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RESUMO

A espectroscopia de fluorescéncia, tanto em estado estaciondrio como com
resolugio temporal, foi utilizada no estudo de: a) interagOes entre melaninas e porfirinas;
b) hormoénios melanotropicos em meio aquoso € em interagdo com vesiculas de
fosfolipidios; c) distdncias intramoleculares em peptideos da familia das bradicininas. Para
os diversos sistemas em estudo, foram obtidos resultados tipicos da fluorescéncia como
espectros de emissdo, intensidades e rendimentos quanticos, anisotropias de polarizagéo e
cinéticas de decaimento . A analise dos dados experimentais foi baseada em modelos como
os de Stern-Volmer e Perrin para supressdo de fluorescéncia, de Gouy-Chapman para o
potencial eletrostatico de superficies carregadas, de independencia entre sitios de ligagido
para formag8o de complexos, de Forster para transferéncia de energia, e da dependéncia
rotamérica para decaimentos multiexponenciais em triptofano e para espectros associados
ao decaimento. Pode-se obter e quantificar diversas informagdes sobre os sistemas
estudados: a) formagdio de complexos ndo radiativos melanina-porfirinas no estado
fundamental; b) inser¢do de hormonios melanotropicos em vesiculas de fosfolipidios; c)
ocorréncia de mudangas conformacionais em melanotropinas na passagem de meio aquoso
para a fase lipidica; d) verificacdo de dobras estruturais em posigdes especificas na
sequéncia de bradicininas.
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ABSTRACT

Stéady state and time-resolved fluorescence were employed in the study of a)
interaction of melanins with cationic porphyrins; b) melanotropic hormones in aqueous
medium and in the presence of lipid vesicles; c) intramolecular distances in bradicinin
peptides. Typical results from fluorescence spectroscopy such as emission spectra,
intensities and quantum yields, polarization anisotropies and decay kinetics were obtained
for the systems under study. Stern-Volmer and Perrin's model for fluorescence quenching,
Gouy-Chapman's model for the electrostatic potencial of charged surfaces, Forster's model
for energy transfer, models of independent binding sites for the formation of complexes
and of tryptophan rotamers for multiexponential fluorescence decays in peptides were
used for the analysis of the experimental results. Several informations were obtained for
the above systems: a) formation of non radiative melanin-porphyrin complexes in the
ground state; b) insertion of melanotropic hormones in lipid vesicles, c¢) ocurrence of
conformational changes in melanotropins in the passage from the aqueous medium to the
lipid phase; d) ocurrence of structural turning in specific positions of the bradikinin

sequence.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1. A'Espectroscopia de Fluorescéncia.

Trata-se de técnica experimental de uso extenso na pesquisa de sistemas
biologicos. Seus principios foram estabelecidos hd bastante tempo e baseiam-se na
emissio de radiagio eletromagnética devido a transigdes eletronicas entre estados
eletrénicos excitados e estados de menor energia. Ao longo deste trabalho estaremos
falando exclusivamente de fluorescéncia ética, em que a radiagdo emitida corresponde a
regido visivel do espectro eletromagnético.

Algumas consideragdes de carater geral podem ser aqui colocadas, embora
devamos em seguida nos ater a caracteristicas especificas relacionadas ao uso da técnica
em sistemas biolégicos. Em principio a fluorescéncia € um processo de desexcitagdo de
estados eletronicos excitados e, da mesma forma que a absorgdo de luz, sua ocorréncia
depende da probabilidade de transigdo entre dois estados eletronicos. Essa probabilidade
envolve a interag@o entre a componente de campo elétrico da radiagdo eletromagnética e o
momento de dipolo da transi¢do eletronica entre o estado excitado e o estado fundamental
e € caracterizada pelo termo de probabilidade de emissdo espontanea A, entre o estado
excitado b e o estado fundamental a. Em seu retorno ao estado fundamental o elétron
permanece em um estado excitado por um tempo da ordem de 10-9 segundos. Este é um
tempo de ordem tal que a molécula no estado excitado interage com o meio, tornando a
emissdo de fluorescéncia um processo fortemente dependente das caracteristicas das
vizinhangas em que ela se encontra. Este aspecto da fluorescéncia torna-a bastante
atraente aos olhos de quem estuda processos e sistemas de interesse biologico pois uma
série de fenomenos ocorrem em tempos dessa ordem de grandeza.

Sendo a espectroscopia de fluorescéncia um assunto bastante extenso, devemos
aqui estabelecer algumas subdivisdes para tratar do mesmo. Em primeiro lugar as técnicas
de detecgdo da fluorescéncia subdividem-na em dois tipos de espectroscopias: de estado
estacionario, também chamada de fluorescéncia estatica e resolvida no tempo, chamada de
fluorescéncia com resolugdo temporal. Quanto as informagdes obtidas, diversos

pardmetros fluorescentes s3o utilizados: intensidade-ou rendimento quantico, espectros de
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emissdo e excitagdo, anisotropia de fluorescéncia, cinética de decaimento. Enquanto este
tltimo refere-se a espectroscopia com resolugdo temporal exclusivamente, os demais
podem ser discutidos tendo-se em mente os dois tipos de espectroscopia.

Cabem também umas poucas palavras sobre os fluoréforos ou moléculas
fluorescentes que serdo discutidos ao longo deste trabalho. Tratam-se de moléculas que
apresentam interesse biologico e que apresentam fluorescéncia quando excitadas com luz
na regido do visivel ou do ultravioleta proximo. As transi¢Ges eletronicas nessa faixa
espectral envolvem eletrons localizados em orbitais ®. Aqui serdo examinados trés
moléculas fluorescentes: porfirinas, triptofano e acido antranilico (aminobenzoil). Em cada
caso, informagGes especificas sobre os sistemas em estudo poderdo ser obtidas: no
primeiro caso, através da fluorescéncia de porfirinas, estudaremos pigmentos de melanina
e processos n3o radiativos de desexcitagio radiativa; no segundo caso, a fluorescéncia do
residuo triptofano nos dara informagdes sobre hormoénios melanotrépicos e interagdes
com lipidios;, no terceiro caso, a fluorescéncia do acido anatranilico, uma sonda
incorporada a peptideos da familia das bradicininas, permitira o estudo sobre a
determinagdo de distancias intramoleculares.

1.2. Os parametros de fluorescéncia.

A consideragdo inicial sobre dados obtidos experimentalmente diz respeito ao
espectro em energia da excitagdo e da emissdo fluorescente. O espectro de excitagdo da
fluorescéncia reflete as caracteristicas de absor¢do da radiagdo correspondentes as
transigdes eletronicas permitidas para o sistema em estudo. Por sua vez, o espectro de
emissdo usualmente espelha as transi¢gdes que ocorrem entre o estado eletrdnico singleto
excitado de mais baixa energia e o estado fundamental. Uma comparagdo direta entre
dados experimentais e previsdes tedricas sobre os espectros de absorgdo e fluorescéncia
s6 € possivel em alguns poucos casos. Os calculos mais exatos referem-se a moléculas
pequenas na fase gasosa. Métodos mais poderosos tém permitido calculos aproximados de
estrutura eletronica em moléculas maiores e normalmente podem ser obtidas estruturas
para moléculas de SO atomos em fase gasosa. Ocorre que a maioria das informagdes
relevantes para sistemas bioldgicos referem-se a moléculas imersas em meio aquoso ou em
solventes orginicos. Métodos que fazem a simulagio do meio tém sido empregados no
estudo da dependéncia entre posi¢do espectral e o meio em que o fluordforo esta imerso.

Apesar das dificuldades em se obter solugdes exatas para os niveis de energia
eletronicos em moléculas de interesse biologico, diversos procedimentos encontram
justificativa em raciocinios baseados na dependéncia entre as diferengas nos niveis de
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energia e a polaridade do solvente. Do ponto de vista das técnicas Oticas, a absorgdo €
menos sensivel que a fluorescéncia aos efeitos do meio, devido ao intervalo de tempo que
transcorre nos dois diferente eventos. Enquanto a absor¢do ocorre em tempos da ordem
de 10-15 segundos, a emissdo fluorescente ocorre em cerca de 10-9 segundos. Dessa
forma, no primeiro caso a interagdo ocorre com solvente e fluoréforo em equilibrio no
estado fundamental, J4 no segundo caso, o tempo transcorrido foi suficiente para que
houvesse relaxagdo do solvente em torno da nova disposigdo eletronica da molécula no
estado excitado. Assim, a polariza¢do do solvente acaba alterando os niveis de energia da
molécula, resultando em modifica¢do no espectro de emissdo fluorescente. Esse efeito, da
dependéncia do espectro com a polaridade do solvente € particularmente importante
quando o fluoréforo muda de meio, como por exemplo quando pode passar da fase
aquosa para a bicamada de lipidios, como veremos adiante.

Quanto a intensidade de fluorescéncia, deveriamos conhecer a probabilidade de
emiss@o espontanea 4, citada anteriormente, e sua relagdo com a intensidade do sinal. Na
realidade a emissdo fluorescente é um processo de desexcitagdo com emissdo de radiag@o,
que compete com formas nao radiativas de decaimento do estado excitado. Assim, para se
compreender uma variagdo na intensidade de fluorescéncia € importante conhecer os
modos de interagdo entre o fluoréforo e o meio, que podem aumentar ou diminuir a
ocorréncia de processos de desexcitagdo n3o radiativa. Entre estes processos, que
competem com a fluorescéncia, temos: desexcitagdo colisional, conversio a modos
vibracionais, aquecimento, passagem para estado fosforescente e interagdo com outras
moléculas do meio através de processos que suprimem a fluorescéncia, como transferéncia
de cargas, transferéncia de energia, acoplamentos vibracionais, etc. O chamado
rendimento quéntico da fluorescéncia (@), proporcional a intensidade do sinal, nos da a
fragdo de moléculas no estado singleto excitado que decai por emissao fluorescente:

onde k€ a taxa de decaimento por emissdo fluorescente € k,, representa as taxas de
decaimento ndo radiativo.

Um outro conjunto de informag¢des pode ser obtido experimentalmente a partir de
medidas efetuadas com resolug@o temporal. A chamada cinética de decaimento nos da o
perfil temporal de decaimento por emissio de luz de um fluoréforo, de seu estado
excitado para o estado fundamental. Essa emissdo, como vimos acima, ocorre a uma taxa
kre compete com processos nio radiativos de volta ao estado fundamental. Em casos mais
simples, quando uma espécie fluorescente encontra-se disposta de modo homogéneo em
um meio, a desexcitagdo obedece a uma lei simples de decaimento exponencial. Chamando
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de C,, a concentragdo de espécies no estado excitado singleto, sua variagdo temporal
quando do retorno ao estado fundamentao € dada por

~d(Gy)fdt =k + 3k )(G) (12)
A solugdo da equag@o ¢
Cy(1) = G, (0)e™* (1.3)

sendo que Cp(0) € a concentragdo no instante inicial e Ty € o tempo de decaimento
observado experimentalmente, que € expresso em termos das taxas de desexcitagdo por:

1f :(kf+zk)7r)—1 (1.4)

A taxa de fluorescéncia kfé uma propriedade intrinseca da molécula fluorescente e
equivale & probabilidade de emiss@o espontanea do estado excitado (4;,), estando por sua
vez relacionado a um tempo de vida radiativo intrinseco (tg) através de kr = A4,, = 1/7¢
Com isso, usando (1.1) e (1.4), vem que @ = zd1p.

Frequentemente verificam-se desvios do comportamento monoexponencial, que
podem refletir a ocorréncia de diferentes espécies fluorescentes ou hetereogeneidades de
distribui¢des de fluoréforos. A analise das cinéticas de decaimento oferece um conjunto
adicional de pardmetros representativos da estrutura eletronica do fluoréforo em estudo e
dos processos de interagdo com as vizinhangas.

Ainda durante o tempo em que a molécula fluorescente permanece no estado
excitado podem ocorrer movimentos que levam a desorientagdo dos dipolos de transigdo.
Nesse caso, havendo incidéncia de luz polarizada sobre a amostra, pode ocorrer que a
radiacio emitida contenha componentes polarizadas em dire¢des perpendiculares a
incidente. A chamada anisotropia da fluorescéncia (A) mede o grau de variagdo na diregdo
emissdo de uma radiag@o polarizada absorvida pela amostra:

S/ k/h (1.5)
Iy+21,
Ela ¢ indicativa do grau de mobilidade de um determinado fluoréforo e depende das
restrigdes impostas pelo meio ao seu movimento. Estudos sobre a anisotropia de
fluorescéncia podem ser esclarecedores sobre o grau de organizagio do meio em que a
molécula fluorescente esta inserida. Ela permite, por exemplo, distinguir ambientes como
um meio aquoso e uma fase lipidica.

Esse conjunto de parametros foi utilizado para os fluoréforos listados
anteriormente, dentro dos respectivos sistemas biologicos sobre os quais pretende-se obter
informagdes e cada um deles sera apresentado separadamente nos capitulos seguintes. No
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estudo da interagao entre porfirinas e melaninas (Capitulo 2), aparecem como parametros
relevantes a posig3o espectral e a intensidade fluorescéncia. A supressio da fluorescéncia
e a analise do perfil de decaimento permitiram a formulagdo de modelo segundo o qual
formam-se complexos ndo fluorescentes no estado fundamental, com a melanina agindo
como meio para dissipagdo ndo radiativa da fluorescéncia das porfirinas. Neste caso, as
medidas feitas utilizaram-se das propriedades fluorescentes das proprias porfirinas.

No estudo de melanotropinas, apresentado no Capitulo 3, a posi¢do espectral, a
intensidade, a anisotropia e os tempos de vida (cinéticas de decaimento) permitem
verificar a ocorréncia de modificagdes na vizinhanga do residuo triptofano, compativeis
com sua passagem da fase aquosa para a fase lipidica, associada a mudangas
conformacionais. Esta hipotese é reforgada por dados de supressdo da fluorescéncia com
o uso do método da paralaxe. Os dados estimularam a modelagem do horménio por
métodos como dindmica molecular e algebra matricial. Neste caso fizemos uso da sonda
intrinseca triptofano, presente na sequéncia primaria do peptideo. Em particular ha que se
considerar que a fluorescéncia do triptofano representa por si s6 um campo de pesquisa
dentro do qual permanecem em aberto varias questdes.

O Capitulo 4 apresenta o estudo de distancias intramoleculares em peptideos, no
qual o processo de transferéncia ressonante de energia permitiu, a partir de medidas de
intensidade de fluorescéncia em estado estacionario e com resolugdo temporal, a
determinagdo de comprimentos de peptideos, bem como a indicagdo de ocorréncia de
dobras na estrutura secundaria da classe de peptideos pertencentes a familia das
bradicininas. Neste caso, foram necessarias sondas externas, tanto para o fluoréforo como

para o receptor de energia.
1.3. Materiais e Métodos

Melanina: a sintese da melanina foi feita através da auto-oxidagio de L-3,4-
dihidrosifenilalanina (L-Dopa), de acordo com procedimentos padronizados (Sealy, 1984).
Em resumo, 50 mg de L-Dopa foram dissolvidos em 100 ml de agua bidistilada e o pH da
solugdo foi ajustada a 9.0 pelo acréscimo de NaOH. Apoés 1 semana sob fluxo de oxigénio
obteve-se uma solugdo preta com pH em torno de 5.0. A solugio foi dializada para
eliminar moléculas com peso molecular acima de 5000. A solugdo remanescente foi
evaporada, resultando em po preto solivel em agua a pH's acima de 5.0.

Porfirinas: De acordo com o método de Fleischer (1962) foram preparadas as
porfirinas catidnicas meso-tetraquis(1-metilpiridinium-4il)-porfirina (TMPyP) e zinco (II)
meso-tetraquis(1-metilpiridinium-4il)-porfirina (ZnTMPyP). Meso-tetraquis(1-metilpiridi-
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nium-4il)-porfirina. (TBzPyP) foi preparada por alquilagio de meso-tetraquis(4-piridil)-
porfirina (TPyP) com cloreto de benzila em dimetilformamida ou misturas
clorof6érmio:etanol. Zinco an meso-tetraquis(1-metilpiridinium-4il)-porfirina
Zn(TBzPyP) foi obtida por alquilagio de zinco(II) meso-tetraquis(4-piridil)-porfirina
(ZnTPyP) com cloreto de benzila em mistura cloroformio-etanol. As preparagdes foram
realizadas por G.C.Azzellini, do Instituto de Quimica da USP.

Hormonios peptideos: estas moléculas foram obtidas a partir de colaboragdes
mantidas com outros laboratorios, Assim, os hormdnios melanotropicos foram preparados
no laboratério do Prof. V. Hruby da Universidade do Arizona, e peptideos da familia das
bradicininas foram preparados no laboratorio do Prof. L. Juliano, da Escola Paulista de
Medicina.

Lipidios. Os diversos lipidios empregados, inclusives os lipidios marcados com
grupos supressores de fuorescéncia foram adquiridos da Avanti Polar Lipids, Birmingham,
Al (USA).

Equipamentos: Diversos equipamentos foram utilizados nos trabalhos aqui
apresentados. Utilizamos os espectrofotometros Varian DMS200 ou HP . As medidas de
flurescéncia de estado estacionario foram efetuadas em espectrofluorimetros SLM-
Aminco 8000C ou Hitachi 3010. Os experimentos de fluorescéncia com resolugio
temporal foram executados em equipamento Edimburgh FL900 ou em sistema montado
pelo Prof. A. G. Szabo do National Research Council Canada, baseado em excitagdo por
laser pulsado de argbnio Spectra Physics operando a 825 kHz, com dobrador de
frequéncia, e detec¢do em placa microcanal Hamamatsu 1564U-01. Medidas de
Ressonéncia Paramagnética Eletronica foram realizadas em espectrometro Varian E 109
do Instituto de Fisica e Quimica de Sdo Carlos - USP.
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CAPITULO 2

PORFIRINAS E DESEXCITACAO NAO RADIATIVA EM MELANINAS

Ilustramos neste capitulo o caso em que a fluorescéncia pode ser utilizada para
caracterizar a interagdo entre moléculas. Os fluoréforos em consideragdo sdo diferentes
tipos de porfirina e, aqui, mudangas espectrais e de intensidade, tipicas do fendmeno de
supressdo da fluorescéncia, servem como indicadores da forma{:ﬁo de complexos entre
melaninas e porfirinas cati6nicas. O tipo de supressdo € determinado a partir de medidas
de fluorescéncia com resolugdo temporal. Os resultados demonstram a importdncia da
melanina na desexcitagdo de moléculas sensibilizadoras, através de modos vibracionais

estendidos na melanina.

