas estão localizadas
nas mitocôndrias. 

Citocromo c oxidase de células de mamífero é uma grande proteína de
membrana multicomponente de considerável complexidade estrutural. A
estrutura de raiosX tridimensional de alta resolução da citocromo c
oxidase de coração bovino (3032) e Paracoccus denitrificans (33) foi
relatada em 1995. Esses estudos indicaram que Cu A é um centro de
cobre binuclear com uma estrutura inesperada semelhante Para um
centro de ferroenxofre de tipo (2Fe2S), no qual os íons de Fe e os
átomos de enxofre inorgânico são substituídos por átomos de cobre e
átomos de enxofre de cisteína, respectivamente. O S 2 local de ligação
contém um heme 3 ferro e Cu B ; Não existe um ligando de ponte
detectável entre átomos de ferro e cobre. Heme a é coordenado com dois
imidazoles de resíduos de histidina. O quinto ligando de heme a 3 é um
imidazol, enquanto que Cu B é coordenado por três imidazoles de
histidina. Resíduos de duas cisteínas, duas histidinas, uma metionina e
um péptido carbonilo de um centro de Cu A (CuCu) de coordenadas de
glutamato (30). Esses relatos das estruturas de cristal abriram uma nova
era na pesquisa de citocromo c oxidase (34). O quinto ligando de heme a 3 é um
imidazol, enquanto que Cu B é coordenado por três imidazoles de
histidina. Resíduos de duas cisteínas, duas histidinas, uma metionina e
um péptido carbonilo de um centro de Cu A (CuCu) de coordenadas de
glutamato (30). Esses relatos das estruturas de cristal abriram uma nova
era na pesquisa de citocromo c oxidase (34). O quinto ligando de heme a 3 é um
imidazol, enquanto que Cu B é coordenado por três imidazoles de
histidina. Resíduos de duas cisteínas, duas histidinas, uma metionina e
um péptido carbonilo de um centro de Cu A (CuCu) de coordenadas de
glutamato (30). Esses relatos das estruturas de cristal abriram uma nova



era na pesquisa de citocromo c oxidase (34). 

Figura 4. O esquema de transferência electrónica
intramolecular para o centro da reacção redoxactivo uma 3 Cu
B de citocromo c oxidase. Adaptado de (31).

Os elétrons são transferidos sequencialmente do citocromo c água
solúvel para o Cu A de citocromo c oxidase, depois para heme a, e para o
centro binuclear a 3 Cu B (centro catalítico da citocromo c oxidase), onde
o oxigênio é reduzido à água ( Figura 4). O oxigênio ligase ao centro
catalítico e é reduzido à água através de uma série de intermediários
evasivos de curta duração. A análise de decomposição de valor singular
indicou a presença de pelo menos sete intermediários (35). As espécies
mais caracterizadas são as espécies de oxigênio ferroso e oxigênio (36
38). 

De um modo geral, a oxidase do citocromo c pode ser totalmente
oxidada (quatro centros de metal redox ativo: Cu A , Cu B , ferros em
hemes a e a 3 , Estão em seu estado de oxidação comum mais elevado; 3
+ para ferro e 2 + para cobre) ou totalmente reduzidas (quatro centros
metálicos estão em seu estado de oxidação inferior comum, 2 + para
ferro e 1 + para cobre). A enzima parcialmente reduzida, geralmente
chamada de valência mista, tem alguns centros metálicos em seu maior
estado de oxidação e o restante em seu estado de oxidação mais baixo.
Existem também várias formas de enzima oxidada: enzima rápida (reage
relativamente rapidamente com cianeto), enzima lenta (reage em cerca
de 1% da taxa de enzima rápida, também chamada enzima de repouso),
enzima pulsada (obtida por redução Enzima lenta e oxidandoa com
oxigênio em condições em que a produção de H 2 O 2 é evitada), Enzima
oxigenada (submetida a um ciclo de redução e reoxidação em condições em que H 2 O 2 é produzido )
(3840). Esses detalhes são dados para ilustrar o quão complicado e
controverso ainda é a imagem geral da função da citocromo c oxidase. 

