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RESUMO

Sabe-se que em sistemas bioldgicos, as funcdes de proteinas e de horménios estio
relacionadas com suas conformagles espaciais € que suas estruturas e fun¢des sio
freqlientemente influenciadas pela interagdo com os lipideos das membranas plasmaéticas
e/ou intracelulares. Devido a importancia das interagdes entre as proteinas e hormonios
com as membranas, varios estudos t€m sido realizados empregando modelos que simulam
as membranas, pois as bioldgicas sdo estruturas bastante complexas. Entre esses modelos
esta o de micelas reversas que pode ser considerado atualmente como o que melhor
reproduz as condi¢des existentes in vivo, pols a agua presente nesse sistema ¢ uma otima
representacdo para a agua presente em sistemas bioldégicos em torno dos receptores de
membrana.

Visando estudar a interagdo do hormodnio melandcito estimulante (- MSH) e do
peptideo sintético melanotropico analogo (MSH1) com um modelo de membrana, na
tentativa de compreensao de seu papel biologico, usamos micelas reversas preparadas com
o anfifilico bis-(2-etilhexil)sulfosucinato de sédio, abreviado AOT. E sabido que o a- MSH
¢ importante na regulacio da pigmentacio da pele, além de estar relacionado a vérios
processos fisiologicos e neuroldgicos. Mais recentemente, foram encontradas evidéncias de
que ele atua também como neurotransmissor ou neuromodulador na aprendizagem,
memoria e capacidade de concentragdo. Clinicamente, os peptideos melanotropicos podem
eventualmente ser utilizados no tratamento de alteragcdes pigmentares € na detecgiio e
erradicacio de melanomas.

Realizamos medidas de ressonancia paramagnética eletronica e de fluorescéncia de
estado estacionario e resolvida no tempo para estudar a dinamica interna dos peptideos
melanotropicos na interagdo com micelas reversas de AOT. Monitoramos a fluorescéncia
do residuo Triptofano localizado na nona posicdo da seqiiéncia de aminoacidos dos
peptideos melanotropicos. A supress@o da fluorescéncia do residuo triptofano por
acrilamida (que fica no meio micelar) também foi medida para auxiliar na tentativa de
localizar a posi¢ao do fluoréforo nas micelas reversas.

Dos espectros de EPR obtidos com o marcador de spin 5-SASL observamos que,
com o aumento do tamanho das micelas reversas pelo aumento da quantidade de agua, a
regido das cabecas polares tende a ficar flexivel enquanto que, em oposi¢do, aumenta a
rigidez, a polaridade e a ordem da regido das cadeias. Os resultados obtidos para o
acréscimo de soluc@o tampao fosfato e para solugdes contendo Trp, LTL, a-MSH e MSH]1
sdo similares mostrando que essa técnica fornece informagdes sobre as micelas,
independente da interacdo das mesmas com os peptideos.

Dos resultados obtidos com a fluorescéncia para o grau de anisotropia, tempo de
vida e comprimento de onda de maxima emiss@o observamos que os fluordforos utilizados
(Trp, LTL, a-MSH e MSH1) experimentam uma regiao menos polar e mais rigida do que a
agua. Vimos também que com o aumento da quantidade de agua nas micelas reversas os
peptideos e o aminoécido tendem a assumir determinadas localizagGes na interface, sendo



que o Triptofano fica no meio mais hidratado que nio € a agua bulk. Os espectros de
decaimentos associados mostram a ocorréncia de conformagdes com diferentes graus de
exposigdo do Triptofano ao ambiente aquoso. Assim, pudemos perceber que o Trp é o mais
exposto a agua tendendo a localizar-se na regido de agua estruturada. O LTL fica ancorado
na regido -da interface e os peptideos’ melanotrdpicos inserem-se na regido das cadeias
hidrocarbénicas, sendo que o a-MSH insere-se mais profundamente. Observamos também
dos espectros de decaimentos associados diferengas das distribuigdes conformacionais para
os horménios melanotrdpicos, especialmente para as micelas reversas maiores que simulam
a situagio bioldgica, o que pode estar relacionado com as diferentes atividades bioldgicas
dos mesmos.



ABSTRACT

The biological function of proteins and hormones is related to their conformations
and both structure and function are frequently dependent on the interactions with lipids of
plasmatic and intracelular membranes. Due to the complexity of biological membranes,
many studies about these interactions employ model membranes. The reverse micelle is a
good model, for it offers an adequate representation of the structured water that is present
in biological systems around the membrane receptors.

We report here studies of the interaction of a-melanocyte stimulating hormone
(a-MSH) and one synthetic analogue (MSH1) with reverse micelles prepared from the
amphyphylic sodium bis-(2-ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT) in isooctane. The o-MSH
is important in the regulation of skin pigmentation and is also involved with other
physiological process. It was recently found evidences of its action as a neurotransmitter
or neuromodulator in learning, memory and attention. It is claimed that potent analogues

of melanotropin hormones could be used in the therapy of pigmentary disorders and
detection and treatment of melanome.

Electron paramagnetic resonance (EPR), steady state fluorescence and time-
resolved fluorescence were employed to study the internal dynamics of the melanotropins
in interaction with reverse micelles of AOT. We monitored the fluorescence of the
residue tryptophan located in the 9 position of the aminoacids sequence of a-MSH and
MSH-1. The tripeptide lysil-tryptophyl-lysine (LTL) and the isolated aminoacid
tryptophan were also investigated as simpler molecules interacting with the reverse
micelles. It was also measured the fluorescence quenching by acrylamide, to obtain more
information about the peptide location in reverse micelles.

We monitored the EPR spectra of the spin label 5-doxyl stearate acid (5-SASL) at
increasing values of w, that is the ratio between the number of water molecules and the
number of AOT molecules. The region of the polar head gains flexibility when the size of
the reverse micelles increases (due to increase in water content) and, opposite to this, the
region of the hydrophobic tail becomes more rigid, showing higher order and polarity.
Similar effects were observed upon addition of solutions containing either tryptophan, or
LTL, or a-MSH and MSH-I, indicating that the EPR measurements gave information
about the changes in the micelles promoted by water molecules, independent of the
interactions with the peptides.

Monitoration of fluorescence parameters like spectral position of emission band,
anisotropy and lifetime demonstrated that the environment around the fluorophore, in all
compounds, is less polar and more rigid than bulk water. Those parameters reflect the
location of the compounds in the heterogeneous isooctane/AOT/water medium and are
sensitive to the changes induced in the micelles by the increasing the amount of water.
However, in large micelles having w, above 10, the modifications detected by
fluorescence are small and the addition of water no more affects the location of the
fluorophores. Quenching measurements gave additional support to the data indicating that
the different compounds occupy different positions in the large reverse micelles, but in



any case they are in the interface region, without dispersing into the bulk water. Decay
associated spectra allowed the identification of conformations with various degree of
exposition to polar and non polar media. The conformation related to the long lifetime is
more exposed to water while that associated to the intermediate lifetime is preferentially
stabilised in non polar media. The native hormone a-MSH in the large micelles shows
predominance of the conformation sensing a non polar environment, with similar results
presented by the analogue MSH-1. Those melanotropins are in the region of the
hydrocarbon chain, with slightly deep location for the native hormone. The tripeptide
LTL is anchored in the interface region, probably stabilised by electrostatic interaction
between the charged groups in the peptide and the negative charge in AOT. Finally, the
tryptophan is most exposed to water, probably interacting with structural water near to the
interface.
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Capitulo I - Introdugio

INTRODUCAQO

1) Lipideos e seus agregados

Lipideos sfio substancias sintéticas ou de origem bioldgica passiveis de
solubilizagio em solventes organicos, como por exemplo cloroférmio e metanol mas pouco
soliveis em agua. Compreendem os acidos graxos (que possuem longas cadeias de
carbono), os triglicerideos (que sdo ndo polares e, portanto, insoliveis em Aagua), os
glicerofosfolipideos (moléculas anfifilicas pois possuem uma regido hidrofilica, a da cabega
polar, e outra regido hidrofébica ou nio polar, normalmente a regido das cadeias
hidrocarbénicas) e, por fim, os esfingolipideos (também anfifilicos) (Israelachvili, 1992).
Esses dois ultimos tipos de lipideos, os glicerofosfolipideos e os esfingolipideos, sdo os
unicos anfifilicos e, também, os principais constituintes das membranas biolégicas; sendo
assim ¢é importante saber como eles se agregam formando estruturas mais complexas — a

membrana biolégica.