2.1. O problema das fungdes da melanina e caracteristicas de dissipagdo de
energia.

A denominagio "melaninas" € apenas operacional e refere-se a moléculas de
composi¢do e estrutura ndo muito bem definidas, mas que resultam de precursores
fendlicos como tirosina € dopamina, que sofrem reagdes de oxidagdo e redugio,
concomitantes a um processo de polimerizagio. O polimero resultante ndo contem uma
unidade monomérica unica, mas apresenta também moléculas intermediarias que surgem
nas reagdes de oxidagdo-redugdo. As proprias melaninas, por sua vez, sio classificadas em
grupos conforme o precursor de onde se origine, sendo que o grupo mais freqiiente e
melhor estudado € denominado eumelanina e compreende polimeros de indol-quinonas.
Uma caracteristica macroscopica da eumelanina é sua cor escura, como a encontrada em
diversas espécies animais (Prota, 1980).

A sintese de pigmentos de melanina ocorre sobre uma matriz proteica dentro do

melanossomo, uma organela subcelular circundada por uma membrana lipidica e

localizada no interior do melanécito, a célula na qual ocorrem eventos relacionados a
pigmentagdo epidérmica (Jimbow et al,,1982). A organela intacta nio tem sido muito
estudada (Bridelli et al., 1986) mas, devido a sua aparencia compacta, admite-se que seu
comportamento esteja mais proximo a cadeias de polimeros que de moléculas isoladas em
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solugdo. Nesse contexto, um modelo derivado do comportamento do pigmento em estado
solido pareceria ser mais adequado. Todavia € necessario levar em conta que o pigmento
dentro do melanossomo n3o se encontra isolado, ressaltando-se a importancia do estudo
das interagOes com outras moleculas.

Espectroscopias Opticas e de ressonancia paramagnética tém fornecido diversas
informagdes sobre o pigmento: Medidas de absorgdo Optica evidenciam o carater
absorvedor de luz UV/visivel, relacionado por sua vez ao papel fotoprotetor do sistema
pigmentar. Quanto a fluorescéncia, as melaninas sdo moléculas com baixo rendimento
quantico de emissdo fluorescente. A desexcitagio de estados eletronicos excitados se faz
predominantemente por processos ndo radiativos, envolvendo dissipagdo por vibragdes da
rede, conforme verificado por espectroscopia fotoacustica (Crippa & Viappiani, 1990).
Outros processos de dissipagdo envolvem estados excitados tipletos e formagdo de
radicais livres, como verificado por ressonidncia paramagnética eletronica (Sealy et
al.,1980).

Fig.2.1- Modélo estrutural para a melanina

As melaninas tém sido estudadas -tanto na sua forma natural como na forma
sintética. A sintese mais comumente empregada envolve oxidagio da molécula precursora
dihidroxifenilalanina (L-dopa) e propriedades Opticas da melanina de L-dopa reproduzem
em linhas gerais 0 comportamento do pigmento extraido do tecido natural. O polimero
formado € heterogéneo (Figura 2.1), contendo unidades quinonas e hidroquinonas em
equilibrio (Sealy et al., 1980). A presenc¢a de unidades semiquinona, segundo calculos de
orbitais moleculares (Galvio & Caldas, 1988), faz com que a estrutura eletronica do
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polimero possa aprisionar elétrons em orbitais ligantes presentes em estados de ponta.
Dessa forma o paramagnetismo intrinseco da melanina pode ser associado a existéncia de
formas semiquinona no polimero.E importante notar que as propriedades eletronicas do
polimero dependerdo do estado fisico no qual ele se encontra; quando em estado sélido,
os orbitais moleculares se estenderdo para uma estrutura de bandas em que tornam-se
importantes fen6menos como promo¢do de eletrons para banda de condugio e
recombinagdes com vacdncias. O comportamento tipico de semicondutor amorfo foi
observado para amostras de melanina natural e sintética (Kawamura, 1986; Crippa et al.,
1978).

Por sua vez, para moléculas do polimero dispersas em solugdo, tornam-se
importantes os efeitos resultantes de interagdes com moléculas vizinhas, tanto no escuro
como sob iluminagdo. Podem-se citar, por exemplo, que no escuro ocorre a mediagdo da
melanina na oxidagdo de NADH (NAD, nicotinamide adenine dincleotide) e na redugdo de
Fe(CN)63' (Gan et al., 1974,1976), bem como sua interagdo com o metabolito
neurotoxico MPP* (methylphenylpyridine), com consequencias relevantes relacionadas ao
parkinsionismo (D'Amato et al., 1986). Sob iluminagdo, podem ser citados os efeitos de
irradiagdo UV e da presenga de BSA (bovine serum albumine) na oxidagio de NADH
mediada pela melanina (Crippa & Mazzini, 1983, Ito & Crippa, 1986). Sabe-se também
que a melanina interage com O», levando a produgé@o de superoxido e, sob iluminagdo,
originando peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila (Sarna et al., 1980; Korytowski et
al, 1987). Em nosso laboratorio tem sido pesquisada a interagdo melaninas-proteinas
(Kawamura, 1986; Pascutti & Ito, 1992) e os resultados tendem a mostrar que a fungio
biolégia do pigmento é mais complexa que a sugerida por um simples papel passivo de
proteg@o frente a radiagdo luminosa. Mais ainda, efeitos de fotosensibilizagdo, como um
aumento da concentragio de radicais livres fotoinduzidos na melanina, foram observados
quando o pigmento foi irradiado na presenga de corantes como Rosa de Bengala (Sealy et
al,, 1984; Sarna et al., 1985). Se, por um lado a melanina pode suprimir estados excitados
de porfirinas cati6nicas como (4-N,N,N,N-trimetil-anilinium)porfirina (Bielec at al., 1986),
a interagdo com flavinas através de efeitos hidrofobicos, ndo resulta em supressdo do
estado singleto excitado do corante (Kozik et al, 1991). Face a resultados dessa ordem,
admite-se que, ao se avaliar a fotoprotegdo pela melanina, deva ser levada em conta a
interagdo do pigmento com agentes fotoprotetores ou fotosensibilizadores (Kollias et al.,
1991).

Por sua vez, porfirinas naturais tém sido utilizadas como sensibilizadores em
terapia fotodinamica, particularmente protoporfirina IX e derivados de hematoporfirinas.
(Girotti, 1979; Jori & Perria, 1985; Ho et al., 1988). Pouca atengdo tem sido dedicada ao
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uso de derivados de porfirinas sintéticas que apresentam a vantagem de poderem ser
preparadas com diferentes hidrofobicidades, cargas e coordenagdo a metais. Devido ao
grande interésse nas porfirinas em terapia fotodinimica, também tem sido estudada a
interagdo das mesmas com melaninas, tendo sido verificada a ocorréncia de ligagdo entre
melanina e a porfirina catidnica tetra(4-N,N,N,N-trimetil-anilinium)porfirina, com a
supressao de estados excitados da porfirina.(Bielec et al., 1986.). Usando a espectroscopia
de fluorescéncia, investigamos a interagio de melaninas sintetizadas de L-dopa e um
grupo de 4 porfirinas cationicas: meso-tetraquis(1-metilpiridinium-4il)-porfirina (TMPyP),
meso-tetraquis(1-benzilpiridinium-4il)-porfirina (TBzPyP) e os seus respectivos derivados
contendo zinco, ou seja, zinco(II)meso-tetraquis(1-metilpiridinium-4il)-porfirina
(ZnTMPyP) e zinco(II) meso-tetraquis(1-metilpiridinium-4il)-porfirina (ZnTBzPyP)
(Figura 2.2).

TETRABENZYLPYRIDYL | |
R R
A N
re —0  Sw— CH, | H I
. N N
TETRAMETHYLPYRIDYL / \
\ H
R = / N'—CH, — N —
S R R

Fig. 2.2. Estrutura esqumatica das porfirinas cationicas.

2.2. Caracteristicas espectroscopicas das porfirinas: bandas Soret e banda Q,
dependencia com grupos laterais ¢ metal.

As propriedades de absorgdo e fluorescéncia das porfirinas estudadas, assim como
das porfirinas de um modo geral, resultam dos orbitais © que compdem a estrutura
eletronica do macrociclo contendo 4 anéis pirrdlicos. Nas porfirinas de base livre (sem
metal), dois atomos de hidrogénio ligam-se a nitrogénios do centro do anel, normalmente
opostos entre si, resultando em estrutura planar com grupo de ponto de simetria Do, E
caracteristica das porfirinas base livre uma intensa banda de absor¢do na regido proxima a

10
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400 nm, denominada banda Soret (ou banda B), e quatro bandas na regido entre 500 nm e
650 nm, denominadas banda Q, com intensidade de uma a duas ordens de grandeza mais

fracas que a banda Soret (Figura 2.3).

0.200

0260

0420

Abs,

0,080

0.040

0.000 =00 6000 6500 7000 700
Nom)

Fig.2.3. Espectro de Absorgdo Optica da TMPyP em tampao fosfato
0.01M, pH 7.0, concentragdo 10uM, na regido da banda B.

Em metaloporfirinas, o metal ocupa posi¢do central no anel, coordenado aos
quatro atomos de nitrogénio. Com isso, a simetria da estrutura sobe de Doy, para Dy, € as
quatro bandas Q reduzem-se a duas. Uma evidéncia adicional de que a absorgio otica das
metaloporfirinas tem origem no mesmo cromoforo esta na pouca dependéncia de seus
espectros eletronicos com o metal central. Admite-se que as duas bandas Q
correspondam, uma, a transi¢gdo fundamental Q(0,0), e a outra, ao seu ramo vibracional
Q(0,1). Nas porfirinas de base livre, existem duas transigdes fundamentais Q4(0,0) e
Qy(0,0), cada uma com seus ramos vibracionais Qy(0,1) e Qy(O, 1) (Gouterman, 1978).

As porfirinas cationicas que estudamos apresentam o padrdo espectral que
acabamos de descrever, com bandas Soret bastante intensas e o aparecimento de duas
bandas Q nas zinco porfirinas e quatro bandas Q nas porfirinas de base livre. A troca do
grupo lateral metila pelo grupo benzil ndo altera significativamente as posigdes nem as
intensidades das bandas. Modificagdes mais significativas sdo observadas quando da
coordenagdo com o zinco, a qual provoca o deslocamento espectral da banda B para o
vermelho, afetando igualmente tanto a TMPyP quanto a TBzPyP (Tabelas 2.1 e 2.2).

11
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Tabela 2.1. Posigdes espectrais das bandas de absorgio das porfirinas (em nm), medidas
em tampdo fosfato 0.01M, pH 7.0. a) transi¢do Q(0,1);. b) transigdo Q(0,0)

porfirina B(0,0) | Qu(0.1) | Qy0,0) | Qx(0.1) | Qx(0,0)
TMPyP 422 519 557 586 643
TBzPyP 427 521 558 587 643
ZnTMPyP 437 5658 6070
ZnTBZzPyP 440 5663 6090

Tabela 2.2. Coeficientes de extingdo (105Mcm1) das bandas de absorgdo das porfirinas,
medidas em tampao fosfato 0.01M, pH 7.0. @) transigdo Q(0,1); b) transi¢io Q(0,0)

porfirina | B(0,0) Qu(0,1) | Qu(0,0) | Qx(0,1) | Qx(0,0)
TMPyP 2.4 0.15 0.056 0.064 0.015
TBzPyP 1.9 0.14 0.062 0.064 0.027
ZnTMPyP 2.1 0.1752 0.0560
ZnTBzPyP 1.7 0.158 0.0620

Excitagdo das porfirinas TMPyP, TBzPyP, ZnTMPyP e¢ ZnTBzPyP, tanto na
banda Soret como nas bandas Q resultaram em emissdo fluorescente na regido entre 600
nm. e 800 nm (Figura 2.4). Da mesma forma que na Absorgao Otica, espectros de emisséo
diferentes foram obtidos para as bases livres, comparadas as porfirinas metalicas, devido
as diferentes simetrias dos compdstos, sendo o maximo de emissdo das porfirinas de base
livre deslocado em diregio ao vermelho (Tabela 2.3). A coordenagdo com o metal tem
consequéncias mais importante na estrutura eletronica que o tipo de ligante pendurado no
anel pirrolico, mostrando que a estrutura depende fortemente da simetria do anel e menos
drasticamente da deslocalizagdo eletronica resultante da ligagdo dos grupos laterais. Os
rendimentos quénticos das porfirinas catidnicas foram determinados por comparagdo com
padrdo de TPP utilizado como referéncia, resultando em valores relativamente baixos,
entre 0.02 e 0.04 (Tabela 2.3).

Verificou-se a possibilidade de formagdo de dimeros, acompanhando-se a
dependéncia entre a absorbancia nos espectros de A.O. e intensidade de fluorescéncia em
fungdo da concentrag@o de porfirinas, verificando-se comportamento linear no intervalo de
concentragdes de 4x10-8 a 2x10-4M (Figura 2.5). Essa linearidade indica que no ocorreu
formagdo de agregados nesse iintervalo de concentragdes, ndo sendo possivel observar
evidéncias de formagdo de dimeros.(Brokfield, 1985).

12
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Fig. 2.4. Espectros de fluorescéncia das porfirinas em tampao fosfato 0.01M, pH
7.0. concentragdo 6x10-°M, excitagio 520 nm para as bases livres e 565 para as zinco-porfirinas.
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Fig. 2.5. Dependéncia entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de
TMPyP em tampio fosfato 0.01M, pH 7.0. Excitagdo em 420 nm.
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2.3. Interagdo com melaninas: modificagdes no espectro eletronico das porfirinas e
supressdo da fluorescéncia por melanina.

Alteragdes nas estruturas eletronicas das porfirinas foram verificadas com a
presenga de melanina no meio. O acréscimo de melanina resultou no deslocamento do
espectro, tanto da banda B como das bandas Q, para o vermelho, com redugdo da
intensidade e alargamento das bandas. (Figura 2.6) Deve-se notar que nenhuma mudanga
espectral devido a presenga de melanina foi observada na porfirina anidnica
tetrasulfonatofenilporfirina (TPPS). Acredita-se que na estrutura heterogénea das
melaninas ocorram varias formas anidnicas de grupos fendlicos e carboxilicos. A presenga
de carga residual positiva nas porfirinas € um requisito necessario para que ocorra
interagdo, sugerindo que nela estejam envolvidos atomos de nitrogénio dos grupos piridil
das porfirinas e cargas negativas dos grupos quinona, semiquinona, hidroquinona e
carboxila das melaninas. Estes resultados configuram uma evidéncia adicional do carater

anidnico dos polimeros de L-Dopa melanina.

i T T
0100 < [MEL] ug/ml -
Ll a—0O
O o7l b— 042 |
;I ‘ c—0.24
m d—0.80
Do: C.O50 e—1.20 -
8
< 025 -
0.000

400 25 250 475 500
WAVELENGTH (nm)

Fig. 2.6. Variagdo do espectro de absorgdo 6tica da TBzPyP devido a presenca de
melanina. Concentragio de porfirina 6x10°M, tampio fosfato 0.01 M, pH 7.0.
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A interagdo nio altera a simetria do macrociclo central, uma vez que ficaram
mantidos os numeros de duas bandas Q nas zincoporfirinas e quatro bandas nas porfirinas
de base livre. As modificagdes espectrais, deslocamento para o vermelho, diminuigdo de
intensidade e alargamento da banda s@o similares ao verificado na formagao de complexos
entre TMPyP e compostos aromaticos como PFL™ (cation proflavina 3,6-dimetilacridinio)
e AQS- (9,10-antraquinona-2-sulfonato) (Kano et al., 1987). De acordo com Gouterman
(1961), podem-se atribuir as mudangas observadas a uma maior deslocalizagio dos
orbitais T e a uma intensificagdo relativa das componentes vibracionais das bandas Q,
indicando um maior acoplamento entre os estados Sq e S>.

Espectros de fluorescéncia de porfirinas catidnicas apresentaram redugio de
intensidade com o acréscimo de melanina, sem mudangas na posi¢do espectral (Figura
2.7). A excitagio ocorreu em comprimentos de onda em que nos quais a absorbancia
manteve-se constante, de modo que a supressio ndo foi produto de efeitos como o de
filtro interno.

~— 7 ¥ L3 L l 1] ] T lj T ) i Ll | LB 1 ) | 1
wm
— 6 [MEL ug/ml]
= F g a-0
D
. SF b b-0.04 7]
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> 3 e e-017 -
—
) 2
=
Ll
— 1
=

O N 1 1 1 N :

600 650 700 790 800

WAVELENGTH (nm)

Fig. 2.7. Espectros de fluorescéncia da TBzPyP em presenca de melanina.
Concentragdo 6x10-°M, tampio fosfato 0.01 M, pH 7.0, excitagio em 425 nm.

Uma descri¢do da supressdo pode ser dada pela chamada equagdo de Stern-
Volmer. A intensidade de fluorescéncia de um fluoroforo € proporcional a sua
concentragdo no estado excitado [F*]. Sob iluminagdo continua, havera uma populagio

i5



A

Y D NEPRIREY
v ey

£,

’

AN Bl I e g iy

N e

pne,

N e

e

i

@ Fe

constante de fluoroforos excitados, de modo que d[F*]/dt = O . As equagdes diferenciais

que relacionam [F*] na auséncia e na presenga de supressor sdo

@ = fi)-T[F*]o=0 2.1)
(4
AP~ f-@ + kioniP e 0 22)

onde f{1) € a fungdo constante de excitagiio, I’ é a taxa de decaimento do fluoréforo na
auséncia de supressor, [Q] € a concentragdo de supressor e kq € a constante de supressdo
bimolecular. Esta constante depende da frequencia colisional do fluoréforo com o
supressor ¢ da eficiéncia de supressdo. A eficiéncia de supressdo ¢ a fragdo de encontros
colisionais que s3o efetivos para a supressdo, podendo variarde O a 1.

A combinagio das equagdes (2.1) e (2.2) leva a

[F*)s _ T+kdQ] 23)
[F*] I '
ou, % =1+ Ko[Q] (2.4)

onde F e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga de supressor,
respectivamente. Esta tltima equacdo ¢ a chamada equagio de Stern-Volmer. Espera-se
dessa equagiio uma dependéncia linear entre a razio Fo/F e a concentragio [Q] da

molécula supressora.

5

(3]

0 c2

06 o8 40

04
[Mel] (pg/mi)

Fig. 2.8. Plot de Stem-Volmer para TMPyP em presenga de melanina (em tampao
fosfato 0.01M, pH 7.0, concentragdo 10 uM, excitagdo 586 nm.
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Quando ocorre formagdo de complexos entre fluoréforo e supressor, a constante
de Stern-Volmer tem o significado de costante de associagdo, na suposigio de um
equilibrio de reagdo do tipo P+ M « PM . No caso da supressdo na fluorescéncia da
porfirina provocada pela melanina, ndo ocorre essa dependéncia linear, verificando-se o
chamado desvio positivo da equagio de Stern-Volmer (Figura 2.8). Utilizaremos
informagdes obtidas das medidas de cinética do decaimento da fluorescéncia para a analise
da supressdo da fluorescéncia das porfirinas.