Voltando à análise comparativa do espectro de ação na Figura 2 e aos
dados espectroscópicos sobre a citocromo oxidase citada acima, sugeriu
se (9, 20) que a banda de 820 nm pertence principalmente ao Cu A
oxidado , a banda de 760 nm para Diminuiu o Cu B , a banda de 680 nm
para o Cu B oxidado e a banda de 620 para o Cu A reduzido (Figura 3). A
faixa de 400450 nm é mais provável que seja o envelope de algumas
bandas de absorção na faixa de 350500 nm (ou seja, Uma superposição
de várias bandas). A faixa com um máximo de cerca de 404420 nm pode ser atribuída ao heme



oxidado, enquanto que a borda de onda mais longa do envelope a 450 nm (devido à sua assimetria) deve ser

atribuída ao Cu B reduzido . A participação do heme nos espectros de ação é
confirmada pela relação de dose ideal (10 e 100 J / m 2 ,
respectivamente, para 404 e outros maxima da região visível, (35)).
Notese que a banda Soret de compostos de heme (ou seja, a banda na
faixa de 400420 nm) é mais intensa por uma ordem de grandeza do que
as bandas de absorção desses compostos na região visível (24). A banda
fraca a 330 nm pode pertencer ao Cu B oxidado . Assim, as bandas em
330, 404420, 680 e 825 nm podem ser atribuídos a uma forma
relativamente oxidada de citocromo c oxidase; O bordo da banda azul
violeta a 450 nm e as bandas distintas a 620 e 760 nm pertencem a uma
forma relativamente reduzida da enzima. Esta análise (9, 20) foi
realizada antes da estrutura tridimensional de raio X da citocromo c
oxidase ser relatada (3033). Os resultados de nossa análise não têm
contradições principais com dados sobre a estrutura da citocromo c
oxidase por Tsukihara et al. (30, 31). Devese enfatizar que cada banda
nos espectros de absorção é resultado da absorção sobreposta de
diferentes cromóforos, mas em um espectro de ação, nem todos podem
aparecer. 

Uma análise das formas de banda nos espectros de ação (Figura 3) e as
relações de intensidade da linha nos permitiram concluir que a citocromo
c oxidase não pode ser considerada como um fotorreceptor primário
quando totalmente oxidado ou totalmente reduzido, mas somente
quando está em um Das formas intermediárias (isto é, enzima de
valência mista parcial ou mista) (9, 20). 

Nossa sugestão de que o citocromo c oxidase é o fotoacceptor
responsável por várias respostas celulares ligadas à terapia de luz na
região do IR vermelhoapróximo (9) foi posteriormente conformada pelo
trabalho de Pastore et al. (41), WongRiley et al. (11, 42) e Eells et al.
(43, 44), bem como pelo nosso próprio trabalho espectroscópico descrito
abaixo na próxima seção (45, 46). Mas somente quando está em uma
das formas intermediárias (ie, parcialmente reduzida, ou enzima de
valência mista) (9, 20). Nossa sugestão de que o citocromo c oxidase é o
fotoacceptor responsável por várias respostas celulares ligadas à terapia
de luz na região do IR vermelhoapróximo (9) foi posteriormente
conformada pelo trabalho de Pastore et al. (41), WongRiley et al. (11,
42) e Eells et al. (43, 44), bem como pelo nosso próprio trabalho
espectroscópico descrito abaixo na próxima seção (45, 46). Mas somente
quando está em uma das formas intermediárias (ie, parcialmente
reduzida, ou enzima de valência mista) (9, 20). Nossa sugestão de que o
citocromo c oxidase é o fotoacceptor responsável por várias respostas
celulares ligadas à terapia de luz na região do IR vermelhoapróximo (9)
foi posteriormente conformada pelo trabalho de Pastore et al. (41),
WongRiley et al. (11, 42) e Eells et al. (43, 44), bem como pelo nosso
próprio trabalho espectroscópico descrito abaixo na próxima seção (45,
46). 

Foram realizados vários outros tipos de experiências
(dependências de dose e intensidade para vários
comprimentos de onda, irradiação dicromática de
várias maneiras, modificação de experiências de
irradiação por produtos químicos específicos e outros)
(revisões: 1, 6, 9, 47, 48). Os resultados de todas
essas experiências, juntamente com experimentos de
espectroscopia de ação, que foram resumidos
brevemente acima, permitiram concluir que o



citocromo c oxidase poderia ser um fotoacceptor
universal para células eucarióticas. 