Os anfifilicos, ou as moléculas que possuem uma regiao hidrofébica e uma regifo
hidrofilica, associam-se em varias estruturas diferentes quando em solugbes aquosas,
podendo formar micelas esféricas, micelas cilindricas, vesiculas e bicamadas flexiveis,
bicamadas planares € micelas reversas (Figura I-1) dependendo de fatores como: area da
cabega polar, grau de empacotamento das cadeias hidrocarbdnicas, temperatura € mistura e

concentracdo e tipo de moléculas utilizadas.
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Cilindrica

Cone truncado

CEHERD)

Bicamada maela diveta (esferica) nuela rreertida

Figura I-1: Os vdrios tipos possiveis de agregagdo de anfifilicos e sua relagdo com a forma das moléculas.

Estas estruturas podem se transformar entre si quando as condi¢des das solugdes sdo

alteradas como, por exemplo, o pH ou a concentracio de eletrélitos.

Como os anfifilicos sdo os principais constituintes das membranas bioldgicas, seus
agregados podem ser considerados modelos simplificados das membranas bioldgicas e
desta forma utilizados para a investigagao da interacdo destas, sendo chamadas neste caso
de membranas modc;,lo. Estas podem ser utilizadas para estudar a propria estrutura da

membrana e/ou a interagdo com proteinas e outras substancias.
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2) Membranas bioldgicas

As membranas biologicas sdo as estruturas celulares mais comuns estando
envolvidas em quase todos os aspectos da atividade celular, desde simples fungdes
mecanicas como mobilidade e transporte de nutrientes até processos altamente especificos

como transdugdo de energia, reconhecimento imunolégico, condugio nervosa e biosintese
(Israelachvili, 1992).

As membranas bioldgicas sdo formadas por proteinas, glico-proteinas e oligo e
polisacarideos associados com uma matriz de lipideos. S3o estruturas muito complexas
possuindo normalmente cinquenta ou mais proteinas diferentes e uma quantidade enorme
de fosfolipideos e glicolipideos com os mais variados grupos polares, numero e
comprimento de cadeias hidrocarbdnicas, e graus de insaturagdo, além de esterdides e
outras moléculas anfifilicas. Muitas das fun¢Ges membranares estdo associadas com a
ligagdo de substratos (proteinas, horménios, etc.) em sua superficie; neste processo as

proteinas funcionam como receptores de membranas recebendo sinais quimicos que visam

regular a atividade celular.

O modelo mais aceito para as membranas é o de mosaico fluido proposto por Singer
e Nicholson em 1972 que considera a membrana como uma matriz bimolecular lipidica

onde sdo encaixadas as proteinas conforme apresentado na Figura I-2.



Figura I-2: Modelo de mosaico fluido — esquema de um fragmento da membrana plasmatica (adaptado de
Voet and Voet, 1995)

As membranas bioldgicas sdo estruturas dindmicas, principalmente porque ndo
existem ligagdes quimicas entre os lipideos, possuindo movimentos laterais randomicos
paralelos a superficie da mesma o que lhe confere um carater fluido. Assim, tanto os
lipideos quanto as proteinas das membranas movem-se no plano da superficie das mesmas
(Singer, 1972). Entretanto, podem ser formados dominios heterogéneos e agregados locais

de lipideos e de proteinas que sdo importantes para o funcionamento normal da membrana

como um todo e de seus constituintes.

Apesar dos movimentos presentes, as membranas s3o estruturas estaveis, mantendo
sua integridade estrutural talvez como resultado da mistura heterogénea de lipideos que

devem ser capazes de se auto-arranjarem em bicamadas.
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3) Proteinas e interacio proteina-membrana

As proteinas compreendem tanto longas cadeias poliméricas formadas por peptideos
quanto simplesmente uma seqiiéncia de aminoécidos; que possuem fun¢des dependentes da
conformacfo espacial. A conformagéo espacial depende em primeira instancia da seqiiéncia
de aminoé4cidos ou estrutura primaria, sendo entdo completamente descrita pelas interacdes
covalentes. Ja o arranjo espacial dos residuos aminoacidos que estdo proximos na seqiiéncia
linear define a estrutura secundaria. Alguns desses arranjos possuem regularidades
originando estruturas periddicas, como por exemplo as hélices o e as dobras B, que
denominamos estrutura terciaria. Assim, a estrutura terciaria das proteinas refere-se ao
arranjo espacial dos residuos aminodcidos que estdo distantes uns dos outros na cadeia

linear.

Proteinas que contém mais de uma cadeia polipeptidica possuem um nivel adicional
de organizagio estrutural — a estrutura quaterndria que se refere ao arranjo espacial das
cadeias e a natureza das interagdes entre as mesmas. Além desses niveis podemos ter
também associacdes ou formagdes de agregados de estruturas secundarias, quando a
proteina for grande suficiente para possuir mais do que um tipo de estrutura secundaria, por
exemplo, duas dobras B separadas por uma hélice a. Algumas cadeias polipeptidicas

podem ainda possuir regides mais compactas que outras formando dominios.

Existem proteinas soluveis e insoliuveis em agua dependendo da conformagio
espacial que pode expor as regides hidrofilicas ou hidrofébicas. As soluveis em agua

possuem a superficie hidrofilica enquanto que as insoluveis expdem sua regido hidrofdbica.

Em sistemas bioldgicos, a estrutura e¢ a funclo das proteinas presentes sdo
freqiientemente influenciadas pela interagdo com os lipideos das membranas plasmaticas
(as que separam as células do meio exterior) e/ou das membranas intracelulares (que
recobrem cada um dos elementos celulares). Mais ainda, as préprias membranas tém suas
funcdes determinadas pelas proteinas ali presentes (Chapman et al., 1979). Assim, varios

modelos que consideram a interagdo das proteinas com as membranas tém sido propostos
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na tentativa de explicar a atuagdo das mesmas nos sistemas bioldgicos, estendendo-se desde
estudos das interagdes internas das proprias proteinas € hormonios até estudos envolvendo

modelos de membranas.

Virios desses estudos conseguiram responder questdes sobre aspectos estruturais e
topoldgicos das proprias membranas. Mas s6 recentemente foi proposto por Sargent e
Schwyzer (1986) um modelo mais completo pois considera também as interagdes existentes
entre os lipideos e as proteinas (como no caso da interagio de hormonios ligados a
receptores de membranas). Este modelo introduz varios passos ou processos na interagdo

entre o ligante (proteina e/ou hormonio) e o receptor, a saber:

1) o acumulo dos ligantes (proteinas e/ou horménios) na superficie da membrana,
2) a formagdo de uma conformag¢do ou de uma orientagdo favoravel a interacdo
com o receptor ¢ como resultado de interagdes lipideo - ligante ,

3) aligagdo com o receptor da membrana.

Assim, as interagdes existentes entre as proteinas e/ou hormdnios com as
membranas sdo consideradas como reguladas pela constante de associagdo dos ligantes,
heterogeneidade dos receptores de membrana (normalmente especificos para os ligantes) e

caracteristicas de liga¢do das membranas celulares.