2.4. Decaimento da fluorescéncia de porfirinas e melano-porfirinas

Tempos de vida da fluorescéncia das porfirinas foram medidos com excitagdo na
banda Q, em 580 nm para zinco porfirinas € 586 nm para as porfirinas de base livre. Foi
examinado o decaimento em varios comprimentos de onda de emissdo, observando-se
decaimento multiexponential, sendo que uma componente proxima a 5 ns é predominante
para as porfirinas base livre e a fluorescéncia das zinco porfirinas € quase que totalmente
devida a componente de cerca de 1.2 ns. Componentes mais rapidas, com tempos de vida
na faixa de picosegundos também puderam ser detetadas, porém com pequena
contribuigio para a fluorescéncia total das porfirinas (Tabela 2.3). A ocorréncia de
espécies com tempos de vida na faixa de 1.5 ns nas porfirinas de base livre pode ser
devido a presenca de contaminantes na preparagao.

A supressdo da fluorescéncia pela melanina deve ser interpretada analisando-se
conjuntamente os dados de estado estaciondrio e de resolugdo temporal. Examinou-se,
para cada porfirina estudada, o decaimento fluorescente a varias concentragdes de
melanina. Observou-se, de maneira geral, que os tempos de vida ficaram praticamente.
constantes, independente da concentracdo de melanina, 0 que permitiu que se fizesse uma
analise global dos dados obtidos a diferentes concentragdes de melanina, obtendo-se os
resulltados mostrados na Tabela 2.4. Os dados dessa tabela podem ser comparados com
os da Tabela 2.3, verificando-se que os tempos de decaimento ndo s@o significativamente
modificados com o acréscimo de melanina, ocorrendo apenas algumas alteragdes menores
nas populagdes relativas. Houve também o aparecimento de contribui¢Ges de espécies de
tempo muito curto, devido a um aumento no espalhamento, associado a formagé@o de

composto menos soluvel que acabava por sedimentar apos algum tempo de repouso.
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O resultado importante a ser considerado € a constancia do tempo de vida, que
deve ser confrontada com a grande diminui¢do da intensidade de fluorescéncia. Podemos
interpretar o processo de supressdo como originario da formagdo de complexos melanina-
porfirina no estado fundamental e, sendo os complexos ndo fluorescentes, a emissio
observada € proveniente de moléculas de porfirinas ndo complexadas, cuja concentragdo
diminui com o acréscimo de melanina ao meio. Por outro lado, os resultados indicam que
a melanina dissipa a energia de excitagdo eletronica da porfirina por processos nao

radiativos.

Tabela 2.3. Propriedades de fluorescéncia das porfirinas (10‘5M), em tampdo fosfato 10
mM, pH 7.0. Dados de tempo de vida resultaram de analise global em conjunto de
comprimentos de onda entre 610 ¢ 730 nm

e

Porfirinas Quantum yield | Tempo de vida (ns) Contrib. frac. (%) Emissdo
1] 1) 13 B Fs (nm)
TMPyP 0.024 5.06 1.56 0.026 | 947 | 4.6 0.7 640
976 | 24 - 700
TBzPyP 0.040 4.32 1.94 0.039 | 904 | 8.6 1.0 640
90.5 | 11.6 - 700
ZnTMPyP 0.022 1.29 0.33 98.5 1.5 - 640
ZnTBzPyP 0.031 1.17 0.026 99.0 1.0 - 640

Tabela 2.4. Parametros de fluorescéncia resolvida no tempo para porfirinas (10'5M) em
presenga de melanina. Dados resultaram de analise global de conjunto de concentragdes de
melanina entre zero e o valor maximo de [M] apresentado na tabela.

Porfirinas Mlmax Tempo de vida (ns) Contrib. frac. (%) Emissdo
(ng/mi) T Ty T3 F] F2 F3 (nm)
TMPyP 6.0 5.00 1.33 0.008 50.1 9.3 0.6 675
TBzPyP 7.2 4.10 1.44 0.005 90.2 9.4 0.4 675
ZnTMPyP 7.2 1.30 0.62 0.008 94.9 4.1 1.0 640
ZnTBzPyP 6.0 1.20 0.72 0.003 92.3 6.1 1.6 640

Cabe observar que o padrio de modificagdes introduzidas pela melanina em
porfirinas cationicas ndo é observado em porfirinas anidnicas como a tetrasulfonatofenil-
porfirina, cuja fluorescéncia foi apenas ligeiramente modificada pelo pigmento. Além
disso, em presenga de micelas de sédio dodecil sulfato (SDS) o efeito de supressdo pela
melanina também era bastante reduzido. Neste caso, as micelas constituiam-se em
envoltorio carregado negativamente em torno das porfirinas (Kano et al, 1987), reduzindo

sensivelmente a interagdo entre as porfirinas catidnicas e a melanina, evidenciando a
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importancia de efeitos eletrostaticos na interagdo. A melanina é um polimero heterogéneo,
no qual cargas negativas podem ser estabilizadas, tanto nos grupos fenol ou carboxila
presentes na molécula (Sealy et al,, 1980), como em niveis para aprisionamento de
eléetrons na estrutura eletronica do polimero (Galvdo e Caldas, 1988). Dessa forma, a
formagdo de complexos entre porfirinas e melaninas pode ocorrer a razdes
estequiométricas diferentes de um, como alids sugerem também os desvios positivos do
plot de Stern-Volmer, que fazem supor uma interagdo envolvendo uma molécula de
porfirina e n moléculas de melanina. Essas consideragGes serdo levadas em conta na
determinagdo das constantes de ligagdo entre porfirinas e melaninas.

2.5. Formagdo de complexos no estado fundamental. Determinag@o das constantes
de ligagao

Supondo que o processo de formagdo de complexos melanina-porfirinas obedece a

relagdo

M+nP— MP,» (2.5)

na qual uma molécula de melanina interage com n moléculas de porfirina, formando o
complexo MP,, e também que o processo envolva n sitios de ligagdo independentes,

pode-se definir a constante de dissociagdo no equilibrio, K4, como

[f gj[\ff\:f]f ] (2.6)

onde [Pf] € a concentragdo de porfirina livre, [Mf] é a concentragdo de melanina livre e
[PMj] € a concentrag@o de moléculas do complexo melanina-porfirina, com a suposigio
de que os sitios de ligagdo sio independentes entre si. A expressdo pode ser modificada

para a forma usual do plot de Scatchard:

X n X

—_— 2.7)

[Pf] Kis Ka

sendo X =[Pp]/[M] a razdo entre a concentragdo de porfirina ligada e a concentragdo de
melanina. |

Lembrando que, com a formagdo de complexos, a fluorescéncia remanescente era

devido 4 emissdo por parte de porfirinas ndo complexadas, foi possivel utilizar a
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espectroscopia de fluorescéncia para a determinagio da fragdo de porfirinas livres no meio
e, consequentemente, a concentragdo de porfirinas ligadas a moléculas de melanina. Nas
relagdes acima, trabalhou-se com a hipétese de que a concentragdo de porfirina era baixa,
comparada a de melanina. Adotou-se entdo o procedimento de se adicionar aliquotas

T conhecidas de porfirina a uma dada quantidade de melanina presente em excesso no meio,
7 em relagdo a concentragdo de porfirina. A intensidade de fluorescéncia nessas condigdes
< foi medida e comparada com a intensidade emitida por uma mesma quantidade de

porfirina, na auséncia de melanina. O resultado dessa comparagdo correspondia a
concentragdo de porfirina livre presente no meio e, através desta era obtida também a
concentragdo de porfirina complexada a melanina. Com estes dados, procedeu-se a

ARy Ay
£ 3

constru¢50 dos graficos de Scatchard segundo a equagido (2.7).

gl

g , , . . . . ~
} Os graficos mostraram que ocorre desvio da linearidade prevista na equagdo (2.7),
apresentando comportamento que sugere a existéncia de mais de uma classe de sitios de
ligagdo independentes na melanina para interagdo com as porfirinas. Foram feitas
£ simulagdes numéricas para o modelo de ligagdo com duas classes de sitios independentes,
resultando em bom ajuste com os dados experimentais (Figura 2.9 ).
: 50
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\ Fig. 2.9. Plot de Scatchard para a formagdo de complexos ZnTMPyP-melanina em
tampdéo fosfato 0.01M, pH 7.0. Concentragio de melanina 1.0 pg/ml, concentragdes de porfirina
- no intervalo de 0.1 a 0.6 uM. O pardmetro r refere-se a concentragio de porfirina ligada (LM) por
L concentragdo unitana de melanina (ug/ml). Cy € a concentragdo de porfirina livre (uM).
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A existéncia de duas classes de sitios de ligagdo foi também observada nos estudos sobre a
interagdo entre melanina e flavinas. Os valores de K4 e n para a ligagio melanina-porfirina
dependem, tanto da natureza dos grupos laterais como da presenga do metal coordenado

no centro do anel (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Constantes de dissociagdo (Kg;) € concentragio (n;) de porfirina ligada por
unidade de concentragdo (pg/ml) de melanina.

Complexos K41 (10-8M) Kqp (10-8M) n}(uM) ny(uM)
TMPyP 0.34+0.01 3.540.1 0.17+0.01 0.24+0.1
TBzPyP 0.68+0.03 4.6+0.2 0.24+0.01 0.44+0.2

ZnTMPyP 0.19+0.01 2.440.2 0.13+0.01 0.21+0.1

ZnTBzPyP 0.24+0.02 2.7+0.2 0.22+0.01 0.30+0.1

As zinco porfirinas apresentam valores menores de K4 que as porfirinas de base
livre, implicando em associagdo mais forte entre zinco porfirinas e melanina. Sabe-se que
diferentes metais como Mg2*, Zn2*, Al3*, ligam-se a melaninas formando quelatos através
de grupos carboxila ou semiquinona (Sealy et al, 1980). Embora os atomos de zinco ja
estejam tetracoordenados ao anel da porfirina, € ainda possivel uma quinta coordenagio
com grupos negativos na melanina atuando como ligantes axiais perpendiculares ao plano
da porfirina. Este arranjo estrutural leva a constantes de dissociagdo mais baixas para
zinco porfirinas, comparadas as bases livres, mas a0 mesmo tempo restringe o0 numero de
possiveis sitios de interagio na melanina, com consequentes valores mais baixos do
parametro n, representativo do nimero de porfirinas interagindo com a melanina.

A natureza dos substituintes laterais também afeta a ligagdo entre porfirinas e
melaninas. As porfirinas com o grupo benzil apresentam apresentam valores mais elevados
de K4 e, portanto, menor afinidade que as porfirinas com grupo metil. Ainda comparando
os dois tipos de porfirinas, aquelas com benzil apresentam valores de n; maiores. Existem
muitas evidéncias experimentais de que os inumeros grupos ionizados no polimero de
melanina, responsaveis pelo carater eletrostatico da interagio com as porfirinas carregadas
positivamente, encontram-se distribuidos de forma heterogénea. Ademais, calculos de
estrutura eletronica sobre o polimero derivado de L-dopa (Galvio e Caldas, 1988)
sugerem que as cargas negativas na melanina localizam-se preferencialmente nas
extremidades do polimero. Podemos entdo supor que a distribuigdo de grupos carregados
dento da melanina possa originar regiées com caracteristicas hidrofobicas, ocasionando
maior numero de possiveis sitios para interagdo com porfirinas de carater mais
hidrof6bico. Portanto, valores maiores de n; sio obtidos para benzoporfirinas, comparado
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as metilporfirinas, a0 mesmo tempo em que sio registrados valores menores para
constantes de associagdo, devido a menor intensidade das interagdes de natureza
hidrofébica.

Dessa forma, a espectroscopia de fluorescéncia associada a absorgdo Otica,
permitiu a caracterizagdo dos mecanismos de interagdo entre melaninas e porfirinas. De
um lado, ressalta-se a natureza heterogénea do polimero de melanina, com a estabilizag@o
de cargas negativas em sua estrutura. Por outro lado, o complexo formado apresenta
caracteristicas distintas da porfirina isolada, com o aparecimento de caminhos para a
dissipagdo da energia absorvida da radiagdo, através de processos ndo radiativos,

conforme discutido a seguir.

2.6. Processos de decaimento nio radiativo; formagdo de radicais livres;
importancia fisiologica.

Merecem atengdo dois aspectos da interagdo melanina-porfirina: um, relacionado a
natureza da interagdo, e outro relativo ao destino da energia absorvida da fadiag:éo,
quando da exposi¢do do complexo a luz UV-visivel. No primeiro caso, ressalta-se a
origem eletrostatica da interag@o entre o pigmento de melanina e as porfirinas. Quando
estas sdo neutras ou anidnicas, nio se observam as mudangas espectrais verificadas com as
porfirinas cationicas. Além da interag@o eletrostatica, existem também efeitos hidrofobicos
e de coordenagdo com metais, como pode ser verificado a partir da analise dos resultados
dos calculos das constantes de associagdo, reafirmando a natureza complexa do polimero
de L-dopa melanina.

O outro aspecto diz respeito aos mecanismos através dos quais a energia pode ser
dissipada. Uma possibilidade é a formagdo de radicais transientes que poderiam ser
detetados por Ressondncia Paramagnética Eletronica. Apesar da dificuldade de
caracterizagdo de um sinal de radical livre sem estrutura como o observado nas melaninas,
podem ser inferidas algumas informagOes sobre os mesmos a partir de medidas de
saturagdo progressiva.

Como observado por espectroscopia Otica, a interagdo com melaninas altera a
estrutura eletronica de porfirinas catidnicas. Por sua vez, nos pigmentos de melanina
altera-se o equilibrio entre unidades quinona e semiquinona, levando a um aumento na
concentragdo de radicais livres estaveis no polimero (Tabela 2.6). A saturag@o na indugdo
de radicais livres ocorre a razdes [porfirinas]/[melanina] diferentes da saturagdo nas
modificagGes espectrais, evidenciando a natureza heterogénea do pigmento e a existéncia
de mais de um sitio para a interagdo entre melaninas e porfirinas. As porfirinas de base
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livre sdo mais suscetiveis a modificagdes na populagdo de radicais livres, indicando que a
coordenagdo de ocorre em sitios dentro do polimero de melaninas, que nio interferem no
equilibrio de radicais livres. Como metilpiridinium porfirinas sdo mais eficientes na
promogdo de mudangas em radicais livres que as belzilpiridinium, fica a sugestdo que
interagGes hidrofobicas estdo relacionadas a sitios que ndo alteram a concentragdo de
radicais livres no equilibrio (Ridente & Ito, 1993).

“"Tabela 2.6. Intensidade relativa do sinal de RPE de melaninas em presenga de porfirinas. 1l
¢ a intensidade do sinal da melanina sob iluminagio. Ipl ¢ a intensidade em presenga de porfirina ¢
sob iluminagéo € Ipd ¢ a intensidade em presenga de porfirina € no escuro.

Porfirina 0,y N»y
1 Id 1) Iy 14 I,
TMPyP 1.14 2.0 2.6 1.05 1.8 1.2
TBzPyP 1.15 1.7 2.3 1.05 1.7 1.2
ZnTMPyP 1.13 1.6 2.1 1.05 1.3 1.12
ZnTBzPyP 1.13 1.6 2.0 1.05 1.15 1.13
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A existéncia de diversos centros para interagio mostra que nem todos estdo
envolvidos com a produgdo de radicais livres. Todavia os resultados obtidos por RPE
mostram que 0s mesmos complexos que participam do aumento do sinal no escuro
participam em reagdes no estado excitado. A formagZo de radicais livres pode estar
relacionada aos processos ndo radiativos de desexcitacdo, embora a extensio dessa
fotoprodugdo seja pequena comparada ao total de supressdo que se observa por métodos
ticos. Dessa forma, uma das vias para a desexcitagdo ndo radiativa das porfirinas nos
complexos com melanina, passa pela produgdo de radicais livres. Esta fotoindugdo de
radicais pode ser importante em células, contribuindo para uma fototoxicidade em
condigdes de iluminagio.

Cabe ressaltar ainda que, mesmo que a fotoprodugio de radicais livres ndo seja a
principal via de desexcitagio, € importante verificar a conexdo entre o aumento de
concentracdo de radicais livres e o consumo de oxigénio associado a producido de
superoxido no processo de supressdo de estados excitados na porfirina, evidenciando a
possibilidade de participagdo de espécies ativas de oxigénio na interagdo de complexos de
porfirina com a luz visivel e ultravioleta.

Note-se finalmente que uma outra possibilidade para a dissipagdo n@o radiativa da
energia de excitagdo eletrOnica envolve modos vibracionais da melanina. Nesse sentido a.
espectroscopia fotoacustica pode fornecer informagdes acerca das caracteristicas de
dissipagio nio radiativa no complexo. Recentemente (Losi et al., 1993) mostraram-se, por

23



MO O A

ale

3

‘,-‘,} /-v

SO N N N N

N

24

i

Giaalokal el ntalakelEalo kil o Yol EnRa kot oo Ratal ol

espectroscopia fotoacustica, evidéncias da presenca de uma espécie fosforescente no
complexo L-dopa melanina-ZnTBzPyP. Essa espécie, com tempo de vida longo, resulta de
um aumento na taxa de cruzamento intersistema originado da ligagdo entre melanina e
porfirina, embora nio se possa discernir se o estado de vida longa foi criado na melanina
ou na porfirina. De qualquer maneira, também aqui a pesenga do oxigénio aumenta
significativamente a criacdo dessa espécie intermediaria no decaimento do complexo

melanina-porfirina.
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CAPITULO 3

TRIPTOFANO E MELANOTROPINAS

3.1. O problema das melanotropinas e da interface 4gua-membrana.

O processo de melanogénese é complexo, envolvendo o préprio material genético
dos organismos. Todavia sabe-se que fatbres externos podem promover ou inibir a
melanogénese. Situagdes patoldgicas podem levar a hiperpigmentagdo (como melanomas)
ou hipopigmentagdo (como vitiligo) e agentes fisicos podem induzir mudangas na
pigmentagio (como o bronzeamento causado pela radiagio solar ). No nivel do
melanocito, foi de fundamental importdncia a verificagio da agio de hormdnios em
processos que promovem alteragdes na pigmentacdo celular em diversos animais, como o
hormonio melandcito estimulante (MSH), que leva ao escurecimento da epiderme, ou o
horménio concentrador de melanina (MCH), que provoca o clareamento da epiderme
(Castrucci et al., 1990). Clinicamente, peptideos melanotropicos podem ser usados no
tratamento de alteragBes pigmentares e na detecgdo e erradicagdo de melanomas (Hruby et
al,, 1984, Hadley et al., 1985). Para a compreensio do processo de melanogénese, é
indispensavel o estudo sobre a estrutura desses horménios e de seus analogos sintéticos, e
dos mecanismos pelos quais exercem atividade biologica.