4. COMPARAÇÃO DA AÇÃO E DA ESPECIFICAÇÃO DE ABSORÇÃO 

Na medida em que um espectro de ação espelha o espectro de absorção
da molécula que absorve a luz e é responsável pelo espectro de ação
registrado, um passo importante na identificação dessa molécula
fotabsorante é a comparação dos espectros de ação e absorção . 

Gravar um espectro de absorção de uma monocamada celular ou célula
individual não é uma tarefa fácil, devido à fraca absorção e baixa
concentração de cromóforos. Os espectros de absorção de células
individuais foram registrados há anos atrás até 700 nm com o objetivo
de identificar portadores de corrente respiratória (49, 50). O espectro de
absorção de 8 monocamadas paralelas de fibroblastos humanos na
região de IR vermelhoparapróximo foi registrado usando um
espectrofotômetro de feixe duplo comercial (51). O espectro de
absorção de células inteiras na região visível foi qualitativamente
similar ao de mitocôndrias isoladas (49). A extensão das medições
ópticas da faixa espectral visível às regiões do extremo vermelho e
próximo de IR (6501000 nm) foi realizada no final dos anos setenta com
o objetivo de monitorar o comportamento redox da citocromo c oxidase
in vivo . Esses estudos levaram à descoberta de uma "janela próxima do
IR" no corpo e ao desenvolvimento de uma espectroscopia IR próxima
para o monitoramento da oxigenação tecidual (5254). 

Para registrar a absorção de uma camada celular com o objetivo de
estudar as mudanças induzidas pela radiação na absorção de cromóforos
celulares, desenvolveuse um método de registro multicanal (55, 56). A
Figura 5 apresenta os espectros de absorção (AC), 



Figura 5. Espectros de absorção da monocamada de células
HeLa: (AC) antes e (A 1 C 1 ) após irradiação a 830 nm. A, A 1
(cuvete fechada), B, B 1 (cubeta aberta), C, C 1 (monocamada
seca no ar). O espectro original, o ajuste da curva (linhas
contínuas) e o encaixe Lorentziano (linhas tracejadas) são
mostrados (adaptados de (57)). 



Espectros de ação para: (D) estimulação da síntese de DNA e
(E) estimulação da adesão celular HeLa a uma matriz de vidro,
medida respectivamente 1,5 h após irradiação da monocamada
de células HeLa ( D = 100 J / m 2 , t = 10 s, I = 10 W / m 2 ) e 30
min após a irradiação da suspensão de células HeLa ( D = 52 J
/ m 2 ,  = 40 s, I = 1,3 W / m 2 ). As curvas experimentais
(adaptadas  de (4, 5, 17)), encaixe de curva (linhas
contínuas) e encaixes de Lorentzian (linhas tracejadas) são
mostradas como descrito em (16).

As monocamadas celulares para todos os nossos experimentos foram
cultivadas em cubetas fechadas. A primeira série de experiências sobre a
gravação dos espectros de absorção antes e após a irradiação foram
realizadas com as cubetas restantes fechadas. Um espectro típico
registrado nestas condições antes da irradiação é apresentado na Figura
5A, e aquela registrada após a irradiação, na Figura 5A 1 . O Espectro A é
caracterizado por uma forte absorção na região de 730850 nm (as
bandas resolvidas pelo método de ajuste de curva de Lorentzian estão
em 736, 754, 773 e 797 nm, Tabela 3) e baixa absorção perto de 600 nm
(a Banda simples a 630 nm) e acima de 800 nm (os picos a 830 e 874
nm são resolvidos, Tabela 3). Este é o espectro das células com a
oxidase do citocromo c mais fortemente reduzida em nossas
experiências. A irradiação das células causa as seguintes mudanças nas posições de pico neste espectro,
como é evidente a partir do espectro A 1 apresentado na Figura 3 e na Tabela 3. A
banda de baixa altura é resolvida na região vermelha a 634 nm. Um
único pico forte é resolvido a 756 nm. As três bandas com as posições de
pico em 807, 834 e 867 nm caracterizam a região dos comprimentos de
onda em 800 nm. Como um todo, ambos os espectros, A e A 1 , têm
bandas dominantes na região de 750770 nm. 