4) Micelas reversas

O uso de moléculas anfifilicas que formam sistemas microestruturais, especialmente
o de micelas reversas, para estudar as interagdes inter e intramoleculares existentes entre
estas moléculas e proteinas tem crescido ultimamente principalmente quando € desejavel
reproduzir in vitro condigdes bioldgicas (Fendler, 1982). Segundo Lissi et al. (1990) as

micelas reversas podem ser consideradas como um modelo primitivo de sistemas
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bioldgicos, devido a sua simplicidade. Porém, apesar de ser um modelo deveras simples €
considerado por alguns (Martinek et al., 1986; Luisi et al., 1986) como o que melhor
reproduz as condi¢des existentes in vivo pois a agua altamente estruturada nas micelas
reversas ¢ uma Otima representagdo para a agua presente em sistemas bioldgicos,
especialmente a agua presente em torno dos receptores de membranas, além de simular a
natureza anfipatica das membranas bioldgicas (Sarkar et al.,, 1996). Ainda, solucGes
micelares sdo sistemas modelos amplamente utilizadas com o intuito de investigar
ambientes restritos (Pileni,1989 e Luisi,1987) que sdo conhecidos como facilitadores de

processos fisicos e quimicos (Riter et al., 1998; Stryer, 1995 e Zuber, 1993).

Normalmente esses sistemas microestruturais sio usados para tratar os seguintes
problemas: sob quais condi¢des ocorrem as interagdes entre anfifilicos e proteinas ? Qual é
a natureza desta interacdo ? Em que grau a estrutura e fungdo das proteinas sdo alteradas

nesta ligacdo ?

Micelas  reversas  sd3o  estruturas  auto-organizadas de  anfifilicos,
termodinamicamente estavels em solventes organicos (Eicke, 1980) e compostas por um
solvente polar separado pela interface de surfactante de um solvente ndo polar; ou seja, um
sistema tercidrio formado por agua, detergente e um solvente organico. Para micelas
reversas, as interacoes entre as cabegas polares do surfactante com o solvente polar formam
um pool de solvente interno (normalmente agua) bem definido. Esses pools internos podem
ser vistos como microambientes onde algumas reagdes ocorrem e onde nao apenas a
concentracdo do reagente € controlada (Barzykin,1996) mas também a reatividade ¢
determinada pela estrutura e microambiente das micelas reversas (Kalyanasundaram, 1987 ;
Mukhopadhyay, 1997 e Mukherjee, 1995; Fendler,1980). As micelas reversas sdo entidades
dinamicas que trocam entre si e com o solvente bulk suas interfaces de surfactantes € o
conteudo de seus pools aquosos. Suas caracteristicas estruturais como: formato, tamanho e
conteudo do pool, podem ser alteradas por substincias soluveis que introduzem

modificagdes no equilibrio molecular na interface de surfactante € no poo!/ aquoso.
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O parametro estrutural das micelas reversas € a razio molar entre a agua e o
anfifilico, ou w, = [agua]/[anfifilico] , ou a quantidade de moléculas de 4gua por cabega de
anfifilico; fator determinante tanto do tamanho dos agregados quanto das propriedades
fisico-quimicas da 4gua interna. Elas sfo formadas através da simples dissolugio de
moléculas de detergente em oleo, visto a presenga de uma quantidade minima residual de
agua nas moleculas de AOT. Isto, porque as moléculas de detergente sfo anfifilicas e
adotam naturalmente uma estrutura onde a agua fica escondida em um pool aquoso. As
micelas reversas permitem, entfio, a investigacdo das propriedades da 4gua que fica
compartimentalizada dentro destas estruturas porque suas propriedades s3o fortemente
influenciadas pela ligacdo de moléculas polares (dgua) em sua regido hidrofilica ou nas

cabegas polares do detergente.

Na literatura tém sido mostrado que as propriedades da agua presente nas micelas
reversas sdo diferentes das encontradas para a agua bulk (Martinek et al., 1986 e Luisi et al.,
1986). O pool aquoso foi caracterizado através de Ressonancia Magnética Nuclear (Frank
et al., 1973 e 1968), espectroscopia de infravermelho (Ekwall et al., 1969), volume
especifico (Mathews et al., 1953) e solubilidade de eletrdlitos (Aebi et al., 1959). Todos os
parametros obtidos com estes experimentos para a 4gua presente em micelas reversas foram
diferentes daquelas para a agua bulk indicando que existe uma forte interagdo entre os
dipolos da 4gua com a interface de anfifilicos. Conclusdes similares foram obtidas por
ressonancia paramagnética eletronica (Menger et al., 1975) e por estudos da cinética da

hidrolise de ésteres no pool aquoso (Menger et al., 1973).

Em micelas reversas sdo encontradas diferentes espécies de agua dependendo de sua
localizagdo no sistema: as aguas isoladas que se encontram aprisionadas na regido das
cadeias hidrocarbénicas, as dguas presas e praticamente imobilizadas na regido das cabegas
polares do anfifilico formando a interface anfifilico - agua e, as moléculas de dgua bulk no
interior do pool aquoso, sendo que existe uma troca entre as populacdes destas espécies
(Lenz et al., 1995; Ikushima et al. 1997). As moléculas de agua proximas as cabecgas
polares do anfifilico, ou as de 4gua estruturada, possuem polaridade menor do que a da

agua bulk (Menger et al., 1973). Quando comparamos o modelo de micelas reversas com



Capiwlo I - Inwoducio

outros modelos existentes para as membranas observamos que o primeiro ¢ vantajoso pois
sua microestrutura simples permite um estudo detalhado das intera¢des de solubilizados (ou
moléculas hospedes) com a monocamada de anfifilicos na interface agua/anfifilico
variando o estado de solvatagdo das cabegas polares (Nicot et al., 1985). Nestes casos as
propriedades da dgua dependem criticamente da razfio molar entre a dgua e o detergente, ou

seja, do valor de w.

O anfifilico bis-(2-etilhexil)sulfosucinato de sédio (AOT ou aerosol-OT) é um
surfactante aniénico complexado com um contra-ion, usualmente o sddio, muito usado em
estudos envolvendo micelas reversas ( De and Maitra,1995), devido a sua capacidade de
solubilizar 4gua em quantidades relativamente grandes em varios liquidos hidrofébicos
(solventes apolares) (Higashi et al., 1962; Frank et al., 1973 e Frank et al., 1967). Além
disso, as pesquisas realizadas com micelas reversas de AOT s3o bastante atrativas pois, do
ponto de vista do interesse industrial, sdo usadas no processo de limpeza a seco e, do ponto
de vista cientifico, a 4gua adicionada neste sistema produz uma organizacdo molecular

similar a dgua presente em bioagregados, por exemplo: biomembranas, mitocrondrias, etc.

Microemulsdes de AOT formam uma grande gama de estruturas variando desde
discretas gotas de agua até complexos agregados micelares. A estrutura de AOT mais
investigada ¢ a de micelas reversas esféricas monodispersivas. Os tamanhos destas micelas
estdo diretamente relacionados a razdo entre quantidade de moléculas de agua por cabeca
polar de surfactante (w,). As moléculas de dgua que ficam no interior dessas micelas
reversas estdo ou livres ou ligadas a interface de AOT, podendo interagir com varias
regides do surfactante. Estas interagdes incluem ligacdes de hidrogénio da agua com o
oxigénio do sulfonato ou do sucinato do AOT, interacOes ion - dipolo com a cabega polar

ani6nica do surfactante e interagdes dipolo-dipolo com o grupo sucinato.

Virias caracteristicas das micelas reversas de AOT tem sido investigadas (De e
Maitra, 1995). Em estudos espectroscopicos de estado estaciondrio, Wong et al. (1976 e
1977) observaram que a polaridade da agua do poo/ aumenta com o aumento do raio

micelar, atribuindo este aumento ao aumento do nimero de moléculas de agua livre no poo!
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e sugerindo que a interagfo entre a 4gua e o Na' provoca uma rigidez na estrutura da 4gua
em micelas reversas com w,=1,5. Belletéte (1990) observou que a constante dielétrica
efetiva na interface dgua/surfactante aumenta com o aumento de w, , saturando por volta de
w,=12. Ele atribuiu este resultado a ligag¢fo da agua as cabegas polares dos surfactantes.
Correa et al.(1996 a e b) estudando a micropolaridade da agua em micelas reversas de
AOT, observaram um aumento na polaridade com o aumento da quantidade de dgua para

W, maior do que 10.