Em geral acredita-se que os horménios endogenos atuem através de interagdes
com receptores especificos nas membranas das células. Ademais, mostra-se em diversos
casos que a interagdo de hormdnios peptideos com a parte lipidica da membrana tem um
papel fundamental na seletividade hormonal, sendo que a bicamada funcionaria como um
importante catalisador da interagdo peptidio-receptor. Dentro deste contexto, realizou-se
uma investigag@o sdbre a interagdo entre os hormonios citados e vesiculas de fosfolipidios,
utilizando as espectroscopias de absorgdo 6tica e fluorescéncia.

A agdo dos horménios melanotropicos passaria, entfio, através da ativagdo de
processos ligados a um receptor que atua no nivel da membrana do melandcito. Com
efeito, a presenga de a-MSH leva a ativagdo da adenilato ciclase, com aumento de niveis
intracelulares de AMP ciclico (Hadley and Castrucci, 1988; Sawyer et al., 1988, Hruby et
al., 1984). Agindo como segundo mensageiro, o mononucleotideo desencadeia uma
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cascata de fosforilagbes, levando a desrepressdo de gens especificos, com aumento na
atividade da tirosinase, a enzima responsavel pelas etapas iniciais da sintese da melanina.
Como o horménio em solugdo aquosa apresenta estrutura bastante flexivel, € razoavel
supor que a bicamada de lipidios apresente restrigdes conformacionais ao peptideo de
modo a favorecer sua interagdo com um receptor especifico, conforme verificado para
diversos horménios peptideos (Sargent & Schwyzer, 1986). Dessa forma torna-se
essencial o estudo da interagdo entre peptideos e lipidios para se saber do papel da fase
lipidicé na agdo biologica do hormonio. Além disso, como os horménios melanotropicos
possuem carga residual positiva, devem-se levar em conta efeitos eletrostaticos na
interagdo com lipidios carregados. Nesse caso, o formalismo desenvolvido por Gouy-
Chapman (McLaughlin, 1977) permite o célculo dos potenciais elétricos nas vizinhangas
das membranas com o que se podem determinar as constantes de associa¢@o para o
processo.

Dentre as melanotropinas, o principal horménio que atua na regulagdo da
pigmentagio em vertebrados é o horménio melandcito estimulante (a-MSH). E um
tridecapeptideo cuja sequencia de amino-acidos é Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-
Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH, e que deriva da proteina precursora pro-opiomelanocortina.
A substituigdo da Met* por Nle e utilizagio do D-Phe resulta no analogo [Nle#,D-Phe’]-a
-MSH, a partir daqui chamado de MSH-I, que apresenta maior potencia € atividade
porlongada, comparado ao horménio nativo (Sawyer et al.,1980). Analogos lactdmico
ciclicos também foram sintetizados (Al-Obeidi et al., 1989 a), sendo que o peptideo Ac-
[Nle4,Asp>,D-Phe’,Lys10]-a-MSH(4-10)-NH, , denominado MSH-II, tem poténcia
biologica cerca de 90 vezes maior que o a-MSH (Al-Obeidi et al., 1989 b).

Ensaios de atividade biologica mostraram ainda que a sequéncia minima para a
agdo biologica ¢ HisO-Phe’-Arg8-Trp®. Essa sequéncia inclui o triptofano, cujas
propriedades fluorescentes permitem seu estudo como uma sonda intrinseca, a partir da
qual procuramos extrair informagbes sobre o peptideo. Dessa forma, utilizamos a
espectroscopia de fluorescéncia estatica e com resolugdo temporal para, através das
prorpiedades do residuo triptofano, estudar, as propriedades do o-MSH e de seus
analogos MSH-I e MSH-II, tanto nomeio aquoso como em interagdo com vesiculas de
lipidios neutros (DMPC-dimiristoil fosfatidil colina) e lipidios negativamente carregados
(DMPG-dimiristoil fosfatidil glicerol, DMPS-dimiristoil fosfatidil serina € POPS-palmitoil
oleil fosfatidil serina).
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3.2. Caracteristicas espectroscopicas do triptofano e dependencia com o meio.

As proteinas e diversos peptideos apresentam sondas fluorescentes intrinsecas, que
sdo os residuos triptofano, tirosina e fenilalanina. Dentre eles, o triptofano apresenta
caracteristicas particularmente favoraveis que o tornam bastante adequado a utilizagdo
como meio para se obter informagdes acerca da macromolécula a qual pertence. A
primeira transi¢do eletronica do triptofano carcteriza-se por uma banda em trono de 280
nm, estendendo até cerca de 300 nm. Isso possibilita a excitagdo seletiva do triptofano, um
vez qﬁe tanto a fenilalanina como a tirosina apresentam transi¢oes eletrdnicas em
comprimentos de onda menores. Além disso, o rendimento quantico, e, portanto, a
intensidade de emissdo fluorescente do triptofano € a maior dentre os trés residuos,
pemitindo maior precisdo nas medidas experimentais. Mais ainda, o triptofano apresenta
dependéncia acentuada do espectro e da intensidade de emissdo com a polaridade do
meio, o que permite obter diversas informagbes sobre as vizinhangas do local onde se
encontra.

A fluorescéncia do triptofano origina-se de transi¢des envolvendo o anel indol do
amino acido. Célculos de estrutura eletronica do grupo indol mostram a ocorréncia de
dois primeiros estados excitados bastante proximos, de - modo que na banda de absorgdo
observada em 280 nm, estio envolvidas duas transi¢des, denominadas Lla e L1b
(Yamamoto & Tanaka, 1972; Pill-Soon & Kurtin, 1979; Callis, 1991). Os momentos de
dipolo dessas transiGes apresentam orientagdes diferentes no anel indol, como observado
em experimentos de polarizagio da fluorescéncia (Valeur & Weber, 1977). Diversas
caracteristicas da estrutura eletronica tipicas do anel indol sdo mantidas no triptofano,
bem como em alguns derivados do indol, sendo que as distribui¢des de niveis de energia
sdo pouco modificadas pela presenga de diferentes grupos laterais. Dessa forma os
espectros de emissdo e excitagio de moléculas como triptofano, NATA (n-
acetiltriptofanoamida), e outras, guardam semelhangas, como por exemplo, a localizagdo
da primeira transi¢do na regido de 280 nm e do maximo de emissdo em torno de 350 nm
quando a molécula encontra-se em meio aquoso. Por outro lado, as grupos laterais
influenciam fortemente os processos de desexcitagdo ndo radiativa, de modo que o
rendimento quantico (e, portanto, a intensidade do sinal) dos diferentes derivados do indol
podem ser bastante distintos. As semelhangas espectrais permitem que o rendimento
quintico do triptofano nos peptideos seja calculado a partir da comparagio das
intensidades dos sinais com aquele proveniente do NATA, que apresenta rendimento
quantico conhecido, e € utilizado como padrio para essa medida.

A posigio do maximo de emissio pode informar sobre a polaridade das
vizinhangas do triptofano. Em meio apolar, os efeitos de estabilizagdo de niveis eletrdnicos
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sdo menores que os verificados quando o ambiente € constituido de solvente polar. Com
isso a diferenga em energia entre o estado fundamental e o nivel a partir do qual ocorre a
transi¢do responsavel pela fluorescéncia € maior em meio apolar. Dessa forma, o maximo
de emissdo fluorescente fica deslocado para energias maiores, ou comprimentos de onda
menores, quando o triptofano esta imerso em meio de menor polaridade. Em presenga de
meio apolar e também de vesiculas de fosfolipidios, espectros de fluorescéncia do
triptofano, seja livre, seja fazendo parte de cadeias peptidicas, mostram o deslocamento
para o azul caracteristico da passagem de um ambiente polar como a agua para ambiente
de menor polaridade, como solventes apolares ou bicamada de lipidios (Lakowicz,1986;
Jain et al., 1985; Surewicz & Epand, 1984; Yamashita et al., 1989; Chung et al., 1992;
McKnight et al., 1991, Cavatorta et al, 1989).

O deslocamento espectral na passagem do triptofano de um meio aquoso para um
meio apolar ocorre simultineamente a um aumento na intensidade de fluorescéncia. Esta
intensidade € uma medida do rendimento quéntico, que expressa a razio entre 0 processo
de emissdo fluorescente e a soma das razdes de todos os processos de decaimento do
estado excitado. Assim o aumento de intensidade reflete a diminuigdo da ocorréncia de
desexcitagdo por processos colisionais com moléculas de agua.

Outro parametro relevante € a anisotropia da fluorescéncia. Nesse caso examina-se
a extensdo da despolarizagdo de uma radiagdo polarizada incidente sobre o sistema em
estudo. Se a molécula tem movimentagdo restrita, o grau de despolarizag¢do da radiagdo
incidente € menor que no caso em que ha grande liberdade de movimento. A anisotropia
do triptofano livre em solugdo aquosa e em temperaturas desde proximo a zero até 50°C é
praticamente igual a zero, significando que a molécula movimenta-se livremente no meio
durante o tempo em que permanece no estado excitado. Por outro lado, quado o
triptofano é parte de uma macromolécula, o valor da anisotropia é maior, devido a
restrigdes ao seu movimento. Quando o meio € ainda mais restritivo, como a bicamada de
lipidios, a anisotropia pode chegar a valores ainda mais proximos ao limite de fluoréforo
imobilizado, de modo que este pardmetro também ¢ utilizado na caracterizagdo das
vizinhangas do triptofano.

Por fim, cabe citar que a cinética de decaimento da fluorescéncia do triptofano
oferece outro conjunto de parimetros empregado na analise do meio no qual se insere.
Apesar das semelhangas espectrais com moléculas como NATA e 3-metilindol a cinética
de decaimento do triptofano apresenta caracteristicas bem distintas. Em lugar do
decaimento monoexponencial das outras duas moléculas, o trtiptofano pode apresentar
dois tempos de vida em pH's alcalinos, sendo comum a observagdo de decaimento tri-
exponencial quando ele faz parte de peptideos e proteinas (Beechem and Brand, 1985,
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Cavatorta et al., 1991). Supde-se que processos de transferéncia de eletrons entre o anel e
grupos amina ou carboxila promovam desexcitagdo, e que os mesmos dependam da
disposi¢do espacial do anel em relagdo a estes grupos. Dessa forma, supde-se que
decaimento multiexponencial da fluorescéncia estejam relacionados a diferentes estruturas
paa a cadeia peptidica nas vizinhangas do residuo triptofano.

3.3. Mélanotropinas em agua.

Em solugdo aquosa a fluorescéncia do triptofano de todos os peptideos estudados
¢ similar a do N-acetiltriptofanoamida (NATA). Com excitagdo em 295 nm, os espectros
de emiss@o apresentam maximo em torno de 350 nm (Figura 3.1). Os valores do quantum
yield em tamp@o fosfato 0.01 M, pH 7.0, ficaram por volta de 0.1 (Tabela 3.1), tipicos do
triptofano em peptideos. Registre-se também que as anisotropias de fluorescéncia dos

peptideos em meio aquoso estdo proximas de zero.

1.0 —————1———————————

UP/PEP

— 58/1

INTENSITY (ARB.UNITS)

0‘0 i i L A A A i e, M
300 350 400 450

WAVELENGTH (nm)

Figura 3.1. Espectros de fluorescéncia do a-MSH em meio aquoso € na presenga
de vesiculas de DMPS. Concentragio de a-MSH, 1x10-5M, tampio fosfato 0.01M, pH 7.0.
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Tabela 1.1. Rendimentos quénticos das melanotropinas em tampao fosfato
0.01 M, pH 7.0; os valores foram obtidos usando-se como padrdo o rendimento
quantico da NATA igual a 0.14 a 20°C.

peptideo rendimento quéantico
200C 300C 400C
o-MSH 0.100 0.083 0.078
MSH(7-10) 0.084 0.071 0.065
MSH-I 0.105 0.089 0.083
MSH-II 0.095 0.082 0.080

3.4. Melanotropinas em presenga de lipidios

Em presenca de lipidios com carga residual negativa, trés efeitos foram observados
na fluorescéncia das melanotropinas: deslocamento espectral para o azul, aumento na
intensidade do sinal e aumento na anisotropia de fluorescéncia (Figura 3.1). Os valores das
modificagdes ndo sdo os mesmos para os diferentes peptideos (Tabela 3.2).

Tabela 2. Modificagdes na intensidade de fluorescéncia, deslocamento espectral e
anisotropia de fluorescéncia de melanotroinas, em presenga de vesiculas e micelas.
Medidas em tampdo fosfato 0.01 M, pH 7,0. Valores relativos as medidas sem vesiculas.

o-MSH | MSH(7-10) MSH-1 MSH-II
Intensidade de flzorescéncia
MML 1.93 2.10 1.92 nd
POPS(20°C) 1.30 nd 1.44 1.77
DMPG(30°C) 1.18 1.22 1.16 1.06
DMPS(40°C) 1.35 1.80 1.40 1.72
Deslocamento espectral
MML 9.0 10.0 6.5 nd
POPS(20°C) 7.0 nd 9.0 13.0
DMPG(30°C) 12.0 11.0 10.0 10.0
DMPS(40°C) 9.0 13.0 7.0 13.0
Anisotropia de fluorescéncia
MML 0.088 0.063 0.087 nd
POPS(20°C) 0.072 nd 0.085 0.093
DMPG(30°C) 0.097 nd nd 0.102
DMPS(40°C) 0.090 0.050 0.079 0.110
30
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Os resultados da Tabela 3.2 foram obtidos com concentragdes de peptideos no
intervalo de 1 a 2x10-3 M e as concentragdes de lipidios estavam na regiio em que
ocorria saturagdo dos efeitos em observagdo. A ocorréncia do aumento da intensidade de
flurescéncia e o deslocamento espectral ¢ representativa da passagem do residuo
triptofano dos peptideos, da fase aquosa para a fase lipidica das vesiculas e micelas.
Nenhuma mudanga foi observada em presenga de vesiculas de DMPC, nem em misturas
de DMPC/DMPS (80:20), nas quais a anisotropia de fluorescéncia também era igual a
zero. Estas observagdes permitem concluir que uma carga residual negativa nos lipidios €
condi¢do essencial para a formag3o de complexos peptideos-vesiculas de lipidios. No caso
das micelas, a auséncia de estruturas organizadas na superficie ou no interior das mesmas,
permitiria a interagdo dos peptideos com os lipidios internos através de efeitos
hidrofobicos.

A anisotropia de fluorescéncia do triptofano tembém reflete a interagdo entre os
peptideos e a fase lipidica das vesiculas. O aumento significativo da anisotropia mostra
que o triptofano passa para um ambiente que impde maiores restricdes a seu movimento.
Poder-se-ia esperar que a anisotropia fosse ainda maior se o triptofano estivesse
completamente imobilizado no meio lipidico, caso em que a anisotropia de fluorescéncia
estaria refletindo as rotagdes das proprias vesiculas, que seriam lentas na escala de tempo
da fluorescéncia. Os resultados sugerem que o residuo triptofano apresenta ainda alguma

flexibilidade no complexo peptideo-lipidio.
3.5. Efeitos da temperatura na interagio peptideo-lipidio

Os resultados apresentados anteriormente foram obtidos a temperaturas acima da
transicdo de fase dos lipidios que constituem as vesiculas. Realizou-se um estudo da
dependéncia entre os trés parametros de fluorescéncia descritos acima e a temperatura dos
complexos peptideos-lipidios. Foi observada uma correlagdo direta entre a transigdo de
fase das vesiculas de fosfolipidios e a intensidade de fluorescéncia, 0 maximo de emissio e
a anisotropia de fluorescéncia (Figuras 3.2a, 3.2b e 3.2c). Esses dados indicaram uma
transigdo de fase proxima a 36°C para DMPS e perto de 100C para POPS. E de se notar
que a fase e a estrutura dos lipidios controlam o grau de interagdo, sendo que mesmo em
temperaturas abaixo da transi¢do os dados indicam que os peptideos encontram-se ligados
aos lipidios. Isto sugere que na forma gel o triptofano fica mais exposto ao meio aquoso,
como resultado da extrusdo da regido lipidica, devido ao ordenamento € aumento da
rigidez das vesiculas (Yamashita et al., 1989). Quando a estrutura lipidica fica mais fluida
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e menos ordenada, o residuo triptofano pode ser capaz de penetrar mais profundamente

no interior da bicamada lipidica.

| . v 7 v 1 "1 LR |
5 ; » o./-_
= 1.75 F ’.,l.‘l
n . ]
/
z ..
iu 1.50 = a .
; | / A""A/ —A—A.
= _ K
o—o—0
Y o125 Va A -
- A 7 |
< n ./ e
i A7 o '
1
— b
£ gu-E—E—u—N
E 12F i 1
./
-L—_' /'/ A—A—A
T n aA—A—A—
wn 8 A 7
T A ,V’“"‘.
— / @
(L] A/
=z 4 | A—a—a o -
h
2 et
= L ]
0.10 ¢ -1
l’.\.‘-\
A—A——y B
E 0.08 A g A S
(o] - ./- L \H
£ 006f, M ot .
n
3 ~ ] _
T 0.04 | aaae -
o—o-¢
0.02. - ' T
1 | SR R | 1 | |

0O 4 8 12 16 20 24
TEMPERATURE (°C)

- Figura 3.2. Dependéncia com a temperatura, de parametros fluorescentes do a-
MSH (e), MSH-I (A) e MSH-II (0O). a) Intensidade relativa de fluorescéncia comparada com o
meio aquoso;, b) deslocamento espectral comparado com o meio aquoso; c¢) anisotropia de
fluorescéncia. Excitagdo em 295 nm, concentragio de peptideo 1x10-SM.

Os resultados de dependéncia com a temperatura mostraram também, de maneira
mais clara, observagdes ja contidas nas tabelas 3.1 e 3.2, de que a extensdo das interagdes
com lipidios ndo € a mesma para os diferentes peptideos. Para o a-MSH, os graficos da
figura 3.2 mostram que na fase gel o residuo triptofano permanece exposto ao meio
aquoso, apesar do peptideo estar ligado as vesiculas. Prosseguindo nesse raciocinio, temos
que para o MSH-I, o residuo triptofano esta parcialmente exposto enquanto o MSH-II
encontra-se menos €Xposto a0 meio aquoso €, assim, com penetragdo maior no interior da
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bicamada de lipidios na fase gel. Da mesma forma, na fase liquido cristalina a extens@o da
interagdo € maior para 0 MSH-II, seguido do MSH-], sendo que a interagdo com a-MSH
¢ a mais fraca dentre os peptideos estudados. Uma melhor apreciagdo dessas diferengas
pode ser obtida da determinagdo de constantes de ligagio da melanotropinas com

vesiculas de fosfolipidios.