Um espectro típico das células com a oxidase citocromo c oxidada mais
forte em nossos experimentos é apresentado na Figura 5C. Neste caso,
as cubetas foram abertas durante 30 min para deixar secar a
monocamada celular no ar. A banda vermelha neste espectro é resolvida
a 616 nm, e as bandas distantes, a 665 e 681 nm. A região NIR é
caracterizada por bandas fracas a 712, 730 e 762 nm, e por duas bandas
fortes a 813 e 872 nm (Tabela 3). A irradiação desta monocamada não causou alterações no
espectro de absorção, como mostrado na Figura 5 (espectro C 1 ) e Tabela 3. Este não é um
achado inesperado, porque as cadeias respiratórias não funcionam em
células secas. Este experimento foi necessário para registrar o espectro
das células com oxidase citocromo c oxidase. Como um todo, o espectro
C na Figura 5 foi caracterizado por fortes bandas de absorção na região
vermelha, bem como na região NIR de comprimentos de onda acima de
800 nm, e bandas extremamente fracas na região de 750770 nm. Uma
comparação entre os espectros A e C permite concluir que a banda a
750770 nm é característica de moléculas de fotoacceptor relativamente
reduzidas e a banda a 650680 nm, Bem como a 800870 nm, de
oxidados. 

Na terceira série de experiências, as cuvetes foram mantidas abertas
durante 5 min antes de tomar medidas. Os espectros de absorção das
células nessas condições são tipicamente caracterizados por uma banda a
633 nm na região vermelha e as bandas com a posição de pico em 666,
711, 730, 767, 791 e 880 nm no extremo vermelho e Regiões NIR
(Figura 5, Tabela 3). A irradiação destas células provoca mudanças
significativas nos espectros de absorção em todas as regiões espectrais
(espectro B 1 na Figura 5). A banda a 750800 nm tornase dominante
nos espectros das células irradiadas. Não há bandas resolvidas em



comprimentos de onda acima de 800 nm, bem como na região de 600
630 nm. Spectrum B 1 apresenta bandas com as posições de pico em
661, 681, 739, 765, E 788 nm (Tabela 3). 

Portanto, realizamos um conjunto de experimentos para medir os
espectros de absorção de células cultivadas na região ~ 600860 nm, e
comparamos esses espectros com os espectros de ação já registrados.
Então, tivemos que verificar se houve alguma alteração nos espectros de
absorção devido à irradiação. 

Para fins de caracterização quantitativa, bem como para comparação
entre os espectros de absorção registrados, decidimos usar taxas de
intensidade entre certas bandas de absorção. O uso de relações de
intensidade da banda espectral para analisar vários espectros não é um
problema novo para a espectroscopia em geral (58), mas, a nosso
conhecimento, não foi utilizado na espectroscopia de absorção de
mitocôndrias isoladas ou células vivas. O cálculo dos índices de
intensidade mostrou proporcionar benefícios para a comparação exata de
espectros na região IR (58). Utilizamos a banda presente em todos os
espectros de absorção perto de 760 nm (exatamente em 754, 756, 767,
765 e 762 nm) (Tabela 3) como uma banda característica para o
fotoacceptor relativamente reduzido. A banda usada por nós para
caracterizar o fotoacceptor relativamente oxidado foi a próxima de 665
nm (exatamente em 666, 661, E 665 nm) nos espectros B, B 1 , C, C 1 (Tabela 3).
Esta banda é tão fraca que não poderia ser resolvida pelo método de
encaixe de Lorentzian nos espectros A e A 1 , pertencendo ao
fotoacceptor mais fortemente reduzido em nossas experiências. Por esse
motivo, utilizamos nos cálculos de intensidade para a absorção de
espectro A e A 1 no nível de ajuste da curva a 665 nm. As linhas verticais
cinzentas na Figura 5 marcam as bandas escolhidas. A razão de
intensidade I 760 / I 665 foi calculada para caracterizar cada espectro.