Varios pesquisadores tém estudado a dinamica da agua nas micelas reversas de
AOT. Zhang et al. (1991) estudaram a reorganizagio da 4gua no interior das micelas
reversas de AOT na escala de tempo de nanosegundos usando espectroscopia de
fluorescéncia do acido 1,8-anilino-8-naftalenosulfénico (ANS). Para w, menor do que 2,5,
eles encontraram dois processos de relaxagio que atribuiram a reorganizagio da agua livre
e da agua ligada. Para w, maior do que 2,5 foi obtido um tnico processo de reorganizagio.
De maneira geral, eles observaram que as constantes de decaimento diminuem com o
aumento de w, . Cho et al. (1995) também investigaram o interior das micelas reversas de
AOT usando a técnica de fluorescéncia resolvida no tempo; e sugeriram que as moléculas
de 4gua proximas a interface comportam-se da mesma maneira que as moléculas de dgua
do gelo, possuindo fortes interagdes com a superficie das cabecas polares. Sarkar et al.
(1996) medindo a fluorescéncia resolvida no tempo da Coumarina 480 em solugdes
micelares observaram modificagdes nos processos de relaxacdo das moléculas de agua em

varios ambientes do pool aquoso.

Estudos da dindmica de resposta da dgua dentro de micelas reversas através de
experimentos de dindmica de solvata¢do polar tém mostrado dois tipos diferentes de
movimentag@o do solvente: um componente ultra-rapido (menor do que 100fs) atribuido a
uma resposta inercial do solvente e um componente mais vagaroso (de centenas de

fentosegundos a picosegundos) devido a difusdo (Stratt et al., 1996).

Como nas micelas reversas é muito simples de se encontrar a razio de adgua por

surfactante, elas formam um sistema onde a populagdo de dgua pode ser variada de

10
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totalmente ligada até agua livre (bulk). Pode-se assumir que a agua ligada neste sistema é
bem similar & agua interfacial associada com membranas bioldgicas in vivo, especialmente
com a 4gua proxima a receptores de membranas. Este efeito tem estimulado varios estudos
utilizando as micelas reversas como modelos para a interacdo de proteinas ¢ hormoénios
com receptores de membranas para posteriores aplicagSes em sistemas quimicos e

bioldgicos.

5) Melaninas e Hormonios melanotropicos

O sistema pigmentar, constituido principalmente por melandcitos (células
especializadas produtoras de melanina) é um fator de prote¢do dos mais importantes que os
seres humanos possuem. Contudo, apesar de sua importancia, este sistema ¢ também um
dos menos conhecidos dada a enorme dificuldade de investiga-lo. Isto ¢ enfatizado quando
constatamos que a melanina, substancia fundamental deste sistema, apesar de ser objeto de
varios estudos possui sua estrutura quimica parcialmente desconhecida. Este quadro
agrava-se quando abordamos temas tais como: vitiligo, melanose actinica, melanoma

maligno e outros.

A melanina ¢ um heteropolimero sintetizado nos melandcitos (células que
apresentam o nucleo arredondado, com cromatina fina e nucléolo proeminente e, além das
organelas subcelulares habituais ainda apresentam melanossomos, microtubulos e
filamentos), mais precisamente dentro dos melanossomos, através da conversao da tirosina
pela acao da tirosinase.

A radiagdo ultravioleta (UV) € o maior estimulo para o aumento da produgfo de
melanina pelos melanocitos (Ishikawa et al.,1984). Mas, além deste estimulo, certos
horménios, chamados hormdnios melanotrépicos ou melanotropinas, podem também atuar

no sentido de provocar aumento na pigmentagao.

11
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Situagdes patoldgicas podem causar a hiperpigmentacdo (melanomas) ou
hipopigmentaggo (vitiligo) e alguns agentes fisicos podem provocar mudangas no grau de
pigmentagdo, como o bronzeamento solar (Souto,1993; Biaggi et al., 1993). Assim, ¢
importante compreender o papel bioldgico dos horménios que estimulam os melandcitos
nas células, como o horménio melandécito estimulante (MSH) que leva ao escurecimento da
epiderme, ou o horménio concentrador de melanina (MCH) que provoca o clareamento da
epiderme (Castrucci et al, 1989). Clinicamente falando os peptideos melanotrépicos podem
eventualmente ser utilizados no tratamento de alteragdes pigmentares e na deteccdio e

erradicacdo de melanomas (Hruby et al.,1984)

O a- MSH ¢ um tridecapeptideo cuja seqliéncia de aminoacidos é: Ser-Tyr-Ser-
Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH2. Cada um dos peptideos melanotropicos
compartilha uma seqiiéncia central comum, Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly, da qual a
seqiiéncia His-Phe-Arg-Trp ¢€ reconhecida como a seqiiéncia minima essencial para que o

horménio apresente atividade bioldgica (Hadley et al.,1989).

O a- MSH ¢ sintetizado e secretado pela pars intermedia da glandula pituitaria
(hipéfise). E derivado de uma grande proteina precursora, pro-opiomelanocortina. E o
principal horménio que atua na regulagdo da pigmentacio da maioria dos vertebrados
(Castrucct et al., 1989). O a- MSH interage com receptores de membrana para ativar a
enzima adenilato ciclase, que produz um aumento nos niveis intracelulares de AMP
(adenina 3°, 5’ monofosfato) ciclico. Este ultimo € o mensageiro intracelular que regula a
melanogénese e movimenta o melanossoma no interior dos melanécitos normais. O a-
MSH aumenta os niveis de AMP ciclico intracelulares em melandcitos transformados,
c€lulas de melanoma, e essa resposta ¢ seguida pelo aumento de produgfo de melanina a

partir do substrato, tirosina, devido a ag3o da enzima, tirosinase (Pawelwk, 1976; Fuller &

Viscochil, 1979).
E sabido h4 muito tempo que o a- MSH ¢ importante na regulagdo da pigmentagio

da pele (Sawyer et al., 1980; Al-Obeidi et al., 1989a e 1989b), além de estar relacionado a

varios processos fisioldgicos e neuroldgicos. Mais recentemente foram encontradas

12
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evidéncias que ele atua também como neurotransmissor ou neuromodulador na

aprendizagem, memoria e capacidade de concentragdo (Jegou et al., 1993).

Tém sido realizados estudos que relacionam a estrutura quimica do «-MSH com sua
atividade bioldgica, na procura por hormonios com fungdes analogas mas que sejam mais
potentes e com atividades prolongadas (Sawyer et al., 1980; Hruby et al., 1983; Al-Obeidi
et al., 1989a e 1989b). Foi observado que a seqiiéncia central formada por His-Phe-Arg-Trp
¢ essencial para a ativagdo desse hormoénio como agente pigmentario, ou seja, como
ativador do processo de melanizagdo (Hruby et al., 1984). A exploracdo das caracteristicas
dessa seqiiéncia central fez com que fosse desenvolvido um horménio analogo ao a.-MSH o
[N].e4, D-Phe7] o-MSH, conhecido como MSH 1. Em bioensaios com pele de sapo o MSH
1 apresentou um aumento da poténcia e uma atividade mais prolongada quando comparado
com o obtido com o a-MSH (Sawyer et al., 1980). Sua super-atividade foi atribuida a
presenca de uma dobra P estabilizada pelo residuo D-Phe’ e por uma possivel ponte salina
entre Glu® - Arg® ou Glu® - Lys'' (Sugg et al., 1988; Al-Obeidi et al., 1989c; Hruby et al.,
1988 e 1993). A importancia dessa dobra B na atividade bioldgica das melanotropinas foi
verificada em analogos ciclicos do a-MSH contendo pontes dissulfeto (S-S) e lactamicas
(Hruby et al., 1993). A estrutura das cadeias laterais da seqiiéncia central também deve ser
importante para a atividade bioldgica. Foi sugerido que a alta atividade biolégica pode ser
observada nos analogos ao o-MSH que contém em uma extremidade os residuos His, Phe e

Trp e na outra extremi'dade o residuo Arg (Sugg et al., 1988 e Hruby et al., 1993).

Ensalos de atividade bioldgica mostraram que a seqiiéncia minima para a agio

4 - , . 7 g 9 . . . . .
biolégica ¢ His®-Phe’-Arg”Trp’, a qual inclui o Triptofano, cujas propriedades
fluorescentes permitem seu uso como uma sonda intrinseca, de onde se obtem informagdes

sobre estes peptideos.