1.8 ' I ' ' I ' I

1.6 —

INTENSITY

1.4

RELATIVE

INTENSITY

RELATIVE

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
[DMPS] (mM)

Figura 3.3. Aumento relativo da intensidade da fluorescéncia de a-MSH (s), MSH-I (A) e
MSH-II (O), com o acréscimo de lipidios. (a) vesiculas de POPS, 20°C; (B) vesiculas de DMPS,
40°C. Concentragdo de peptideo, 10-5M.
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3.6. Determinagdo de constantes de associagdo

A titulagdo da formagio de complexos peptideos lipidios foi realizada atraves da
medida das intensidades relativas em fungdo da concentragdo de lipidios adicionados ao
meio (Figura 3.3). Supondo que uma molécula de peptideo (P) forma um complexo (PL,,)
com n moléculas do lipidio (L), dentro do modelo de sitios de ligagdo independentes, o
equilibrio de ligagdo pode ser descrito por uma isoterma de ligagdo convencional
(Surewicz & Epand, 1984, Jain et al., 1985)

__ 7]

B (Ka +n[Pf:D
onde X=[P;]}/[Lt] € o nimero de moles de peptideos ligados por mol de lipidio total (L),
[PA € a concentragdo de peptideos livres e K; a constante de dissociag3o.

Os valores de P, eP,foram determinados a partir de curvas de titulagdo como as
da Figura 3.3, sendo que quando a intensidade relativa vale 1.0, todos os peptideos estdo
livres, quando a intensidade relativa estd na saturagdo todos os peptideos estdo ligados e,
nas intensidades intermediarias, o sinal ¢ composto de contribui¢des de peptideos livres e

(3.1)

ligados.
Os valores de n e K; foram determinados empiricamente a partir de graficos

reciprocos e de graficos de Scatchard conforme a relagio

X 1 nX (3.2)
[Pf] Kis K

Na figura 3.4a ilustra-se o grafico de Scatchard para a ligagdo entre MSH-I e vesiculas de
POPS, que ¢ tipico dos dados de interagdo entre as diferentes melanotropinas e os lipidios
estudados. Em vérios casos o ponto no grafico referente & menor razdo [Lt)/[Pt]
desviou-se da linearidade com os demais pontos. Isto pode ser devido ao fato de que o
numero de moléculas de lipidios era menos que n, com uma estequimetria diferente da
apontada acima, ou com neutralizagdo significativa da distribui¢do de cargas negativas na
superficie da vesicula devido a alta concentraggo local de peptideos. Os valores de K; e n
obtidos dos graficos de Scatchard e as energias livres para ligagdo dos peptideos estdo

mostrados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Pardmetros de ligagdo de hormdnios melanotropicos em lipidios, a partir de
graficos de Scatchard. (POPS, 20°C; DMPS, 40°C; MML, 20°C)

fﬁ;\’ (T’_’iﬁ CW\' £ s Ay

POPS DMPS MML
n KAuM)  -AG n KguM)  -AG n KguM)  -AG
kcal/M kcalM kcal/M
- a-MSH | 46 95 55 | 30 147 55 | 20 189 5.1
MSH-I 51 22 6.3 46 28 6.6 14 278 4.8
MSH-II 19 89 6.9 20 15 6.9 nd nd
MSH(7-10) | nd nd nd 64 58 6.1 23 200 50
:, 0.020
: 0.015
o l:
L §
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Figura 3.4. Plots de Scatchard para a interagdo entre MSH-I e vesiculas de POPS
a 20°C. (a) analise convencional. (b) analise com potencial de Gouy-Chapman.
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Como ndo se observam evidéncias de ligagdo entre os peptideos melanotropicos e
lipidios neutros, devemos levar em conta que efeitos eletrostaticos devem ter um papel
important na interagdo. A superficie da vesicula, negativamente carregada, atrai os
peptideos carregados positivamente até as vizinhangas da vesicula, aumentando a
concentragdo de peptideo livre proximo a interface agua-lipidio. A incorporagdo dos
peptideos na matriz lipidica altera a densidade superficial de carga, o que por sua vez,
modifica a atragdo dos horménios para a camada vizinha a vesicula. Com o aumento da
quantidade de peptideo incorporado, havera diminuigio na inser¢éo de novas moléculas de
peptideo. Se os efeitos eletrostaticos forem desprezados, teremos obtidos apenas os
valores aparentes dos parametros de ligagdo, que aparecem na Tabela 3.3. Fizemos entio
uso do formalismo desenvolvido por Gouy-Chapman para levarmos em conta os efeitos

eletrostaticos.

3.7. Efeitos eletrostaticos, potencial de Gouy-Chapman.

A distribuigdo de cargas na superficie das vesiculas origina um potencial elétrico
conhecido como potencial de Gouy-Chapman. A neutralizagdo parcial dos lipidios
carregados negativamente, resulta em uma diminui¢do do potencial de Gouy-Chapman. A
densidade superficial de carga (S) na superficie da vesicula ¢ dada por (McLaughlin, 1977)

eo(zLXL + Zpr)

[ 401+ X,4,/4, )]
onde e, € a carga elementar, X ¢ a fragdo molar de lipidios carregados com carga z;, zZy é
a carga do peptideo, Ay e Ap s@o as areas das superficies do lipidio e do peptideo,
respectivamente. X}, vale X/0.56 e leva em conta o fato de que apenas a superficie externa
da membrana esta envolvida com a atrag#o eletrostatica, sendo que o fator 0.56 deriva da
concentragdo fracional de lipidios na superficie externa de vesiculas com didmetro de
1000 A (Beschiaschvili & Seelig, 1990; Cullis & Hope, 1985). Adotou-se para A; o valor
60 A2 (Cullis & Hope, 1985) e para A, o valor 200 A2 (Seelig & MacDonald, 1989;
Beschiachvili & Seelig, 1990). A carga liquida dos peptideos e lipidios € +1 e -1,
respectivamente.

A variagdo na densidade superficial de cargas provoca mudangas no potencial de

S= (3.3)

Gouy-Chapman vy de acordo com a relagdo

5 ={(2000ege, RT'S [ exp(~z,F, - wo/RT-D)])} (3.4)
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onde €5 € a constante dielétrica da agua, €y € a permissividade do espago livre, R € a
constante universal dos gases, F é a constante de Faraday, ¢; € a concentragdo do /9
eletrolito na fase aquosa (em moles/litro) e z; € o sinal atribuido a i4 espécie. O potencial
de Gouy-Chapman impd&e a existéncia de diferentes populagdes de moléculas carregadas

no meio, relacionadas, no equilibrio, pela equagio

[Pys)=[ By exp(-v,2, 5, /RT) (3.5)
onde [Ppq] é a concentragdo dos peptideos carregados adjacentes a superficie da
membrana e [Pey] ou [Py] € a concentrago na solugéo.

Utilizou-se entdo o valor de [Pys] no lugar de [P¢] na isoterma de equilibrio € no
grafico de Scatchard para a determinag@o de constantes de associagdo que, agora, refletem
a interagdio entre os lipidios da bicamada e os peptideos acumulados por efeitos
eletrostaticos proximos a superficie. A forma do grafico de Scatchard ndo ¢
significativamente alterada (Figura 3.4b), mas os valores de K4 obtidos com a corregéo de
Gouy-Chapman sdo trés ordens de grandeza maiores que os calculados de forma
convencional (Tabela 3.4). Isso significa que a interagdo pode ocorrer mesmo com
vesiculas neutras, porém as concentragdes de lipidios necessarias para a observagio de
efeitos similares aos obtidos com vesiculas carregadas deverdo ser 103 vezes maiores. Os
valores de n reduzem-se a cerca da metade do obtido sem corregdo, caso em que
provavelmente estdo incluidos os lipidios que contribuem para a formagdo do potencial

atrativo as cargas positivas dos peptideos.

Tabela 3.4. Parametros de ligagdo de horménios melanotropicos em lipidios, a partir de
graficos de Scatchard, com corregdo eletrostatica pelo potencial de Gouy-Chapman.
(POPS, 20°C; DMPS, 40°C)

POPS DMPS
n KAmM) -AG n K {mM) -AG
kcal/M kcal/M
o-MSH 25 96 1.4 20 153 1.2
MSH-I 29 20 23 25 26 23
MSH-II 10 7.8 29 10 15 2.7
MSH(7-10) nd nd nd 36 59 1.8

Possivelmente os valores maiores das constantes de dissociagdo em vesiculas de
DMPS comparados aos das vesiculas de POPS sejam devido as maiores temperaturas no
experimentos com DMPS. Os dados da ligagdo com MML mostram que a interagdo com
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micelas ndo é especifica e podem estar refletindo associagdes hidrofébicas das micelas e
peptideos. A partir dos parimetros de ligagdo podemos comparar as afinidades dos
diferentes peptideos pelas vesiculas de lipidios negativamente carregados. A associagido
relativa dos peptideos obedece a ordem MSH-II > MSH-I > a-MSH. Este resultado €
consistente com o das modifica¢des na intensidade de fluorescéncia, posigdo espectral e
anisotropias, apresentados anteriormente, em que as maiores mudangas foram verificadas
com MSH-IL |

Parece haver uma forte correlagio entre a atividade biologica dos peptideos e os
parametros de ligagdo. O analogo MSH-II € 90 vezes mais potente e 0 MSH-I € 5 vezes
mais potente que o-MSH, e ambos possuem atividade prolongada. A correlagdo sugere
que a intensidade da interag@o do peptideo com a fase lipidica da membrana celular tenha
um papel importante na resposta hormonal mediada por um receptor. Isto € consistente
com o conceito de Schwyzer de que o peptideo interaja inicialmente com a superficie da
membrana através de atragdo eletrostatica e, por interagdo hidrofobica, seja incorporado a
membrana, interagindo entfio com o receptor, transmitindo a resposta biologica observada
(Sargent & Schwyzer, 1986).

A associagdo do pequeno peptideo MSH(7-10) as vesiculas de DMPS foi
significativamente menor que a dos analogos MSH-I e MSH-II. Isto pode ter sido devido,
tanto ao seu tamanho pequeno, como a incapacidade de adotar uma conformagio
favoravel a interag@o, que existiria para os outro dois analogos. Mostrou-se por NMR
(Sugg et al., 1986) que MSH-I adota como conformagdo predominate uma estrutura .
Por sua vez, MSH-II é um analogo ciclico em que a estrutura 3 pode estar sendo forgada
a se manter devido a ligagio lactdmica formada entre os residuos Asp> e Lys!0. E também
significativamente menor o numero de lipidios associados ao MSH-II, comparado aos
outros peptideos e os resultados sugerem que MSH-II liga-se mais fortemente as vesiculas
de fosfolipidios porque seu tamanho menor e sua estrutura mais compacta permitiriam
uma penetragdo mais profunda no meio lipidico. Veremos a seguir como a questio da
penetragdo dos peptideos na bicamada lipidica pode ser estudada por fluorescéncia.

3.8. Determinagdo de profundidades de penetrago.

a)Supressdo por acrilamida e KI

Uma da maneiras de se testar a suposi¢do de que o hormonio penetra na bicamada,
baseia-se na interagdo entre o hormdnio e supressores de fluorescéncia. Iodeto e
acrilamida sao conhecidos supressores de fluorescéncia que exercem sua agdo através de
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mecanismos de supressdo colisional. Neste caso, a intensidade de fluorescéncia de
determinado fluoréforo é diminuida em presenga do supressor em processo que depende
da aproximagdo das duas moléculas e, portanto, governado pela difusio das mesmas no
meio. Uma descrig@o da supressio é dada pela equagdo de Stern-Volmer, que foi discutida
no capitulo anterior. Como visto, esta equagdo prevé que a razio entre F, (intensidade de
fluorescéncia na auséncia de supressor) e F([Q]) (intensidade de fluorescéncia na presenga

de supessor) ¢ proporcional a concentrag@o [Q] de supressor:

%: 1+ Ko[0] (3.6)

onde K, € a constante de Stern-Volmer.

Fo/F
Fo/F

0 P : 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
[ACRILAMIDA] [ki] (M)

Figura 3.5. Graficos de Stern-Volmer para supressdo por acrilamida em tampao
fosfato, pH 7.0 (0) e na presenga de vesiculas de DMPG (A) e para supressdo por KI em tampio
(o) € na presenga de DMPS (V). [lipidio]/[peptideo] = 75.

Medidas de supressio da fluorescéncia do a-MSH em meio aquoso por acrilamida
resultaram em graficos de Stern-Volmer lineares. Ja as medidas com iodeto de potassio
deram graficos lineares até concentragdo de supressor da ordem de 150 mM, apds o que
observa-se desvio da linearidade (Figura 3.5). O acréscimo de KI a concentragdes acima
de 0.1 M pode introduzir alteragdes devido a aumento da forga iGnica do meio, uma vez
que esta era mantida constante gragas a presenga de NaCl a concentragdo de 0.1 M. Isto
significa que a interpretagio da parte ndo linear do grafico de Stern-Volmer ndo pode ser
feita apenas com base no formalismo que levou a dedugdo desta Gltima equagdo. Vamos
aqui nos restringir a parte linear do grafico. Os valores da constante de Stern-Volmer
obtidos do ajuste a regido linear estio mostrados na Tabela (3.5). A constante de Stern-
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Volmer para a supressio com o iodeto € maior que a da acrilamida. Os valores de Kgy
dependem dos coeficientes de difusdo do fluoréforo e do supressor. Como este coeficiente
para o iodeto ¢ maior que para a acrilamida, resulta que o iodeto apresenta maior
eficiéncia na supressdo, refletida no maior valor de Kgy.

Na presenga de vesiculas de fosfolipidios, observa-se uma curvatura no grafico de
Stern-Volmer, indicativa da menor eficiéncia de supressio da fluorescéncia do o-MSH,
tanto para a acrilamida como para o KI (Figura 3.5). Estes resultados sugerem que,
quando vesiculas de fosfolipidios estdo presentes no meio, uma parcela de fluoroforo
torna-se inacessivel ao supressor. Admitindo-se que haja insergdo de parte do horménio na
bicamada, e sabendo que a supressdo ocorre por processos colisionais, torna-se licito
supor que essa parcela inserida na bicamada nio tem sua fluorescéncia suprimida pelas
moléculas de acrilmida e iodeto presentes no meio aquoso. Um modé€lo simples para a
descrigdo dessa situagdo parte da equagdo de Stern-Volmer, acrescida da hipotese de que
existem duas populagdes de fluoréforos, uma acessivel ao supressor e outra inacessivel.
Desse modo, a fluorescéncia total na auséncia de supressor ¢ dada por

F,=F,,+F, 3.7
onde o indice a refere-se a fluorescéncia da fragio f, de moléculas acessiveis ao supressor
e o indice b refere-se a frag@o inacessivel f. Na presenga do supressor, apenas a fragio f,
tera sua fluorescéncia dimiuida conforme a equagdo de Stern-Volmer. Tem-se, portanto

F=—T" R (3.8)
1+ K[0]

onde K é a constante de Stern-Volmer para a fragio acessivel e [Q] € a concentragio da
molécula supressora.
Das duas equagdes acima temos que

AF=E;—F=FoaﬁK7[<%] (3.9)
Como f, = F,, /(F,,+F,p), segue que

Fp__ 1,1 (3.10)

AF - fK[Q] fa

Esta equagdo de Stern Volmer modificada permite a determinagio de X e de f,, a partir do
grafico de F,/AF em fungio de 1/[Q]. Os graficos de Stern-Volmer modificados, para a
supressdo de fluorescéncia do o-MSH em presenga de vesiculas de DMPG, estdo
ilustrados na Figura 3.6. Os valores para a constante de Stern-Volmer e fragdo acessivel

ao supressor sao mostrados na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Parametros do modelo de Stemn-Volmer modificado para supressdo de
fluorescéncia do a-MSH por acrilamida e KI, em meio aquoso e em presenga de vesiculas
de DMPG, na proporgio [DMPG]/[MSH] igual a 75.

Acrilamida lodeto
sem vesiculas com vesiculas sem vesiculas com vesiculas
Kgy(M1) 7.3+0.4 7.5£0.8 9.8+0.3 12+2
Ja 1.04+0.02 0.58+0.03 1.02+0.02 0.63+0.07
7 T T T ] 7 T T )
6 - 3 L -
~~ W ~~
YT ) bosr T
3 3 £ |
¥ o {3 -
]
3F ~ 3+ ~
A | B W
2 [} -1 1 1 2 1 1 A 1 L
0 5 10 15 20 25 0 10 20 3 40 50
1/[ACRILAMIDA] (1/M) 1/[K] (1/M)

Figura 3.6. Graficos de Stern-Volmer modificados para a supressdo da
fluorescéncia de a-MSH por acrilamida e KI, na presenga de vesiculas de DMPG

Observa-se na Tabela 3.5 que os valores de Kgy sd0 os mesmos, tanto na presenga
como na auséncia de vesiculas, sugerindo que apenas as moléculas de hormdnio presentes
na solug@o aquosa t€m a sua fluorescéncia suprimida. Parcela consideravel dos residuos
triptofano ndo apresenta interagdo com os supressores, quando vesiculas de DMPG estdo
presentes no meio. Estes resultados constituem uma evidéncia adicional de que as
mudangas espectrais na fluorescéncia do triptofano quando o peptideo esta na presenga de
vesicuals de fosfolipidios resultam da inser¢8o do peptideo na fase lipidica da bicamada.
Todavia, com a raz3o lipidio/peptideo utilizada, seria de se esperar que a fragdo acessivel
fosse menor que o valor econtrado. Cabe notar que o formalismo de Stern-Volmer
apresenta limitagdes, como por exemplo a de se considerar que a supressdao ocorra apenas
apos contato entre fluoréforo e supressor, sem levar em conta que poderia estar havendo
supressdo desde que o peptideo nido penetrasse muito profundamente na bicamada. Desse
modo examinamos novamente a interagdo do hormdnio com os lipidios, levando-se em
conta interagdes de alcance mais longo e colocando-se o proprio supressor na bicamada,
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em posi¢des supostamente conhecidas. A determinagdo da distancia entre o triptofano e o
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supressor foi determinada pelo chamado método da paralaxe.
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b) Método da paralaxe

,n;.,\} I

: A profundidade de penetragio do residuo triptofano em bicamadas lipidicas, pode
, ser determinada a partir da comparagdo entre as eficiéncias de supressio de sua
! fluorescéncia por marcadores nitroxidos incorporados aos lipidios a diferentes distancias
1 da superficie da bicamada. (McKnight et al.,1991). Supde-se que nesse caso a supressio
o seja estatica, uma vez que a difusdo lateral dos lipidios em bicamadas é suficientemente
lenta para que o fluordforo e supressor mantenham distancia fixa durante o tempo de vida
do estado excitado. A avaliagdo quantitativa da posi¢io do fluordéforo em relagdo a
superficie da bicamada € feita a partir dos dados de supress@o por supressores localizados
em duas posigdes diferentes na cadeia hidrocarbonica (Chattopadhyay et al., 1987).