Nestes cálculos simples, utilizamos apenas as intensidades de pico
(alturas de pico), e não as intensidades integrais (áreas de pico) que são
certamente necessárias para desenvolvimentos futuros. No caso de
concentrações iguais das formas reduzidas e oxidadas da molécula
fotoacceptor, a razão I 760 / I 665 deve ser igual à unidade. Quando as
formas reduzidas prevalecem, a razão I 760 / I 665 é maior do que a
unidade, e é menor que a unidade nos casos em que as formas oxidadas
dominam. Lembrese de que a transferência interna de elétrons dentro
da molécula de citocromo c oxidase provoca a redução do oxigênio
molecular através de vários intermediários transitórios de vários estados
redox (38, 5961). 

A magnitude do critério I 760 / I 665 é de 9,5 para o espectro A (Figura 5),   
1,0 para o espectro B e 0,36 para o espectro C. Por esse critério, A
irradiação das células, cujo espectro é marcado por A ( I 760 / I 665 = 9,5),
causa a redução da molécula absorvente ( I 760 / I 665 para o espectro A 1
é igual a 16). A irradiação das células caracterizadas pelo espectro B
também provoca a redução do fotoacceptor, como evidenciado pelo
aumento da razão I 760 / I 665 de 1,0 a 2,5 no espectro B 1 . No espectro
das células com fotoacceptor inicialmente mais reduzido (espectro A), a
irradiação causa redução em menor grau (16 / 9,5 = 1,7) do que nas
células com fotoacceptor inicialmente menos reduzido (espectro B). A
razão de intensidade neste caso é 2.5 / 1 = 2.5). 

A Figura 5 também apresenta dois espectros de ação, um para
estimulação da síntese de DNA em nossas células HeLa (D), e o outro
para a estimulação da ligação das células HeLa a uma matriz de vidro
(E). Uma comparação das posições de pico nos espectros de absorção
com esses dois espectros de ação 
(Tabela 3) mostra uma similaridade entre eles. 

A forma oxidada da citocromo c oxidase possui uma ampla banda de
absorção acima de 800 nm centrada a 830 nm (62). O Cu A , um
complexo de cobre dimérico com quatro ligandos, é responsável por 77%
da absorção a 810820 nm, enquanto a contribuição de heme a e heme a
3 / Cu B é de 18 e 5%, respectivamente (59). Devido à dominação da forte absorção de
Cu A nesta região, linhas subjacentes fracas são mascaradas no espectro
de absorção da citocromo c oxidase (63). Uma distância de 33,5 nm
entre as posições de pico mínima e máxima nos espectros (Tabela 1) é
muito longa para ser explicada por erro de medição (por exemplo, FWHM
de luz de irradiação 10 ou 14 nm). Provavelmente, diferentes linhas nos
espectros de absorção de intermediários de citocromo c oxidase
aparecem nos espectros de ação. Esta sugestão, no entanto, requer mais
provas experimentais. 

Um estudo dos espectros de absorção de IR próximo da citocromo c
oxidase ligada à membrana a baixa temperatura mostra que há vestígios
sobrepostos cobrindo a faixa de comprimento de onda total de 680 a 870
nm (6466). A fotólise instantânea provoca a formação de um composto de valência misto com um pico de
740750 nm, que supostamente poderia pertencer ao cobre invisível (Cu B ) (67). Uma banda a ~
785 nm está presente em um heme ferroso coordenado totalmente
reduzido, não gravado, com 3 2+ (68). A adição de monóxido de carbono à
enzima reduzida causa uma mudança azul de 785 nm para 760 nm no
espectro de diferença, e a fotodissociação de CO resulta em uma
reversão da banda de 760 a 784 nm (63). 

Na faixa de comprimento de onda 670680 nm, não existem bandas de
absorção de intermediários de citocromo c oxidase registrados até o
momento. Uma pequena banda de absorção pertencente a um



intermediário (composto A) foi registrada a ~ 660 nm (59). A aparência da banda
de absorção de 655 nm sugere que Cu B é oxidado e participa de um estado de rotação
(69). Sugerese que o recurso de 655 nm pode surgir a partir de uma
banda de transferência de carga de ferro heme de alta rotação um 3 , que
é modulada pelo estado redox de Cu B . A banda de 655 nm desaparece à
medida que o centro binuclear é reduzido (70). Provavelmente, esta é
uma linha nos espectros de absorção de citocromo c oxidase e / ou seus
intermediários. 