Os receptores de membrana para o a-MSH tém sido clonados e identificados como
pertencentes a familia do receptor da proteina G (Mountjoy et al., 1992; Chhajlani et al.,
1992 e Grantz et al., 1996). Por outro lado, existem véarios artigos indicando que o a-MSH

e alguns analogos potentes apresentam afinidades por membranas lipidicas (Ito et al., 1993;
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Biaggi et al., 1996 € 1997 e Macedo et al., 1996). Existe uma correlagéo entre o aumento da
atividade de pigmentag?o ¢ a forga de interagio com membranas modelo e, em particular,
resultados de espectroscopia de fluorescéncia (Ito et al., 1993) e de dicroismo circular
(Biaggi et al., 1997) sugerem diferencas estruturais para os peptideos em &gua e na fase
lipidica de vesiculas com a estabilizacdo da dobra B na regidio central do peptideo. Este fato
deve ser consistente com a hipétese da importante participagio da fase lipidica na interago

entre o horménio e seu receptor na membrana bioldgica.

Tanto o a.-MSH como seus analogos sintéticos tém sido estudados dentro do grupo
de Biofisica e Fisica Médica do IFUSP. Biaggi et al. (1993), analisando a interacdo do a-
MSH e do MSH-I com membranas modelos, por Ressonancia Paramagnética Eletronica,
verificaram mudangas na ordem/mobilidade das bicamadas quando em presenga destes
hormdnios. Ito et al. (1993) observaram mudangas no espectro de fluorescéncia de estado
estacionario e variagdes no tempo de vida fluorescente do residuo Trp, para os hormonios
o-MSH , MSH-I e MSH-II , em presenca de vesiculas unilamelares. Estes trabalhos
forneceram os primeiros indicios sobre a inser¢do dos horménios melanotropicos na fase
lipidica das bicamadas, possivelmente acompanhada de uma mudanga conformacional dos
horménios apods esta interagdo. Mais tarde, estas observagdes foram confirmadas e,
determinou-se a profundidade de penetragio do o-MSH em vesiculas de dimiristoil
fosfatidil glicerol (DMPG), através de experimentos de supressdo de fluorescéncia. Pascutti
(1996, 1997 € 1999) em trabalhos de modelagem molecular mostrou que o o.-MSH penetra

no interior de uma membrana modelo sofrendo mudangas conformacionais nesta insergéo.

Da mesma maneira que os anteriores, 0 pequeno tripeptideo lisil-triptofil-lisina
(LTL) , pode ser estudado por fluorescéncia com o intuito de se estabelecer critérios de
comparagdo para avaliar o0os comportamentos conformacionais dos hormdnios
melanotropicos usados (o-MSH e MSH 1). O LTL possui um triptofano e residuos lisina
carregados positivamente sendo possivel, entdo, um estudo com micelas carregadas

negativamente, pois ha interagdo deste com a membrana-modelo similar aos peptideos

maiores.
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Estes trés peptideos foram colocados em contato com o sistema de micelas reversas
para analise de suas intera¢gdes com os anfifilicos formadores da superficie das micelas e
com a agua presente no interior das mesmas, uma vez que ainda ndo se explica a
especificidade de determinado receptor por algumas moléculas por simples interacdo entre
ambos. E, acredita-se que a interagdo dos horménios com a parte lipidica das membranas

tenha uma significativa importancia na seletividade destas moléculas (Schwyzer,1986).

OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho € estudar a interagdo do horménio melandcito
estimulante (- MSH), do peptideo sintético melanotrépico analogo , melanotan-I (MSH-I),
do aminoacido triptofano (Trp) e do tripeptideo lisil-triptofil-lisina (LTL) com um modelo
de membrana. Neste estudo o modelo de membrana escolhido foi o sistema de micelas
reversas que, conforme discutido anteriormente, € um modelo adequado para simular a
dgua presente nas membranas bioldgicas em torno dos receptores uma vez que a agua
apresenta-se estruturada da mesma forma. Mais precisamente, usaremos como modelo de
membrana o sistema formado por micelas reversas de bis-(2-etilhexil) sulfosucinato de

sodio (AOT) em isooctano.

Um outro objetivo € observar o papel da agua nesta interagdo. Dai a importancia da
utilizac@o das micelas reversas visto que nestas podemos variar as propriedades da mesma.
Observaremos, entdo, o sistema contendo desde agua estruturada (que ¢ a forma encontrada

em sistemas biologicos) até a 4gua denominada bulk.
Também serd estabelecido um paralelo entre os comportamentos dos peptideos -
MSH, MSH-I (que ¢ mais ativo biologicamente) € lisil-triptofil-lisina (que possui tamanho

bem menor do que os demais). Desta forma, pretende-se verificar a penetracio dos
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peptideos nas membranas-modelo e, também, mudangas conformacionais. A importancia
do estudo do aminoéacido triptofano provém do fato dele ser a sonda fluorescente presente

em todos os peptideos.

Para tanto realizamos medidas de fluorescéncia de estado estacionario e resolvida
no tempo para estudar a dindmica interna dos peptideos melanotrépicos a.-MSH e MSH-1
em presenca de membranas modelo de micelas reversas. Esse estudo foi baseado na
monitoracdo do Unico residuo triptofano que eles possuem tanto em solugdo aquosa
(tampio fosfato) quanto em micelas reversas de AOT, como fungdo da quantidade de agua
presente no sistema (ou seja, o valor de w,). Isso porque as técnicas espectroscopicas tais
como fluorescéncia de estado estacionario e resolvida no tempo podem ser utilizadas para
nos informar sobre a distribui¢do do triptofano nestes meios. A supressdo da fluorescéncia
do residuo triptofano por acrilamida (que fica no meio micelar) também foi medida para

auxiliar na tentativa de localizar a posi¢do do fluoréforo nas micelas reversas.

Usamos também a técnica de EPR tanto para estudar a estrutura estatica de sistemas
solidos e liquidos quanto na investigagdo de processos dinamicos. Os dados obtidos por
EPR, que caracterizam as interagbes em materiais paramagnéticos, podem levar ao
entendimento da estrutura atdmica e molecular de sitios magnéticos. A alta sensibilidade e

a capacidade de investigar amostras na forma de solugdes sdo as vantagens da técnica de
EPR.

Com isso esperamos que mais um passo seja dado na direcao do esclarecimento dos
processos de interagdo entre peptideos melanotropicos e a membrana dos melandcitos em
sistemas bioldgicos, especialmente no que relaciona-se com as diferentes atividades

bioldgicas dos horménios investigados.
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PRINCIPIOS DAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
UTILIZADAS : FLUORESCENCIA ESTATICA E
RESOLVIDA NO TEMPO E RESSONANCIA
PARAMAGNETICA ELETRONICA

Nio existe uma maneira simples de explicar a intera¢fo da radia¢cdo com a matéria,
pois a radiagdo € um campo eletromagnético que oscila rapidamente e a matéria ¢ composta
por uma quantidade enorme de moléculas ou atomos, sendo que estas ultimas contém
distribui¢Ges de cargas e spins possuindo propriedades eletromagnéticas. Estas distribui¢des
sio alteradas quando a molécula € exposta a radiagdio, sendo que apenas alguns
determinados comprimentos de onda provocam mudangas no estado molecular. Sabemos
que um féton so é absorvido se a sua energia for exatamente igual a diferenca de energia
entre o estado fundamental e um auto-estado excitado da molécula. Esta transi¢io nfo
ocorre para um auto-estado qualquer de maior energia mas segue determinadas regras de
selecdo que indicam quais transi¢des sdo as mais provaveis. Assim as mudancgas de niveis
energéticos de moléculas fornecem informagdes sobre a natureza das mesmas. Essas
informag¢des podem ser obtidas a partir do que chamamos de espectros moleculares, que sdo
curvas que relacionam a intensidade de radiagdo absorvida (espectro de absorgdo) ou
emitida (espectro de emissdo) em fungdo dos comprimentos de onda das radiagdes
incidentes. Como existem trés tipos de transi¢des (rotacional, vibracional e eletrdnico)
existirdo também trés tipos de espectros moleculares; ou seja, espectros vibracionais,

rotacionais e eletrdnicos.