DMPC 7SASL 145ASL

fu-e0a" ~REGIAO

N o POLAR"

3 °

- [ ] -7- -}

; v oH

- om-ay OH . NP -
, ) “PEC GSET——T—— -——=-—- ?6—_--__;:::::1::@ T =

h z

¢ I 1¥ ~CADEIAS
' ::" """"" Iy |2 HIDROCAR-
. | L 2F BONICAS™
. o 21|

£ % ittty mi -l | n ;

L ]

& v cz °

€
£ Figura 3.7. Diagrama esquematico descrevendo posigdes relativas de fluoroforo e
ps lipidios marcados (7SASL e 14 SASL) na metade externa de uma bicamada de lipidios. A linha
; horizontal inferior representa o centro da bicamada

; A equagio de Perrin para a supressdo, utilizada para analisar a supressao estatica
“ para fluoréforos e supressores distribuidos aleatoriamente em um plano,como a superficie
- de uma membrana biologica, pode ser estendida a analise da supressdo no interior da
<~ . . - , e . g . ,
;o bicamada (London, 1982). A equagdo de Perrin para a supressdo estatica bidimensional é
= escrita

-
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F/Fo=exp —CTan(l—[f(r)/.fo])dr (3.11)

onde f(r)/f, € a razio entre a intensidade de fluorescéncia de um fluoréforo na presenga de
um supressor a distancia r e a fluorescéncia na auséncia do supressor. F/F,, € a razio entre
a fluorescéncia de todos os fluoréforos na presenga e na auséncia de de supressores € C €
a concentragao de supressor, em moléculas por unidade de area.

Na aproximagio de esfera rigida (Birks, 1970), a supressdo aparece como uma
fungdo degrau, em que a razio f{7)/f, vale zero para r<R. e vale um quando r>R,.. Nessas

condi¢Ges chega-se a

Re
F/Fo=exp —CJ-andr = exp(—anC) (3.12)
0

A expressdo nR? representa um circulo em torno de cada supressor, dentro do
qual a fluorescéncia € completamente suprimida. Para determinar a profundidade de
penetragdo do fluoréforo, € necessario resolver o caso em que fluoréforo e supressor
estdo localizados em diferentes planos, separados por uma distancia (z2+x2)!/2, onde z ¢
definida como a disténcia vertical ou profundidade e x € a distancia lateral. Desse modo, a
distancia (z2+x2)1/2 passa a ser a menor distincia de aproximagio entre o fluoréforo e o
supressor, tornando-se o limite inferior da integral na equag@o (3.12). Isto leva a uma

nova expressao para a supressio, na aproximagdo de esfera rigida:

exp(—anC +12*C+mx*C) Nz +x2 <Re

* L,V +x?Re

Conhecendo-se os valores de x e R, é possivel resolver a equagdo para z. Na
auséncia desses nimeros, uma alternativa é comparar os resultados de experimentos com

(3.13)

supressores a distancias diferentes, com o que se eliminam tanto a distdncia lateral x, como
o parametro R.. A razdo entre a intensidade de fluorescéncia (;) com o supressor mais
superficial (1) e a intensidade (F,) com o mais profundo (2) ¢ dada por

Fr FyFo  exp(-nRC+nzC +m’C)

F2 FaifFo exp(—nR3C+7t222FC+ nx2C)

= exp{nClz} - 22 |} (3.14)
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onde z;r € a diferenga de profundidade entre o supressor 1 e o fluor6foro e zpr € essa
diferenga, mas entre o supressor 2 e o fluordforo. Estando os supressores ligados a cadeia

-hidrocarbénica em posigdes conhecidas, sabe-se também o valor de L,;, a diferenga de

profundidade entre os dois supressores (ver Figura 3.7 ). Substituindo zyg por Ly+zF,

obtem-se

[_L B _ ]

C E !

P S (3.15)
2L,

Finalmente, tendo sido determinada a distancia z;z, pode-se calcular a disténcia

entre o fluoréforo e o centro da bicamada (z) a partir de
zep = 2irt Ly (3.16)
onde L € a distancia entre o centro da bicamada e o supressor 1.

Supressor muito proximo ao centro da bicamada. Um tratamento especial deve
ser dado no caso em que um dos supressores encontra-se muito proximo ao centro da
bicamada. Nesta situagdo, supressores na metade oposta da bicamada também podem
atuar sobre o fluoréforo. Impondo que o supressor 1 ocupe posigdo proxima a superficie
da membrana e que o supressor 2 esteja proximo ao centro da bicamada, a razdo entre as
fluorescéncias F; e F5, sera

exp(—nR2C +nz%C +mx’C)

il : (3.17)
F, exp(—anC +nz}pC+ 'rrsz)exp(—anC +72,,.C+ 7rx22,FC)

Este calculo ndo ¢ aplicavel a situagdo em que os dois supressores estejam muito
proximos ao centro da bicamada. O indice ¢ refere-se aos valores relacionados com o
supressor localizado na camada oposta da membrana, em relagio ao fluoréforo. A
aproximagio lateral minima, Xy € ZErO, pois ndo ha restri¢do para a aproximagio lateral
no caso de camadas opostas. A distancia entre o fluoréforo e o supressor localizado na
camada oposta, zy, € igual a 2L,y + z,r, onde Ly € a distancia entre o supressor mais
profundo e o centro da bicamada. Dessa forma a equagio (3.17) pode ser reescrita como

_Lmﬂ_y
nC F~2 21

= 3.18
le 2L21 ( )

O conhecimento de R, € necessario para o célculo de z;r. Este valor situa-se

geralmente entre 10 e 12A (London et al., 1981a).
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A profundidade de penetragdo do o-MSH em vesiculas de DMPG e DMPS foi
determinada usando os lipidios marcados n-SASL (acido n-doxil estearico, n =7, 9 ou 14)
e n-PCSL (1-palmitoil-2-(n-Doxil)estearoil-fosfatidilcolina), nos quais o grupo doxil age
como supressor de fluorescéncia. Os calculos com os pares 7SASL/14SASL e
SPCSL/12PCSL foram efetuados usando a equagdo (3.18), que trata do caso particular
em que um dos supessores encontra-se proximo ao centro da bicamada. No calculo com o
par SPCSL/10PCSL, que esta em uma regido limite, utilizaram-se tanto a equagéo (3.18)
como a equagdo (3.15), obtendo-se resultados semelhantes. Devido a exigéncia de que um
dos supressores seja superficial, ndo foram feitos calculos com os pares 9SASL/14SASL e
10PCSL/12PCSL, casos em que ambos encontram-se relativamente proximos ao centro
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da bicamada.

Foram adotados ainda os valores de 12 A para R,, € 70 A2 para a area superficial
de uma molécula de lipidio. A distidncia entre dois carbonos da cadeia alifatica foi
considerada igual a 0.9 A e a separagdo entre o tltimo carbono e o centro da bicamada foi
considerado igual a 0.45 A (Oldfield et al,. 1978; Zaccai et al., 1979; Caffrey et al., 1981;
Lewis et al., 1983). A concentragdo de supressores, em moléculas por unidade de area, €
dada pela relagdo (fragdo molar de lipidios marcados)/(area de um lipidio). Na Tabela
(3.6), apresentamos os resultados obtidos. Os experimentos foram conduzidos com
vesiculas de DMPG e DMPS em concentragdes nas quais ocorria saturagio nas titulagdes,
sendo que os lipidios marcados estavam presentes na propor¢do de 10% da concentragédo
total de lipidios. Os valores das intensidades de fluorescéncia na presenga de supressores
(F) foram comparados as intensidades de fluorescéncia na presenga de vesiculas sem
supressores (/) ¢ as razdes F/F foram utilizadas para o calculo da distancia z- (Tabela
3.6).

7 Tabela 3.6. Valores da distdncia entre o triptofano do «-MSH e o centro da bicamada,
calculada para diversos pares de supressores.
& DMPG DMPS
& 7SASL/14SASL 8.7A 94 A
7SASL/9SASL 7.0A 9.0A
5PCSL/10PCSL 7.8A -
SPCSL/12PCSL 8.8A -

Estes resultados mostram claramente a penetragdo do a-MSH na fase lipidica de
vesiculas de DMPG e DMPS. Esta penetragdo, localizando o residuo triptofano a cerca de

8.0 A do centro da bicamada, ndo ¢ muito profunda, correspondendo & regido proxima aos
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carbonos 5-6 da cadeia alifatica. Os resultados portanto dio suporte a interpretagdo de que as
mudangas espectrais observadas nas melanotropinas em presenga de vesiculas de fosfolipidios

originam-se da inser¢do dos peptideos no interior lipidico das vesiculas.
3.9. Cinéticas de decaimento em meio aquoso

- As medidas de tempo de vida mostraram que o decaimento da fluorescéncia do
triptofano em melanotropinas € descrito por cinética de decaimento multiexponencial,
sendo que, em todos os casos, os melhores ajustes aos dados experimentais foram obtidos
com trés exponenciais. Este comportamento € similar a0 encontrado para outros peptideos
pequenos contendo o residuo triptofano em solugido aquosa (Cavatorta et al., 1991, Willys

& Szabo, 1992).
Na tabela 3.7 estdo listados os pardmetros de decaimento da fluorescénciapara os

peptideos melanotropicos em tampao fosfato (pH 7.0), a diferentes temperaturas.

Tabela 3.7. Parametros de decaimento da fluorescéncia de peptideos melanotropicos
(10'5M, tampao fosfato 0,01 M), excitagdo em 295 nm. Os dados resultam de analise
global de varias curvas de decaimento obtidas a diversos comprimentos de onda de
emissdo. Tempos de vida em nanosegundos.

temp(°C) | 1, | 1 a 2 a3
o-MSH
20 322 1.49 0.33 0.47 0.35 0.18
30 2.58 1.37 0.35 0.48 031 0.21
20 213 1.2 0.33 0.36 0.43 0.21
MSH(7-10)
20 232 | LIl 0.12 055 0.30 0.15
30 2.04 1.40 031 0.32 0.52 0.16
20 2.08 1.24 0.26 0.36 0.52 0.12
MSH-I
20 321 136 023 0.45 037 0.18
30 276 1.50 0.35 0.38 0.41 021
40 2.20 127 0.30 0.33 0.47 0.20
MSH-II
20 3.0 1.73 0.40 027 0.46 0.27
30 3.30 1.58 0.42 0.25 0.48 0.28
40 275 135 0.38 021 0.53 0.26

A 20°C todos os peptideos mostraram um tempo de vida longo, entre 2.32 e 3.94
ns, um tempo intermediario, entre 1.11 e 1.73 ns, e um tempo curto, entre 0.12 e 0.40 ns.
Para cada peptideo, o tempo de vida longo diminuiu com o aumento da temperatura,

enquanto os outros dois tempos de vida ndo variaram muito com a temperatura. A
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existéncia de decaimento multi-exponencial tem sido atribuida a diferentes conformagdes
rotacionais do anel indol em torno da ligagdo C,-Cp da cadeia lateral alanil (Willis &
Szabo, 1992; Ross et al, 1992). Acredita-se que orientagdes diferentes do anel indol
fazem com que €le interaja de maneiras diversas com o esqueleto peptidico de proteinas e
peptideos, e, a proximidade ou o alinhamento com o dipolo amida carbonil seja
responsavel pela modificagdo do tempo de vida do estado excitado singleto de um
rotdmero particular. Voltaremos a essa discussdo quando da apresentagdo de resultados de
modelagens realizadas com o peptideo.

Os experimentos com resolugdo temporal foram realizados mantendo-se o
comprimento de onda de excitagdo constante e obtendo-se o perfil de decaimento a
diferentes comprimentos de onda de emissio. Para cada peptideo, os tempos de
decaimento permaneceram constantes ao longo do espectro de emissdo fluorescente, e

~ dessa forma foi realizada uma andlise global dos conjuntos de dados medidos a diferentes

comprimentos de onda de emissdo. Com isso foram gerados espectros associados ao
decaimento (DAS, decay-associated spectra, Knutson et al., 1983), dos quais as figuras

3.8 € 3.9 sdo exemplos tipicos.

7300 320 340 360 380
WAVELENGTH (nm)

300 320 340 360 380 400
" WAVELENGTH (nm)

Figura 3.8. Espectro associado de decaimento (DAS) para o MSH-I a 20°C. (a)
em meio aquoso, pH 7.0: (¢) componente 3.21 ns; (A) componente 1.36 ns; (00) componente 0.23
ns; linha continua - espectro de estado estacionario. (b) em complexos com POPS, [L})/[P] = 75: (s)
componente 5.25 ns; (A) componente 1.93 ns; (00) componente 0.38 ns.

Na figura 3.8a temos o DAS para MSH-I a 200C e o0 mesmo na Figura 3.9a, para a
temperatura de 409C. A temperatura mais baixa a componente longa de decaimento tem
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intensidade duas vezes maior que a componente itermediaria, enquanto a temperatura mais
alta as intensidades das duas componentes estdo proximas entre si. Em ambas as
temperaturas a componente mais rapida da apenas uma pequena contribuigio a
fluorescéncia total. A 200C, todos os peptideos estudados, a excecdo do MSH-II,
apresentam contribuigdes relativas das tres componentes nas faixas 72-78: 21-25: 1-3. No
caso do MSH-II esses valores sdo bastante diferentes: 54:40:6, indicando diferengas

estruturais relevantes em relagdo aos outros peptideos.
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Figura 3.9. Espectro associado de decaimento (DAS) para o MSH-I a 400C. (a)
em meio aquoso, pH 7.0: (e) componente 2.20 ns; (A) componente 1.27 ns; (Z) componente 0.30
ns; linha continua - espectro de estado estacionario. (b) em complexos com POPS, [L}/[P] = 75: (o)
componente 4.53 ns; (A) componente 1.70 ns; (3O) componente 0.42 ns.

As areas integradas de cada componente nos espectros associados de decaimento
sao proporcionais as concentragdes relativas de cada conformagdio € os termos pre-
exponenciais normalizados refletem esses valores (Willis & Szabo, 1992). Para o a-MSH
e MSH-I, essas populagOes relativas sao 45-47, 35-37 e 18, para as compnentes longa,
intermediaria e curta, respectivamente (Tabela 3.7). Para o MSH-II, a componente
intermediaria € mais populada, e os valores relativos sdo 27,46 e 27. Esta diferenga sugere
que o MSH-II existe em uma conformagio significativamente diferente da dos outros
peptideos, provavelmente originada na ligagio lactdmica ciclica entre Asp> e Lys!0. Essa
ligagdo impde ainda restrigdes conformacionais a estrutura do peptideo, compativel com a
observagédo de que as populagGes relativas das componentes de decaimento mantenham-se
praticamente constantes no intervalo de temperaturas estudado. Por outro lado
possivelmente os outros peptideos apresentem menores restrigdes conformacionais. A
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distribui¢do de rotdmeros do triptofano em PTH (para-thyroid hormone) e peptideos
andlogos, quando em estrutura aleatoria, apresenta populagdes relativas das tres
componentes de tempo de vida igual a 48, 38 e 14, (Willis & Szabo, 1992), valores
proximos aos registrados para o a-MSH e MSH-I a 200C, sugerindo assim estrutura
aleatéria para os mesmos. Neste caso, a observagio de mudangas na distribui¢do dos
tempos de vida com o aumento da temperatura, pode estar relacionada a modificagdes na

distribui¢@o estrutural dos peptideos.
3.10. Tempos de vida em complexos com lipidios. Mudangas de conformagdes.

Na tabela 3.8 estdo apresentados os pardmetros obtidos das medidas de
fluorescéncia com resolugdo temporal para os varios peptideos em complexos com
vesiculas de fosfolipidios, realizadas em razdes lipidio/peptideo correspondentes as regides

do plateau das curvas de titulagio

Tabela 3.8. Parametros de decaimento da fluorescéncia de peptideos melanotropicos
(10-3M) em presenga de lipidios, excitagio em 295 nm. Os dados resultam de analise
global de vanas curvas de decaimento obtidas a diversos comprimentos de onda de
emissio. Tempos de vida em nanosegundos.

peptideo/lipi T T, T3 a a, as
dio (temp.)
a-MSH .
MML(20) 5.10 2.09 0.43 0.33 0.44 0.23
POPS(20) 4.56 2.16 0.55 0.29 0.48 0.23
DMPG(30) 4.13 1.81 0.46 0.16 0.49 0.35
DMPS(40) 3.75 1.55 0.37 0.14 0.55 0.30
MSH(7-10)
MML(20) 4.58 1.86 0.38 0.27 0.49 0.24
DMPG(30) 3.64 1.54 0.43 0.14 0.53 0.33
DMPS(40) 3.83 1.46 0.36 0.16 0.38 0.27
MSH-I
MML(20) 5.19 1.93 0.38 0.31 0.42 0.27
POPS(20) 5.25 2.28 0.53 0.18 0.52 0.29
DMPG(30) 4.77 1.93 0.49 0.14 0.47 0.39
DMPS(40) 4.53 1.70 0.42 0.10 0.52 0.37
MSH-II
POPS(20) 5.66 2.43 0.54 0.14 0.48 0.37
DMPG(30) 4.88 1.74 0.41 0.08 0.46 0.45
DMPS(40) 4.76 1.83 0.43 0.14 0.44 0.42
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A comparagio dos dados das tabelas 3.7 e 3.8 mostra que os tempos de vida de
decaimento fluorescente dos pepetideos melanotropicos aumentaram em ambiente lipidico.
Este fato é consistente com a localizagdo do anel indol na bicamada de lipidios, com
diminuigdo de processos de desexcitagdo ndo radiativa por colisGes com moléculas do
solvente. O tempo mais longo obtido nos experimentos refere-se ao MSH-II em presenga
de vesiculas de POPS e tal fato, juntamente com os dados de fluorescéncia no estado
estacionario e de constantes de associagdo sugerem que o MSH-II, o peptideo de maior
atividade biologica, € aquele que penetra mais profundamente na matriz lipidica.