É bem sabido que a redução da cicatricção c oxidase tem um pico a 605
nm, e esse pico foi registrado tanto nas mitocôndrias como nas células
inteiras (71). Para a citocromo c oxidase ligada à membrana, este pico
pode ser deslocado em vermelho ~ 10 nm, em comparação com a
enzima solubilizada (69). Alguns intermediários peróxicos isospectrais
têm um pico a ~ 607 nm em seus espectros de absorção (59). A absorção
desta região é de 75% devido ao baixo teor de hema a e 25% por alta hema a 3 . No entanto, uma
contribuição definitiva de Cu A em ~ 615 nm também foi sugerida (72). 

A mesma técnica de medidas de absorção descrita em (57) foi utilizada
para estudar a oxidação ou a redução do fotoacceptor sob irradiação a 
= 632,8 nm em função da dose (46). 

A comparação dos espectros de ação ligados às reações
no núcleo celular e os espectros de absorção de
monocamadas celulares em (600860 nm permitem
concluir que, por posições de pico, esses dois grupos de
espectros podem pertencer à mesma molécula. 

5. SINALIZAÇÃO MITOCHONDRIAL: COMO O SINAL GERAIS
LEGAIS EM MITOCHONDRIA pode INFLUIR AO METABOLISMO
CELULAR 

Sabemos dos espectros de ação que a taxa de síntese de DNA e RNA é
influenciada pela irradiação (Seção 2), e sabemos que o fotoacceptor
(tentativamente citocromo c oxidase ) Está localizado nas mitocôndrias
(Seção 3). Há uma questão importante a seguir: como o sinal gerado
pelos quanta de luz na citocromo c oxidase é transduzido para o núcleo.
A resposta é que a sinalização retrógrada mitocondrial bastante
provável é responsável por isso. Os leitores interessados   são orientados
para uma revisão recente (73), no entanto, abaixo é um breve resumo. 

O trabalho recente descobriu um número impressionante de fatores
mitocondriais extras que regulam a expressão de genes nucleares para
proteínas mitocondriais. No entanto, relativamente pouco se sabe
sobre como as mitochondrias enviam sinais ao núcleo e como o
núcleo controla a expressão de genes individuais. Um caminho de
comunicação nas células da mitocôndria ao núcleo que influencia
muitas atividades celulares em condições normais e
fisiopatológicas é a sinalização retrógrada mitocondrial (74, 75).
Esta sinalização recentemente descoberta é uma via de
sinalização oposta a uma via comum e bem definida que
transforma a informação do núcleo e do citoplasma para as
mitocôndrias. A sinalização retrógrada mitocondrial envia
informações de volta ao núcleo sobre mudanças no estado
funcional das mitocôndrias. 



A existência de uma via de sinalização celular: citoplasma das 
mitocôndrias  (  citoplasma da membrana plasmática)  , núcleo,
Foi proposto em 1988 (8). O motivo para sugerir a existência de
uma via de sinalização celular (então chamada de transdutor
fotosignal e cadeia de amplificação) foi simples. Parecia que os
espectros de ação para o aumento da taxa de síntese de DNA e
RNA poderiam ser registrados quando as células cultivadas são
irradiadas na região de 300 a 860 nm. O núcleo não possui
cromóforos absorvendo nesta região. Em segundo lugar, os dados
coletados até o momento mostraram que os fotoacceptores estão
localizados na cadeia respiratória. Então, então, era lógico supor
a existência de cascatas de sinalização celular entre organelas.
Em 2004, descobriuse uma nova via de sinalização mitocondrial
em células de mamíferos ativadas por radiação vermelha e quase
IR (76). Foi mostrado por Schroeder et al. (77) que a radiação
IRA (7601440 nm), em contraste com a radiação UV, Provoca
uma resposta de sinalização retrógrada em fibroblastos normais
da pele humana. 