As transi¢des rotacionais dizem respeito as rotacdes de atomos ou moléculas
inteiras e envolvem energias muito pequenas pois estes niveis sdo muito proximos entre si.
Assim, na temperatura ambiente (27° C ou 300 K) as moléculas apresentam-se distribuidas
ocupando varios niveis rotacionais existentes, sendo que uma simples colisio entre duas

delas pode provocar uma mudanga entre estes niveis.
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Os fétons absorvidos ou emitidos nas transigdes rotacionais correspondem a

comprimentos de onda préximos & 10° nm, correspondentes a regido da microonda.

Ao contririo do que acontece com os niveis rotacionais, apenas o0s niveis

vibracionais de menor energia estdo populados 4 temperatura ambiente (27° C ou 300 K).
.

Os fétons absorvidos e/ou emitidos nas transi¢es vibracionais possuem comprimentos de

onda compreendidos entre 10* ¢ 10° nm, correspondentes & regifio do infravermelho. Logo,

os niveis rotacional e vibracional apresentam-se acoplados. Assim, quando um féton com

energia suficiente para provocar uma transi¢cdo vibracional for absorvido, teremos duas

transi¢Ges: uma rotacional e outra vibracional.

Os espectros de absorg@o vibracional-rotacional envolvem os movimentos relativos
de atomos ou grupos de atomos e podem ser utilizados para identificar as ligagGes presentes

e determinar as quantidades relativas de alguns compostos presentes na amostra.

J& os espagamentos dos niveis energeéticos €letronicos s@o ainda maiores. Os fotons
que provocam transigdes entre estes niveis pertencem a regido do visivel ou do ultravioleta.
Assim, as transi¢des entre os niveis eletronicos de moléculas levam a absorgdes € emissdes
nas regides do visivel e do ultravioleta do espectro eletromagnético. No equilibrio,
praticamente apenas o nivel eletrdnico de menor energia estd ocupado, o estado
fundamental. A espectroscopia eletronica ¢ basicamente o estudo das excitagdes dos
elétrons do estado fundamental para estados de energias mais elevadas pela absorcdo de
luz, normalmente o primeiro estado excitado. Normalmente o espectro eletrdnico apresenta
varias bandas pois a excitagiio eletrénica € acompanhada por modificagdes nos niveis
vibracional e rotacional das moléculas em questdo que acabam por complicar o espectro
eletrdnico mas, como as energias associadas a estas transi¢oes possuem ordens de grandeza
diferentes existem, entdo, técnicas instrumentais diferentes para resolugio destas diferentes
transi¢des. Quando estas linhas sfo bem resolvidas o espectro eletronico torna-se uma fonte
muito rica de informagdes sobre as propriedades moleculares sendo, assim, uma ferramenta
apropriada para a investigagio dos niveis eletrdnicos excitados que normalmente estdo

envolvidos com as reagdes fotoquimicas. A analise do espectro eletronico carrega ainda
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informagdes a respeito das energias de dissociagdio, energias potenciais e das forcas
intermoleculares. Quando trabalhamos com solu¢des as colisGes entre as moléculas

produzem um espectro continuo.

Discutiremos agora, em linhas gerais, o que acontece quando uma molécula que esta
nos estados fundamentais eletronico e vibracional absorve luz. Neste estado fundamental as
distancias internucleares mais provaveis s@o as de equilibrio. Em geral, no estado eletrénico
excitado as distincias internucleares de equilibrio ndo sfo mantidas. Franck e Condon (in
Lakowicz, 1983) perceberam que as transigdes eletronicas ocorrem com maior velocidade
quando o nucleo pode se ajustar & nova posigdo de equilibrio sendo que a posi¢io mais
provavel para o nucleo ainda ¢ a de estado fundamental. Assim, uma transigdo eletronica
pode ser representada aproximadamente por uma linha vertical. Tal fato faz com que a
probabilidade de absor¢@o seja maior quando ocorre para o estado vibracional do estado

eletrdnico excitado que esta diretamente acima da distancia internuclear de equilibrio.

I) FLUORESCENCIA

As discussdes e conceitos foram baseados no livro de Cantor ¢ Schimmel e no
Lakowicz.

Quando irradiamos uma substancia estamos promovendo suas moléculas do estado
fundamental para estados excitados. Mais ainda, quando uma amostra ¢ irradiada
continuamente seu coeficiente de absor¢do Otica permanece constante na auséncia de
reagdes quimicas, indicando que as moléculas excitadas estdo continuamente decaindo para
o estado fundamental. A volta do sistema excitado ao estado fundamental implica em perda
ou relaxagdo da energia inicialmente absorvida seja por processos radiativos (fluorescéncia
ou fosforescéncia; dependendo das diferengas entre as multiplicidades dos spins nos
estados fundamental e excitado) seja por processos ndo radiativos (conversdo interna,
cruzamento entre sistemas ou por supressdo) , como ilustra o esquema mostrado na Figura
II-1. A energia de excitagdo pode ainda ser simplesmente degradada na forma de energia

térmica em colisdes moleculares ou podem, tambem, estar presentes reagdes quimicas que

19



Capitulo 11 - Teoria

modificam a composicio e a absor¢cdo da amostra.
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Figura II-1: Diagrama de Jablowsky mostrando os decaimentos do primeiro estado excitado para o estado

JSundamental.

A FLUORESCENCIA ¢ o decaimento do primeiro estado singleto excitado para o
estado fundamental com emissido de foétons com taxa de decaimento denominada kr . O
estado singleto é caracterizado por possuir tempo de vida curto, sendo que o decaimento
por fluorescéncia ocorre entre 10 e 10 segundos porque os elétrons do estado de singleto

excitado e do estado fundamental possuem spins anti-paralelos, sendo a transi¢do

permitida.

No processo de conversio interna, que ocorre na taxa ki , a energia de excitagéo €
dissipada através de colisdes com as moléculas do solvente ou através da relaxag@o para os
modos vibracional-rotacional mais baixos. A taxa de decaimento por conversdo interna

aumenta com o aumento da temperatura. Estas desexcitagdes ocorrem em tempos da ordem
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de 10 ¢ 107 segundos.

Um outro método de desexcitag@o € o cruzamento entre sistemas, que ocorre na taxa
denominada k;s , pelo qual o estado de singleto excitado decai para um estado de tripleto
excitado mas de menor energia. O estado tripleto € caracterizado pelo fato de possuir
elétrons com spins paralelos aos do estado fundamental. Assim, para que se dé a transig3o
entre o estado tripleto e o fundamental faz-se necessaria uma reorientagio dos spins dos
elétrons. O estado tripleto pode decair pelos modos nio radiativos descritos acima ou, por
emissio de fétons em um processo que denominamos Fosforescéncia, envolvendo

intervalos de tempo da ordem de 10 segundos ou maiores.

O decaimento por fosforescéncia ocorre em comprimentos de onda maiores do que
os de emissdo fluorescente pois a diferenca de energia entre os estados tripleto e
fundamental ¢ menor do que a existente entre os estados singleto e fundamental.
Lembrando que os tempo de vida dos estados tripleto e singleto sdo bem diferentes,
concluimos que os decaimentos por fluorescéncia e por fosforescéncia sdo distinguiveis

entre si.

Um outro processo que compete com a emissdo fluorescente € o de supressdo que
resulta das colisdes ou da formagio de complexos com as moléculas do soluto que sio
capazes de suprimir a.emissdo fluorescente e, deste modo, sdo denominadas supressoras. A
supressdo ocorre na taxa representada por kq[Q] que ¢ limitada somente pelo coeficiente de
difusido e que depende da concentracdo do supressor no sistema. Ela é aparentemente de
primeira ordem pois o supressor esta sempre em maior quantidade quando comparado com
o fluordéforo. O valor desta taxa de decaimento pode ser determinado variando a
concentracdo do supressor € observando sua influéncia sobre a intensidade da emissdo

fluorescente (ou sobre o rendimento quantico do qual falamos um pouco mais adiante).
Se compararmos os tempos de decaimento dos varios métodos descritos acima

observaremos que a desexcitagao pelos modos ndo radioativos ocorrem em tempos menores

do que a fosforescéncia ou a fluorescéncia, donde concluimos que os decaimentos pelos
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modos radioativos acontecem sempre entre o nivel excitado de menor energia e o estado
fundamental. Desta maneira o espectro de emissio dos fluoréforo deveria ser independente

do comprimento de onda de excitagdo.