O exame das tabelas permite observar também que as populagdes relativas das
diferentes espécies fluorescentes muda apos interagdo com as vesiculas de lipidios. Na
suposi¢do de que as populagdes refletem arranjos estruturais distintos, os resultados
indicam a ocorréncia de alteragOes estruturais devido a interagdo entre os peptideos € a
bicamada de lipidios. O analogo MSH-II apresenta diminui¢io na populagdo relativa da
componente mais longa, € aumento da componente mais curta, em todos os complexos
formados com os lipidios. O analogo MSH-I, que apresentava estrutura aleatéria em meio
aquoso, quando em presenga de lipidios, mostra populagdes relativas proximas a do MSH-
I1, observagdo que € mais acentuada nos complexos com DMPG ¢ DMPS do que com
POPS. O andlogo MSH-II, devido & ligagdo lactimica entre Asp> e Lisl0, ¢
estruturalmente constrangido a uma dobra na sequéncia His®-Phe’-Arg8-Trp?, que supde-
se assuma uma conformagio de dobra  (Sugg et al., 1986; Al-Obeidi et al., 1989). Os
resultados de fluorescéncia sugerem entdo que o MSH-I, quando da interagdo com
lipidios, adote uma configuragdo estruturalmente restrita, similar 8 do MSH-II. Por sua
vez, o horménio nativo a-MSH n3o adota a mesma conformagio dos outros dois
analogos, a ndo ser quando associa-se a0 DMPS a 40°C, caso em que as populagdes
relativas das componentes de decaimento ficam similares as do MSH-II. A temperatura de
20°C em presenga de POPS, a estrutura do peptideo ¢ diferente daquela em meio aquoso
a mesma temperatura, sem no entanto assumir a estrutura de dobra . Cabe mencionar
ainda que, em micelas de MML, as propor¢des relativas das componentes do decaimento
nio diferem muito das obtidas em meio aquoso, porém com predominincia da
componente de tempo intermediario, mostrando que a estrutura B ndo € adotada pelos

peptideos nas micelas.
3.11. Simulagdo de transi¢des estruturais.

A origem do decaimento multiexponencial da fluorescéncia do triptofano em
proteinas e peptideos tem sido atribuida a existéncia de diferentes rotameros do anel indol.
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Por outro lado, os resultados de fluorescéncia com resolugdo temporal para os peptideos
melanotrépicos apontam para a existéncia de transi¢des estruturais na passagem dos
peptideos da fase aquosa para a fase lipidica. Uma vez que os peptideos em geral s@o
bastante flexiveis, supde-se que existam familias conformacionais para os mesmos € que,
na mudanga entre ambientes diferentes como a agua e a bicamada de lipidios, ocorram
transicOes entre familias estruturais ao invés de transicdes entre conformagdes Unicas.
Realizou-se entdo um estudo de simulagio para a busca de familias conformacionais para
o a-MSH em fungdo dos possiveis rotdmeros para o anel indol no peptideo, na suposigao
de que diferentes rotameros possam gerar conformagdes distintas do peptideo. Além
disso, na questdo das transi¢des entre diferentes meios, admitiu-se a ocorréncia de uma
hierarquia de interagdes, considerando-se interagGes intramoleculares como predominantes
sobre interagdes com o ambiente. Com isso foi possivel a realizagdo de uma anélise
conformacional a partir de um algoritmo matricial usando potenciais de fase gasosa, como
complemento aos dados de espectroscopia de fluorescéncia do a-MSH em ambientes
aquoso e lipidico.

O método empregado fez uso da operagdo matricial

Mj =M ®0,838.....80, (3.19)

para a obten¢do das familias conformacionais (Jacchieri & Jernigan, 1992). As energias de
interagdo AEJ- do residuo j , necessarias para se calcular os elementos de matriz exp(-A
Ej/RT), foram determinadas com o potencial de fase gasosa de ECEPP/2 (Gibson &
Scheraga, 1987). Para verificar a ocorréncia de conflitos estéricos na geragdo de
conformagdes, na presente analise os calculos efetuados com o algoritmo matricial sdo
seguidos por uma minimizagdo de energia das conformagBes mais estaveis pertencentes a
cada uma das familias geradas.

Com base nos dados de fluorescéncia, foi feita uma escolha inicial para os angulos
representativos da cadeia polipeptidica e dos rotameros dos grupos laterais de interesse.
Foram consideradas cinco possibilidades para os rotdmeros da cadeia principal: a{p=-57,
y=-47, ®=180); B(p=-139, y=135, ©=180); y(p=-60, y=-30, ©=180); 6(p=-90, y=0, o
=180) e e(p=70, y=-60, ©=180). Além disso admitiu-se que o maximo intervalo de
interag@o foi vy, = 6 (Jacchieri & Jernigan, 1992). Com estas escolhas para os angulos
diedrais da cadeia principal, sio geradas conformagdes conhecidas para a cadeia, como
hélice-o, B strand, reverse turns do tipo I e tipo III e volta y. As conformagdes
rotaméricas de todas as cadeias laterais com excegdo do triptofano foram aquelas mais
populadas conforme Ponder & Richards (1987). Levando-se em conta os dados de
fluorescéncia, foram feitos calculos com trés rotimeros para o triptofano, cujos valores do
angulo x; foram iguais a -60, 180 e 60, correspondentes as conformagdes rotaméricas
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gauche menos, trans e gauche mais, respectivamente. Foram geradas pela equagdo (3.19),
56 conformagdes da cadeia principal, para cada conformagio rotamérica do triptofano 9.
Toda a cadeia foi entdo submetida a mil passos de minimizagdo de energia com o
programa Discover.

As conformagdes mais estaveis encontradas no intervalo de interagdes do residuo 2
até o residuo 11, bem como as respectivas energias de interagdo e os valores minimizados

o
ae Lol

£y

de energia estdo apresentados na Tabela 3.9.

Tabela 3.9. Conformag3es mais estaveis da cadeia principal encontradas no intervalo de
interagdes dos residuos 2 a 11 e eneregias minimizadas das conformagdes. O intervalo de

interagdes foi crescendo passo a passo de v=2 até v=6.

“‘,\‘ S

oI Y

Residuo configuracio AE (kcal/mol)® E (kcal/mol)© E'(kcal/mol)d
Tyr? B&a 13840 61499
Ser3 B&y 5992 67441
Met? B&yy 8483 75924
Glu? BByay 2557 83541
His® BRyayd -490 100600
Arg8 Yo B555 41186 76807
Trp2(a)e aBSSSe 5785 82474 344130
Trp’(b) aBd58y 3360 80050 356063
Trpo(c) oPSSBB 16030 102630 347902
Glyl0(a) yaPdse 3791 92729
Gly10(p) B55SYY 3352 83380
Glyl9) B55pBe 4111 106150
Lysll(a) 555B0d 40706 136080
Lysll(b) 868yYE 43819 127200
Lystl(c) 55BBay 42627 149610
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8 os simbolos correspondem a conformagdo, na caadeia, de cada residuo no intervalo de
interagdo; P energia de interagio com residuos anteriores no intervalo de interagdo, calculada com
potencial ECEPP/2; © energia interna do intervalo de interagdo calculada com potencial ECEPP/2;
d energia interna de toda a cadeia com minimizagio de energia usando potenciais Byosim; € cadeia
lateral de Trp? nas conformagdes gauche menos (a), trans (b) e gauche mais (c).

Uma analise das estruturas conformacionais correspondentes aos resultados da
tabela 1 mostra que a energia de interagio bastante negativa da Arg8 ¢ devido a formagio
de uma ponte salina formada entre este residuo e GluS. Esta ponte, formada nas estruturas
em que a cadeia lateral do Trp® apresenta conformagdes rotaméricas gauche menos e
trans, acaba sendo rompida quando a conformagio rotamérica € gauche mais, uma vez que
neste caso as conformagdes mais estaveis dos intervalos de interagdo de Trp? e Arg® ndo
sdo as mesmas, como pode ser vista na Tabela 3.9. As estruturas obtidas para as trés
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conformagdes rotaméricas do Trp? apos a minimizagdo de energia sdo mostradas na
Figura 3.10, sendo que a ponte salina Glu3-Arg8 ¢ vista nas Figuras 3.10a e 3.10b.

Os dados de fluorescéncia com resolugio temporal mostraram que o Trp?
apresenta trés tempos de vida, tanto em meio aquoso como na presenga de vesiculas de
lipidios, sendo que as populagbes relativas se modificam quando da mudanga de meio
(Tabelas 3.7 e 3.8). Verificou-se na presente simulagdo que diferentes conformagdes da
cadeia principal sdo encontradas para os diferentes rotdmeros do residuo Trpd. O
rotdmero gauche menos corresponde a estrutura com menor energia. A estrutura
correspondente ao rotamero gauche mais tem energia ligeiramente superior, sendo que o
rotdmero trans gera a estrutura de energia mais elevada. Embora ndo existam até o
momento explicagdes detalhadas sobre os mecanismos fundamentais dos processos de
decaimento nio-radiativo do triptofano, nem isolado, nem participando de cadeias
peptidicas, os resultados obtidos mostram que estruturas bastante diferenciadas sdo
produzidas pelos diferentes rotimeros do triptofano, dando suporte a racionalizagdo
corrente acerca da dependéncia entre decaimentos multiexponenciais € rotameros do
triptofano.

As estruturas obtidas podem também ser analisadas do ponto de vista das
condigbes que devem ser peenchidas por um peptideo para uma interagdo estavel com
membranas biologicas. Em principio, um peptideo com uma superficie altamente
hidrofobica segregada de outra hidrofilica, favorece a interagdo. As trés estruturas obtidas
para o a-MSH preenchem esta condigdo. Além disso, as estruturas representadas nas
Figuras 3.10a e 3.10b mostram a ocorréncia de uma ponte salina estavel Arg8-Glu3, sendo
que 3.10a € energeticamente bastante mais estavel que 3.10b. Assim, uma estrutura como
a representada na Figura 3.10a, posicionada na interface agua-lipidio, deve ter a ponte
salina Arg8-Glu® na regifio aquosa e os residuos Phe’, Trp? e Val!3 interagindo com a
bicamada lipidica. Mais ainda, como mostrado pelo codigo de cores da Figura 3.10, a
regido hidrofobica da cadeia é seguida por uma regido carregada positivamente, em
arranjo espacial adequado para uma interagdo com vesiculas acidicas, como de fato foi
observado experimentalmente.

As consideragdes acima levam a se considerar que a conformagdo da cadeia
correspondente ao rotdmero gauche menos do Trp? ¢ aquela com maior probabilidade de
interagdo com vesiculas de lipidios, relacionada assim a espécie mais populada na presenga
de lipidios, caracterizada pelos tempos de decaimento fluorescente intermediarios
mostrados na Tabela 3.8. Essa conformag@o para o horménio a-MSH deve ser a que
apresenta maior semelhanga estrutural com o analogo MSH-II que possui uma ligagio
lactamica ciclica entre os residuos Asp® e Lis!®, e mostra a maior associagio com as
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vesiculas, concomitante com a maior atividade biologica. A presente analise
conformacional completa um quadro coerente entre a interpretagio dos dados de
fluorescéncia do triptofano em melanotropinas, a importdncia da fase lipidica na
modulagdo das estruturas mais adequadas a uma interagdo com receptores localizados na
membrana e os resultados de medidas da atividade biologica dos hormonios

melanotropicos.
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CAPITULO 4

TRANSFERENCIA DE ENERGIA E MEDIDAS DE DISTANCIAS
INTERMOLECULARES.

- O processo de tranferéncia de energia fluorescente representa um caso a parte nas
observagdes de sistemas que apresentam supressdo de fluorescéncia. A tansferéncia de
energia contem informag¢des moleculares diferentes daquelas reveladas por reagdes de
estado excitado, relaxa¢do do solvente, supressio de fuorescéncia ou polarizagdo da
fluorescénca e que aboradamos nos dois capitulos anteriores. Estas 0ltimas propriedades
espectrais revelam principalmente as interagoes com outras moléculas na camada de
solventes ajdacente. Diferentemente dos exemplos citados anteriormente, em a que
supressdo ocorria por interagio direta entre a molécula fluorescente e a molécula
supressora, temos aqui uma interagdo a distancia, em que a excitagio ¢ transferida de uma
molécula a outra através de interagdo de natureza dipolar. Em consequéncia desse fato, a
taxa de transferéncia de energia depende de r-© sendo r a distincia entre a molécula
fluorescente e a molécula supressora. A formulagio da teoria sobre o processo foi
inicialmente elaborada por Forster, e diversos resultados experimentais confirmaram a
expectativa da dependéncia com -6 (Lakowicz, 1986).

A transferéncia de energia tem sido uma importante ferramenta em ensaios de
atividade de enzimas proteoliticas (Yaron et al., 1979). Essas enzimas tém a importante
fungdo de quebrar ligagGes em proteinas permitindo a separagdo de fragmentos peptidicos
que podem apresentar, inclusive, agdo hormonal. Por exemplo, o a-MSH é um peptideo
derivado de uma proteina precursora, a pro-opio melanocortina e sua separagio da cadeia
principal deve ocorrer por agdo de uma enzima proteolitica. Como condigdo para
utilizagdo da transferéncia de energia ¢ necessario uma molécula fluorescente ou doadora
de energia e uma outra para a qual a energia € transferida, ou aceitadora. Como doadora,
utilizamos o acido o-amino benzoico (Abz) e como aceitadora, a molécula N-
(2,4,dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnP) (Figura 1). Os peptideos estudados foram
sintetizados com a Abz ligada ao terminal amino € a EDDnP no terminal carboxila. Dada a
proximidade existente entre os dois grupos quando estdo incorporados a um peptideo, a
fluorescéncia da Abz fica bastante reduzida. Se houver hidrolise no peptideo em presenga
da enzima proteolitica, os grupos doadores e receptores separam-se € ocorre 0 aumento
da fluorescéncia, sendo o ensaio bastante sensivel para se medir a atividade hidrolitica da
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enzima, bem como a afinidade entre o substrato e a enzima (Chagas et al., 1991; Juliano et
al., 1990).

O. oH
C NO,

NH
2 HoN—CHoy—CHy—NH

NO

Abz EDDnP

Figura 4.1. Representagdo esquematica das estruturas do acido amino-benzoil
(Abz) e da N-(2,4,dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnP).

Os estudos apresentados aqui, referem-se a peptideos da familia da bradicinina, um
hormdnio de tecido que aumenta a permeabilidade vascular, a dor e a inflamagio, tendo
sido associada a sintomas de resfriado comum (Lee et al., 1990), e cuja sequéncia de
amino acidos € Arg-Pro-Pro-Gli-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg. Os peptideos estudados (listados
na Tabela 4.2) atuam como substrato para uma série de enzimas proteoliticas como as
Kallikreinas e T-Kininogenases (Chagas et al,, 1991), evidenciando a importancia da
presenga das sequéncias Arg-Pro, no terminal amino, e Phe-Arg, no terminal C, para a
agdo proteolitica e liberagdo das bradicininas.

Nosso objetivo ao estudar o sistema foi de outra natureza: procuramos explorar a
possibilidade de se medir distancias entre os grupos Abz e EDDnP nos peptideos, fazendo
uso da dependéncia conhecida entre a taxa de transferéncia e a distincia entre doador e
aceitador. Apresentamos a seguir as propriedades espectrais do fluoroforo e do aceitador,
que permitem a utilizagdo do modélo de transferéncia de energia para a analise da

supressdao da fluorescéncia.

4.1. Caracteristicas espectroscopicas da Abz e da EDDnP: absorgdo otica e
fluorescéncia.

As moléculas de Abz e EDDnP (Figura 4.1) apresentam estruturas eletrOnicas

distintas, refletidas em suas diferentes propriedades de absor¢8o 6tica e fluorescéncia. Um

conjunto de pardmetros espectroscopicos das duas moléculas € apresentada na Tabela 4.1.
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A Abz apresenta o primeiro maximo de absor¢do em 310 nm, enquanto para 0 EDDnP
esse maximo ocorre em 352 nm (Figuras 4.2 € 4.3).
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Figura 4.2. Absorgio ptica da Abz (10->M) em tampéo fosfato 0.01 M, pH 7.4.
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o000 OO OO
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Figura 4.3. Absorgdo ptica da EDDnP (10-°M) em tampéo fosfato 0.01 M, pH
74.

Por outro lado, a Abz € altamente fluorescente, com rendimento quéntico préximo
a 0.6 em solventes como etanol e benzeno (Melhuish, 1961). Este valor ndo €
significativamente alterado em meio aquoso. Como estivemos trabalhando sempre em
meio aquoso, todos os dados espectrais que obtivemos estardo se referindo a agua como
solvente. O maximo da emissdo fluorescente da Abz ocorre proximo a 400 nm, sendo que
seu espectro de emissao apresenta superposigdo espectral com o espectro de absorg:éo da
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EDDnP. Esse fato preenche uma das condigdes para a ocorréncia de transferéncia de
energia entre as duas moléculas. O EDDnP por sua vez, ndo apresenta fluorescéncia e, em

interagdo com a Abz, atua como eficiente supressor da fluorescéncia.

Obtivemos também a curva de decaimento fluorescente da Abz, que € praticamente
monoexponencial, com tempo de vida igual a 8.30 ns, comparavel ao valor 8.4 obtido em
tampéo tris por Chen et al. (1967). Uma componente mais curta, com tempo de vida 1.36
ns também foi observada, com termo pré-expoencial negativo, possivelmente devido a
uma reagio de estado excitado e com pequena contribui¢do para a emiss@o fluorescente

total.

Tabela 1. Parametros de absorgdo dtica e fluorescéncia da Abz ¢ EDDnP em tampdo
fosfato 0.01 M, pH 7.0, a 22°C.

Ap.d [ eMlem | E_..°C Pd (ns)®

Abz 310 3x10° 397 0.60 8.30
EDDnP 353 1.9x103 - 0.0 -

Abz-FRPR-NH, 315 3x10° 418 0.55 7.79

Abz-P-NH, 290 308 0.03 0.16

Abz-PLG-NH, 298 436 0.06 2.32

dcomprimento de onda do primeiro maximo de absorgdo; Ocoeficiente de extingio mo méximo de
absorgio; “comprimento de onda do maximo de emissdo fluorescente; d rendimento quintico; “tempo de
vida da componente principal.

4.2. Caracteristicas da Abz-peptideos.

A Abz pode ligar-se a peptideos através da ligag@o entre seu grupo carboxilico e o
terminal amina do peptideo. Procuramos verificar se as propriedades espectroscopicas do
Abz sio alteradas em fungio dessa ligagdo. Espectros de absor¢do otica da Abz-FRRPR-
NH, e Abz-FRPR-NH, mostram o primeiro maximo de absor¢io em 310 nm, similar a
Abz sozinha. A ligagdo peptidica provoca aumento acentuado da absorgdo na regido UV,
como pode ser observado na Figura 4.4, sem que se altere significativamente o coeficiente
de extingdo na banda em 310 nm (Tabela 4.1).