A Figura 6 apresenta um esquema putativo de sinalização retrógrada
mitocondrial ativado por radiação nas regiões visíveis e IRA. Este
esquema foi proposto pela primeira vez em 1988 (8, revisão: 47) e
depois complementado com novos detalhes de acordo com novos dados
experimentais (1, 9). Algumas novas modificações também estão
incluídas no esquema atual na Figura 6. A 

sinalização retrógrada mitocondrial foi inicialmente definida por um
potencial de membrana mitocondrial alterada  (74). Posteriormente,
foram introduzidas outras características, como mudanças na
concentração de ROS mitocondrial, Ca 2+ e óxido nítrico, bem como
mudanças na homeostase de fusãofusão de mitocôndrias (75). As
mudanças nessas características sob a irradiação com luz em
diferentes comprimentos de onda seguem um padrão cíclico.
Primeiro, uma estimulação caracterizada por um limiar e uma
fase de aumento ocorre. Após um máximo rigoroso e uma fase de
diminuição, o nível de controle é atingido.  Como exemplo, no
nível de uma única célula e durante a gravação em tempo real, observou
se um aumento máximo do potencial de membrana mitocondrial (30%
do seu valor basal) aos 2 min após uma irradiação de 15 s a 647 nm. Em
seguida,  diminuiu gradualmente para o nível basal, que foi alcançado
4 minutos depois (78). Os dados experimentais sobre a modulação de
elementos da sinalização retrógrada mitocondrial por irradiação são
revisados   em (73). 

A irradiação de células de mamíferos causa uma regulação positiva de
vários genes (78). A regulação positiva dos genes, E o aumento da
taxa de síntese de DNA e RNA (Secções 1, 2) estão marcados na
Figura 6 no núcleo da célula. A técnica de microarray de cDNA foi
utilizada para fibroblastos humanos irradiados a 628 nm (79).
Dos 9982 perfis de expressão gênica estudados, 111 genes em 10
categorias de funções foram upregulated. Notese que entre
essas 10 categorias de funções, 7 delas estavam diretamente ou
indiretamente envolvidas na proliferação celular. As outras 3
categorias de funções reguladas foram genes relacionados a
fatores de transcrição, imune / inflamação e citocinas, bem como
alguns genes não identificados (79). 

Devese notar que as respostas das células de mamíferos à radiação IR



visível e próxima, bem como a sensibilidade dos componentes da cadeia
respiratória mitocondrial a esta radiação nunca ganharam atenção tão
grande por fotobiologistas, Assim como os fotoacceptores
funcionais, como a clorofila e a roodose. No entanto, o
conhecimento fragmentado reunido até agora força um a
perguntar se a fotossensibilidade de algumas enzimas da cadeia
respiratória mitocondrial pode ter um significado fisiológico
apesar da adaptação completa dos sistemas vivos aos fótons
como um fator externo natural.

 

Há todos os motivos para acreditar, com base em
dados experimentais reunidos até agora, que a
sinalização retrógrada mitocondrial, uma via de
sinalização celular recentemente descoberta, também
funciona em células irradiadas. A modulação de
elementos de sinalização mitocondriais retrógrados
como  , (ROS) m , (Ca 2+ ) m em células irradiadas
está bem documentada (revisão: 73). Além disso, as
respostas à irradiação que ocorrem no núcleo (ou seja,
aumento da taxa de síntese de DNA e RNA e expressão
de genes de várias categorias de função) são
definitivamente documentadas. No entanto, as vias de
transdução de sinal de luz entre estas duas
extremidades precisam de mais investigação. 

6. CONCLUSÕES 



1. A similaridade dos espectros de ação para diferentes respostas
celulares sugere que o fotoacceptor é o mesmo para essas respostas.
Para as respostas relatadas aqui, o fotoacceptor parece ser citocromo c
oxidase. Lembrese de que foi sugerido em 1981 que a fotossensibilidade
poderia ser uma propriedade mitocondrial comum em animais superiores
e poderia ter significado fisiológico em certas condições, por exemplo,
exposição a luz vermelhalaranja e níveis altos de ADP (80). 

2. Com base nestes espectros de ação, vários comprimentos de onda
podem ser usados   para terapia de luz de baixo nível, ou seja, em torno
de 404, 620, 680, 760 e 820 nm. 

3. A existência dos espectros de ação para processos bioquímicos que
ocorrem em várias organelas celulares (núcleo, Membrana plasmática)
assumem a existência de caminhos de sinalização celular entre
um fotoacceptor nas mitocôndrias e o núcleo, bem como entre o
fotoacceptor e a membrana plasmática. 

4. Acreditase que o "mecanismo mitocondrial" da terapia de luz de baixo
nível funciona em todos os tipos de células contendo mitocôndrias (1). 
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