Entdo, quando ocorre o decaimento fluorescente parte da energia absorvida foi
dissipada pela desexcitagdo n#o-radiativa através do processo denominado relaxagfo
vibracional; logo o féton emitido possui energia menor do que a energia do féton absorvido
e, portanto, comprimento de onda maior do que o comprimento de onda da radiacdo
absorvida. Isto explica o deslocamento do espectro de emissdo fluorescente para

comprimentos de onda maiores do que o de absor¢ido, chamado deslocamento de Stokes.

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica muito efetiva para determinar as
energias de interacdo e mudangas conformacionais por ser muito sensivel ao meio-
ambiente, muito mais do que a espectroscopia de absorcdo de luz. Assim, a fluorescéncia é
uma das melhores técnicas para estudarmos mudangas conformacionais. Esta sensibilidade
provém do tempo relativamente longo que a molécula permanece no estado de singleto
(entre 107 e 10® segundos) antes de decair ao estado fundamental; sendo que neste
intervalo de tempo podem ocorrer reagdes de protonagdes e desprotonacdes, relaxacdo do
solvente, mudancgas locais de conformacgfo e qualquer processo de translagdo ou rotagdo.
Além disso, uma grande quantidade de fluoréforos possuem uma caracteristica muito
conveniente que € a de ter sua emissdo fluorescente fortemente suprimida quando encontra-
se em solugdes aquosas (0 que pode fornecer informagdes sobre as interagdes existentes
entre as diferentes moléculas, supressor e fluoroforo) mas, ao contrario, experimenta um
aumento de sua emissdo fluorescente quando se encontra em um ambiente ndo polar ou
bastante rigido. Assim, se o fluoroéforo poder se ligar a uma proteina ou interface seu
espectro médio sera dominado pela espécie ligada que fluoresce mais intensamente.

Chamamos de eficiéncia quantica de fluorescéncia, ¢; , a razdo entre a energia
emitida por fluorescéncia e a energia total absorvida. Esta grandeza leva em conta todos os

modos de decaimentos do estado excitado, sendo definida como:
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dr=ke/ [ ke + kic + kis + kq(Q)] (I-1)

onde ks € a constante de decaimento fluorescente definida como sendo o inverso do tempo
de vida radiativo tg (ou ks = 1/ tr ), kis a constante de decaimento por cruzamento entre

sistemas, k;; a constante de decaimento por conversio interna e kq(Q) ¢ a constante de

decaimento por supressdo da emissdo fluorescente.

Definimos como 1+ o tempo de vida do estado observado nas medidas de

decaimento fluorescente ou resolvida no tempo,

= ke+kic + kis + ko(Q)] ' (11-2)

E, combinando as definigdes de 1;, T e ¢r ficamos com:

Or=1:/ T (I1-3)

Podemos determinar os valores dos rendimentos quénticos relativos a um fluoréforo

bem conhecido que possui este valor bem determinado, tal como o NATA ou o Trp.

Na espectroscopia de fluorescéncia estatica medimos as intensidades de radiagdes
emitidas em varios comprimentos de onda, ou seja, para uma regidio do espectro escolhida,

apos a excitacdo no comprimento de onda de absor¢do caracteristico das moléculas da

amostra.

1.1 SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

A supressdo refere-se a qualquer processo que contribua para a despopulagdo do
estado excitado quando estdo presentes na amostra dois tipos de moléculas diferentes,
excluindo-se os decaimentos radiativos e os decaimentos pelos modos vibracionais-

rotacionais. Entre esses processos destacamos: colisdes entre moléculas (1 o' segundos),
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formagao de complexos, transferéncia de energia e outros.

Na supressdo por colisdio, o doador ou fluor6foro perde energia para o supressor
durante o tempo de vida do estado excitado; ou seja, colide com o doador em seu estado

excitado. Pela colisdo o doador volta a seu estado fundamental sem emitir fotons.

Na formag3o de complexos, o doador e o supressor se unem formando um
complexo ndo fluorescente; esta unifo pode ocorrer tanto no estado fundamental quanto no

estado excitado.

Observamos que estes dois processos requerem proximidade entre as moléculas do
doador e do supressor de fluorescéncia. Entdo, deste processo podemos retirar informagdes
a respeito da afinidade dos doadores aos supressores, da difusdo dos supressores (quando o
solvente for muito viscoso a difusio € baixa e a supressdo diminuida) e da localizagio dos
grupos doadores, quando estdo ligados a proteinas ou membranas (se o fluoréforo estiver
no interior da macromolécula € a membrana for impermeavel ao supressor ndo
observaremos nenhuma supressgo, estatica ou dindmica). Variando os supressores podemos

verificar a quais substancias a macromolécula ou membrana é permeéavel.

Varias substancias podem agir como supressoras de fluorescéncia: moléculas de
Oxigénio, Aminas Aromaticas e Alifaticas, Oleofinas, Hidrocarbonetos e outras. Mas, esta
propriedade depende exclusivamente do par doador/supressor que esta sendo analisado; ou
seja, existe uma relacfio especifica para cada interacdo que pode originar ou nio uma
supressdo de fluorescéncia. A supressio de fluorescéncia ¢ observada nos espectros atraves
da diminui¢go das intensidades de radiagio emitida e, em alguns casos, pelo deslocamento
do pico de emissdo fluorescente maxima para comprimentos de onda maiores.

A eficiéncia quantica para sistemas que apresentam supressao de fluorescéncia,

além de todos os processos citados anteriormente, ¢ expressa como:

dr=Xr/ (ks + kic + kis + kq.[Q] ) (11-4)
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onde kq € a constante de supressio e [Q] € a concentra¢do do supressor presente na amostra.

Existem varios modelos propostos para a supressio de fluorescéncia estatica:
supressdo dinamica ou por colisfio, supressdo estitica ou por formagio de complexos,
supressdes dinimica e estatica combinadas e outros que serdo apresentados ao longo deste
capitulo.

I.1.a. MODELO DA SUPRESSAO DINAMICA OU POR COLISAO

Este modelo supde que toda a supressdo da fluorescéncia do doador é devida a

colisGes desses com O Supressor.

Seja F* a populagdo do estado excitado. Sob iluminag@o continua a populagdo do

estado excitado torna-se constante mas, em condigédo de equilibrio dinamico. Logo :
dF*/dt=0 (I-5)
As equagdes diferenciais sdo :

auséncia de supressor : dF*/dt=f(t)-[.(F¥)o (1I-6)
presenca de supressor :  dF*/dt=f(t) - (I + kq.[Q] ).F* (II-7)

onde : k, ¢ a constante de supressdo, f (t) é a fungdo de excitagdo constante, ' =1/1,¢ a
taxa de decaimento do fluoréforo na auséncia de supressor € [Q] € a concentragdo do

Supressor.

Igualando as equagdes obtemos :

fit) - (T +ke.[Q]).F* = f(t) - T (F*),
(T + ke [Q]).F* =T (F¥),
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F*/(F*)o=T/ +kq.[Q])
F*/(F*)o=T/[T (1 +ke[Q]/T)]=1/(1+ka[Q])

Escrevemos :
Fo/F=1+k4.[Q] (I1-8)
onde kg =kq.1, € a constante de supressdo de Stern-Volmere I'=1/1,.