A emissdo fluorescente da Abz em peptideos € ligeiramente modificada, com
pequena diminuigio no rendimento quéntico. A cinética de decaimento torna-se
definidamente monoexponencial, com tempo de vida de emissdo fluorescente igual a71.79
ns, um pouco abaixo do valor para a Abz isolada (Tabela 4.1). Registra-se também um
deslocamento de aproximadamente 20 nm no maximo de emissdo fluorescente, em diregdo
ao vermelho (Figura 4.5). Este conjunto de caracteristicas esta também presente em

diversos peptideos nos quais o residuo adjacente ao Abz ndo ¢ a prolina. A suposigio ¢ de
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que a presenga do amino, junto com a carboxila, seja determinate para as propriedades
oticas da Abz. Nos peptideos, a carboxila forma uma ligagdo analoga a ligagdo peptidica,
mantendo as propriedades basicas da Abz. Na Abz-prolina, ocorre a formagdo de uma
estrutura rigida, que altera sensivelmente as propriedades Oticas da Abz.
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Figura 4.4. Absorgio dptica da Abz-FRPR-NH, (10-M) em tampdo fosfato 0.01
M, pH 7.4.
,.,“.33"

Figura 4.5. Espectro de fluorescéncia da Abz-FRPR-NH, (10-3M) em tampio fosfato, pH
7.0, excitagdo em 310 a 330 nm.
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Quando a Abz esta diretamente ligada a um residuo prolina, o primeiro maximo de
absorg@o desloca-se para o UV, sendo igual a 290 nm. Por sua vez, a fluorescéncia da
Abz-Pro-NH, fica drasticamente alterada, com redug@o consideravel do rendimento
quéntico. Pela diminui¢do no tempo de vida, seria de se esperar uma redugdo de mesma
ordem no rendimento quéntico, supondo que a tempo de decaimento intrinseco ndo se
modifique. Todavia esse fator ficou em 20 para o rendimento quantico, enquanto foi de 50
no tempo de vida. Note-se porém que na medida de decaimento, observou-se a presenga
de uma componente de 8.3 ns (90% da emiss&o total), que podemos atribuir a presenga de
Abz ndo ligada a Pro. Assim, a emissio no estado estacionario contaria com a
contribuicdo dessa populagdo de Abz, responsavel, ndo apenas pelo valor elevado de
rendimento quantico em confronto com o esperado, mas também pelo fato de que a banda
de emiss@o tem seu maximo em 398 nm, o mesmo valor obtido para a Abz isolada.
Considerando que apenas 10% da emissdo total seja devido a populagéo de Abz-Pro-
NH,, o tempo de vida intrinseco do estado fluorescente seria de 53 ns.

Foram efetuadas também medidas em Abz-PLG-NH,, peptideo no qual a Pro € o
primeiro residuo, mas o terminal amino fica afastado do Abz. Neste caso, o deslocamento
espectral na absorgédo otica € de 10 nm, com o maximo de absor¢do em 300 nm. A cinética
de decaimento € monoexponencial, com tempo de vida de 2.32 ns (redugdo de um fator de
3.5), com rendimento quéantico diminuindo para 0.06 (diminui¢do de um fator de 10). Isto
significa que houve mudanga na taxa de decaimento radiativo, com aumento no tempo de
vida intrinseco de decaimento radiativo, que passa a 38.7 ns. Os dados indicam que a
alterag@o na estrutura eletronica devido ao residuo prolina leva a um aumento no tempo
de vida do processo radiativo de decaimento. Dessa forma, a diminuigdo na intensidade de
fluorescéncia deve ser atribuida a um aumento nas taxas dos processos nio radiativos de
decaimento. A importéncia da posigdo relativa do grupo NH, fica bastante evidente desses
resultados.

4.3. Caracteristicas da Abz em presenga do EDDnP

Quando moléculas de Abz e EDDnP estdo em meio aquoso, ndo ha interferéncias
mutuas nos espectros de absorgdo oOtica, de modo que o espectro resultante ¢
simplesmente uma superposigdo dos espectros individuais. Por sua vez ocorre atenuagio
no espectro de emissdo fluorescente, de modo que a concentragdes equimolares de Abz e
EDDnP, a intensidade de fluorescéncia é cerca de 80% da emissdo da Abz. Essa supressio

tem origem em processos de transferéncia de energia (Yaron et al,, 1979) e, portanto,
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depende da distincia de separagdo entre as duas moléculas. Quando Abz e EDDnP estio

e incorporadas em peptideos nos quais o residuo adjacente & Abz ndo € a prolina, o espectro
s

£ de absorg@o Otica é, em linhas gerais, semelhante ao caso das moléculas dispersas no meio
f\; . 4 5 . hl A -
g aquoso: o espectro resultante é também igual a superposi¢do dos espectros de Abz

. peptideos e de EDDnP (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Absorgdo optica da Abz-bradicinina-EDDnP (10-°M) em tampdo
fosfato 0.01 M, pH 7 4.
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Figura 4.7. Espectro de fluorescéncia da Abz-bradicinina-NH, (10-M) em tampio
fosfato, pH 7.0, excita¢do em 310 a 330 nm.
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O fato marcante nos peptideos contendo Abz e EDDnP ¢ a manuten¢@o da forma
do espectro de emissdo fluorescente, (Figura 4.7), que € semelhante a0 mostrado na
Figura 4.5, porém com grande redugdo na intensidade de fluorescéncia, devido a
proximidade existente entre as duas moléculas. Uma analise do processo de supresséo
flurescente devido a transferéncia de energia permite a determinag@o da distancia entre a
Abz e 0 EDDnP.

4.4. Taxa de transferéncia de energia.

A transferéncia de energia de excitagdo € um processo que se origina da interagdo
entre os momentos de dipolo de transigdo do doador e do receptor. O modelo para
explicagdo do fendomeno foi inicialmente formulado por Forster e mostra-se que a taxa de

transferéncia de energia € dada por

_9000In(10)x* ¢ ¢ F, J dv
T 1287°n°N N7a

onde ¢4, 15 e F; sdo, respectivamente, o rendimento quéntico, o tempo de vida e a

4.1)

intensidade de fluorescéncia (normalizada para intensidade total igual a 1) do doador, €, é
o coeficiente de extingdo do aceitador, v o nimero de onda, n o indice de refragio do
meio, N, o nimero de Avogadro, r a distancia entre doador e aceitador e x € o chamado

termo de orientagdo, dado por

=(cosd; -3 cosOy cosE)a)2 (4.2)

sendo que 6, € o angulo entre o dipolo de emissdo do doador e o dipolo de aabsorgdo do
aceitador, € 8, e 6, sdo os dngulos entre esses dipolos e o vetor que liga o doador e o
aceitador.

A expressdo para a taxa de transferéncia de energia traz a dependéncia com 179,

que € explicitada na relagio

K =i(&)6 (43)

onde Rj € a chamada distincia de Forster, englobando todos os termos da equagdo (1),

exceto o tempo de vida 1, e a distdncia r. Dessa maneira a distancia R, ¢ dada, em A, por

R, =9.79x10%(x%n~ ¢,J) (4.4)
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sendo que em J aparece a integral de superposi¢do espectral, dada em fungdo do

comprimento de onda A, pela equagio
J= j (A, () AdA (4.5)
Uma eficiéncia na transferéncia de energia pode ser definida como a razio entre a
taxa de transferéncia e a somatoria de todos os processos de decaimento do estado
excitado,.ou seja
k k
=== (4.6)
>k k4T,
onde I'; inclui todos os processos de desexcitagdo do doador na auséncia do aceitador.

Como (1"d)‘1 = 14, a equagdo (4.3) pode ser re-escrita como

E=1-Tae 1 fa @.7)
Ta d

na qual 14, e Fy, sdo o tempo de vida e a intensidade de fluorescéncia na presenga do

aceitador.
Por outro lado, dada a dependéncia de &, com r e R, mostrada na equagao (4.3), a

eficiéncia na transferéncia pode ser também escrita

6
R; +r
Dessa forma, juntando-se as equagdes (4.7) e (4.8), ficamos com a seguinte dependéncia
entre a distdncia » e as intensidades de fluorescéncia na auséncia (#,;) € na presenga de

aceitador (Fg,):

o R(Fu/E) 49)
1- F;ia / F, d
A partir das informagGes espectrais pudemos calcular a distincia R, e medindo-se
as intensidades de fluorescéncia para uma série de peptideos, pudemos fazer a
determinagdo da distancia » de separagio entre Abz e EDDnP nesses peptideos.

4.5. Determinagio de distancias Abz-EDDnP
Foi examinada uma série de peptideos da familia das bradicininas, relacionados na

Tabela 4.2. Os dois primeiros peptideos serviram como referéncia para as determinagdes
das propriedades de fluorescéncia da Abz (doador) na auséncia de EDDnP (receptor):
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tempo de vida, rendimento quéntico, espectro de emissdo. A integral de superposigédo J foi
calculada usando também o espectro de absor¢io do EDDnP em tampéo fosfato 0.01M,
pH 7.4. O indice de refracdo utilizado foi igual a 1.4. Para o uso da equagdo (4),
necessita-se ainda o conhecimento do fator de orientagdo x, que pode variar desde O até 4,
conforme a equagdo (4.2). Considerando que os doadores e receptores estejam ocupando
todas as orientagOes possiveis, que nio mudam durante o tempo de vida do estado
excitado€ obtido um valor médio para « igual a 0.476 (Steinberg, 1971). Dessa forma, a
partir da equag@o (4.4) obtém-se para a distdncia R,, o valor de 32.5 A

A partir dos espectros de fluorescéncia de cada um dos peptideos, determinou-se a
intensidade de fluorescéncia F;, , de modo que, a partir da equagio (4.9), foi determinada
a distancia r entre doador e receptor. Estes valores estdo indicados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Peptideos da familia das bradicininas, medidos em tamp3o fosfato 0.01 M, pH
7.4. concentragdo de peptideos, 10-3M.

peptideo Fi/Fy r(4)
Abz-FRPR-NH, 1 ]
Abz-FRRPR-NH, 1 -

Abz-FRSSRQ-EDDnP 0.0116 18.0
Abz-FRSSRE-EDDnP 0.0145 18.6
Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnP 0.0389 22.0
Abz-RPPGFSPFRQ-EDDnP 0.091 25.0
Abz-RPPGFSPFRSSRQ-EDDnP 0.072 24.7

Observa-se imediatamente da Tabela (4.2) que a dependéncia entre a distdncia
doador-receptor € o nimero de residuos que compdem a cadeia peptidica ndo € linear.
Essa distancia reflete a separagdo entre o residuo inicial e o residuo terminal da cadeia,
que ndo pode aumentar linearmente devido as interagGes intramoleculares que levam a
estrutura secundaria do peptideo. Note-se que o peptideo representativo da bradicinina
(RPPGFSPFRQ) apresenta 25 A como distancia ponta a ponta. Essa distincia ¢ de 18 A
para os peptideos compostos de apenas 6 residuos (FRSSRQ ou FRSSRE) que
apresentam a sequéncia FRS, que € clivada originando o ramo terminal C da bradicinina.
Esses peptideos possuem, portanto, uma estrutura bem mais estendida que a bradicinina.
Por outro lado, essa mesma sequéncia acrescida de quatro residuos da sequéncia da
bradicinina (GFSPFRSSRQ) tem a distancia aumentada para apenas 22 A, sugerindo um
dobramento da estrutura. Observe-se por fim que o peptideo mais longo, que contém a
sequéncia da bradicinina e o grupo clivado no terminal C, tem distincia entre as
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extremidades igual a 24.7 A. Esses resultados sugerem que a sequéncia estendida clivada
por kallikreinas, apresenta dobramento quando completada com os amino-acidos que
completam a sequéncia da bradicina em diregdo ao terminal N.

Estudos por espectroscopia Raman indicam que na bradicinina em meio aquoso
coexistem estruturas ordenadas e desordenadas, observando-se uma dobra estrutural, sem
que se possa estabelecer conclusivamente se ela é da forma B ou y (Fok et al., 1982). Em
estudos por NMR de fragmentos de bradicinina contendo os 5 ou 6 primeiros amino-
4cidos, encontram-se evidéncias de dobra P na sequéncia Pro2-Pro3-Gly*-Phe5 (Dive et
al.,, 1982). Experimentos de NMR conduzidos em peptideos contendo o terminal C
completo da bradicinina, sugerem a ocorréncia de dobra B envolvendo a sequéncia Phe-
Ser®-Pro’-Phe8, que possivelmente conteria uma ligagio H entre o oxigénio carbonil da
Ser® e o hidrogénio amida do residuo Arg? (Lee et al., 1990).

Apesar de nio permitirem uma determinagio direta das estruturas dos peptideos,
os dados que obtivemos dos experimentos de transferéncia de energia sdo consistentes
com a sugestio de que a regido central do peptideo completo, contendo os residuos FSPF,
podem estar relacionados a ocorréncia de dobra na estrutura. A ocorréncia dessa dobra ¢
coerente com o comportamento que obtivemos para a distancia ponta a ponta dos
peptideos que estudamos e que cobrem tanto a regido de terminal C como a do terminal N

da bradicinina.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Apresentamos neste trabalho diversos aspectos de uma técnica especifica, a
espectréscopia de fluorescéncia, quando utilizada no estudo de sistemas biologicos. Além
dessa caracteristica que acabamos de apontar, os estudos aqui descritos tiveram em
comum o emprego de modelos e da metodologia desenvolvidas pela Fisica para uma
tentativa de descri¢do da propria Fisica envolvida em fendmenos de interésse biologico.

Um apecto bastante explorado foi o da supressio da fluorescéncia, no qual
modelos fenomenoldgicos como o de Stern-Volmer ou o de Perrin foram utilizados na
tentativa de se caracterizar a interagio entre uma molécula fluorescente e outras moléculas
presentes no meio. Todavia a supressdo ndo pode ser vista apenas como uma simples
diminui¢do de fluorescéncia, uma vez que diversos processos podem atuar
simultineamente resultando no decréscimo da intensidade de fluorescéncia. Assim,
informagdes obtidas com experimentos de estado estacionario foram combinados com
informagdes de resolugio temporal para interpretagdo adequada dos resultados.

Com esse procedimento, foi possivel estabelecer um modelo para a interagéo entre
melaninas e porfirinas cationicas, mostrando que formam-se complexos no estado
estaciondrio e que esses complexos dissipam a energia de excitagdo através de vias ndo
radiativas para o decaimento do estado excitado. Levando-se em conta a participacio,
tanto da melanina como das porfirinas, em processos de interagdo com a luz UV-visivel,
os resultados mostraram que uma das carcteristicas do pigmento consiste ndo apenas na
sua capacidade de dissipagdo da energia absorvida diretamente da radiagdo, mas também
na adequagdo de sua estrutura para a supressdo de estados singleto excitados de outros
fotossensibilizadores como as porfirinas.

Com base nos modelos fisico-quimicos para a caracterizagio da formagdo de
complexos, foi possivel a verificagdo de que a melanina possui mais de um sitio para a
interagdo com as porfirinas catidnicas, confirmando as hipéteses sobre o carater
heterogéneo do pigmento, bem como sobre a contribuicio de diferentes tipos de
interagdes (eletrostatica, hidrofobica, coordenagio com metais) na formagio dos
complexos melanina-porfirina (Ito et al., 1992, Ridente et al., 1993)

A anélise de modelos para supressdo permitiu também a verificagdo inequivoca da
inser¢do de residuos triptofano constituintes de melanotropinas em bicamadas de lipidios,
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além da determinagio de profundidades de penetragio (Macedo, 1993). Essa inser¢io foi
sugerida pelos resultados combinados de deslocamento espectral, variagdo de intensidade
de fluorescéncia e mudangas na anisotropia de polarizagéo de melanotropinas em presenga
de vesiculas de fosfolipidios. Nesse caso, utilizaram-se modelos sobre a dependéncia entre
a estrutura eletronica do triptofano e a polaridade do meio em que se encontra, e entre a
despolariza¢io da emissio fluorescente € o grau de restrigdes que o meio impde ao
movimento do fluoréforo, para demonstrar a ocorréncia de interagdo entre as
melanotropinas e vesiculas de fosfolipidios.

Foi verificado que a interagdo era observada apenas quando as cabegas polares dos
fosfolipidios apresentavam carga residual negativa. Dado que as melanotropinas
apresentam carga residual positiva a pH neutro, foi necessario o emprego do modelo de
Gouy-Chapman para descrigdo da contribui¢do eletrostatica a interagdo. Também aqui,
modelos fisico-quimicos permitiram determinar constantes de associa¢@o e variagdes de
energia livre para o processo de inser¢io de peptideos na fase lipidica de bicamadas,
mostrando que esses parametros estdo correlacionados a atividade biologica dos analogos
de melanotropinas (Ito et al., 1993).

Os dados de fluorescéncia com resolugdo temporal foram analisados segundo o
modelo que associa diferentes tempos de vida de fluorescéncia do triptofano a diferentes
rotdmeros em torno da ligagio C,-Cg , que estariam relacionados a diferentes estruturas
para os peptideos. Dentro desse quadro, a passagem das melanotropinas da fase aquosa
para a fase lipidica ocorreria juntamente com a mudanga de estrutura dos peptideos. Os
resulltados deram suporte a suposi¢do de que a fase lipidica exerce uma importante fungdo
como catalizadora de modificagdes conformacionais para hormonios peptideos. A
associagdo entre rotdmeros para o triptofano e conformagdes do peptideo encontrou
confirmag@o, para o a-MSH, por estudos de simulagdo empregando métodos de algebra
matricial (Jacchieri and Ito, 1994).

Finalmente, os resultados de fluorescéncia de peptideos contendo um grupo
fluorescente exdgeno cuja emissdo apresenta superposi¢do espectral com a absor¢do de
uma outra molécula, foram analisados segundo o modelo de Forster para transferéncia de
energia. Isso possibilitou a determinag@o de distincias entre as extremidades de peptideos
da familia das bradicininas, confirmando sugestdes originadas de trabalhos com outras
técnicas espectroscopicas, da ocorréncia de conformagdes com dobras em posigdes
especificas na sequéncia dos peptideos.

A delimitagdo precisa dos contornos que definem uma area de pesquisa nem
sempre € possivel de se realizar e essa dificuldade é ainda maior em uma area
multidisciplinar como a Biofisica. Todavia, uma generalizagdo aceita nas pesquisas em
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Biofisica € a necessidade do uso de diversas técnicas espectroscopicas para a compreensao
dos sistemas e processos de interésse biologico em estudo. Emerge dos diversos trabalhos
apresentados, a adequag@o da espectroscopia de fluorescéncia a obtengdo de informagdes
acerca de diversos problemas. Jamais poderd ser pensada como unica fonte de
informagGes, mas sua utilizagdo combinada a outras técnicas e métodos, tanto
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experimentais quanto teoricos, sera capaz de oferecer explanagdes relevantes sobre a

Fisica de fendmenos de interésse biologico.
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