Fazemos entdo o grafico de F, / F em fungdo de [Q], porque assim obtemos uma

reta cujo coeficiente angular nos d o valor da constante de supressdo de Stern-Volmer, kg .
Desde que a supressdo de fluorescéncia € um processo que despopula o estado

excitado, o tempo de vida na auséncia do supressor 1, = 1 / I" € modificado pela presenga

do supressor para :

1=(I+ke[Q])" (II:9)
Desta forma, temos :
ro/'r=(I“+kq.[Q])/I“= 1 +kq.[Q] /T =1 +Kkq. 1, [Q]

Concluimos que :

Fo/F=1,/7 (II-10)

A diminuicdo da emissdo fluorescente e do tempo de vida do estado excitado
ocorrem porque a supressdo despopula o estado excitado n3o via processo fluorescente,

mas sim por colis@o que pode acontecer em qualquer instante.
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L1.b. MODELO DA SUPRESSAO ESTATICA

A supressdo estitica ¢ provocada pela formagio de um complexo no estado
fundamental que possui o estado excitado nio fluorescente ou pela formagio de um
complexo excitado que ndo decai por emissdo fluorescente, ou seja que decai por um modo

nio radioativo.

Definimos a constante para formag¢ao de complexo :

Ks=[F-Q]/[FL[Q] (I-11)

onde [F-Q] ¢ a concentrac@o do complexo, [F] € a concentrag@o do fluoréforo livre ou seja,

n3o complexado e [Q] € a concentragdo do supressor ndo complexado.

Se o complexo for ndo fluorescente, a fracdo de fluorescéncia que podera ser

observada (F/F,) sera devida apenas a fra¢do do fluoréforo que nfio foi complexada, (f) , ou

seja :
f=F/F,
Lembrando que neste caso a concentracdo do fluoréforo [F, € :
[Flo = [F] + [F-Q]
temos :

K= ([Flo- [F1)/ [FL.IQ] = [F]o / [F1.[Q] - 1/]Q]
[Qlks=([Flo/[F]) -1
[Flo/[F]=1+k.[Q] (1I-12)
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Note que as dependéncias das supressdes dinamica e por formacio de complexos

sdo dadas respectivamente por :

Fo/F=1+ky[Q] (II-13)
F,/F=1+kJ[Q] (II-14)

so diferindo nas constantes de supressdo. Como distinguir estes dois processos?

Podemos utilizar a dependéncia com a viscosidade € com a temperatura, sendo que,
a supressdo dindmica depende diretamente da temperatura e inversamente da viscosidade,
enquanto que a supressdo por formagdo de complexos ou estatica depende inversamente da
temperatura e diretamente da viscosidade. Mas a melhor maneira de distingui-los € através
da medida dos tempos de vida do estado excitado obtidos a partir da espectroscopia de
fluorescéncia resolvida no tempo. A supressio estatica remove uma fragio dos fluoréforos
pela formagdo de complexos mas ndo modifica em nada a fluorescéncia dos fluordforos
livres presentes na solu¢do; assim o tempo de vida do estado excitado na presenga ou
auséncia de supressor permanece 0 mesmo (T7,). Em contraste, na supressio dinamica ou
por colisdo, o supressor interfere diretamente no tempo de vida do estado excitado,
diminuindo este, j& que uma colisdo entre estas moléculas provoca o decaimento do
fluordforo sem a emissdo de fotons e esta colisio pode acontecer em qualquer instante
durante a existéncia do estado excitado, até mesmo, imediatamente apos a excitagdo ; assim

o tempo de vida do estado excitado ¢ modificado para 1= 1,.F / F,.

Além disso, a supressio dindmica depende da taxa de difusdo do supressor na
soluc@o que, possui grandes coeficientes de difusio para altas temperaturas, o que provoca
um aumento na supressdo da fluorescéncia, ou uma grande diminuigdo na intensidade da
emissdo fluorescente, Logo, a constante de supressdo dindmica aumenta com o aumento da

temperatura.

Em contraste, altas temperaturas provocam uma diminuig¢do na estabilidade dos

complexos. Logo em altas temperaturas teremos um numero menor de complexos formados
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o que leva a uma diminui¢io na supressdo estitica e, consequentemente uma diminui¢fo no

valor da constante de supressio estatica.

I.1.c. COMBINACAO DE SUPRESSOES ESTATICA E DINAMICA
A emissdo fluorescente pode ser diminuida simultaneamente pelos dois tipos de
supressdo estatica e dindmica. Aqui, a taxa de emissdo fluorescente restante F/F, é obtida

pelo produto da fragdo de fluoréforo que néo foi complexado f, com a fragdo de fluoréforo

ndo complexado que ndo sofreu colisdo com o supressor (supressio dindmica), ou seja :
F/F, =/ (-k.[Q])=1/(1+ka[Q]) (I-15)
Lembrando que :
1/f=1+k.[Q]
temos :

f=1/(1+k[Q])
F/Fo=T/{(1+ku[Q]).(T +kq[Q])}
Fo/F=(1+k[Q]).(1+ka[Q]) (II-16)

Observamos que esta relagio depende de [Q]*, o que leva & curvas parabdlicas.

Podemos também determinar a supressao dinamica pela medida do tempo de vida.

Temos :

1o/ 1 =1 + ko.[Q] (I1-17)
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Se nao for possivel determinar o tempo de vida, devemos rescrever a equagido de
F/F na forma :

Fo/F =1+ (kq+k).[Q] + ka.ks.[Q] =1 + Kapp
Kapp = (kg + k) + kaks [Q] =F, /F - 1

A constante de supressdo aparente , kqpp, € calculada para cada concentragio do

supressor. Um grafico de K,y por [Q] dé uma reta que intercepta o eixo y em (ks + kq) €

possui inclinag@o igual a (ks.kq).
Podemos calcular as constantes para supressdes individuais pelas equagdes :

To./ T =1 + kq.[Q] (11-18)
Ke” - Ks.(ka + ks ) + kaks=0 (II-19)

I.1.d. OUTROS MODELOS

Os resultados experimentais da razdo I, / I contudo, nem sempre apresentam-se
lineares ou quadraticos em relagdo a concentragdo do supressor adaptando-se a estas
equagdes de Stern-Volmer mas possuem desvios positivos ou negativos em relagdo a essas,
principalmente quando estdo ocorrendo outros tipos de interagdes e/ou fendmenos que
também resultam em transferéncia de energia, além daqueles levados em consideragio por

Stern-Volmer (colisGes e formagdo de complexos).

Foram entdo_propostos modelos que visam explicar esses desvios em relagdo a
supressdo de Stern-Volmer. Entre eles temos o modelo de Eftink e Ghiron (1976) que leva

a equagdo modificada de Stern-Volmer , a saber :

Io=1(1+ke[Q]) exp (V[Q]) (11-20)
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onde kg, é a constante de Stern-Volmer para supressdo dinamica ou por colisfo, [Q] é a

concentragdo do supressor € V € a chamada constante de supress3o.

A constante de supressdo V pode assumir varios significados, entre eles :
a) a probabilidade de ocorrerem reagdes rapidas, ou seja, imediatamente apds a excitagio,
b) o volume de uma esfera de agio em tormo da molécula do supressor dentro da qual a
probabilidade de haver supressdo ¢ um para qualquer molécula que se encontre dentro
desta regido (Frank e Vavilov, 1931),
¢) uma constante de associa¢do que considera qualquer interagfo especifica ou particular
que ocorra entre as duas moléculas em questdio (o fluoréforo e o supressor) podendo ser

movimento Browniano ou interagio de dipolo ou outros. (Eftink e Ghiron, 1976).

A construgdo e adaptagido de modelos depende de cada situagZo especifica, de cada

par fluoréforo/supressor em estudo.

Esses modelos fornecem subsidios para a andlise dos resultados obtidos na

espectroscopia fluorescente quando ocorre a supressao.

1.2. ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA DE ESTADO ESTACIONARIO

Quando realizamos medidas de fluorescéncia polarizada obtemos informagdes sobre

os tamanhos, formatos e flexibilidades das macromoléculas fluorescentes.

Para explicar a fluorescéncia polarizada, precisamos determinar a probabilidade de
excitar fluoroforos que estio com orientagdes especiais. Depois precisamos determinar a
probabilidade destes fluordforos excitados emitirem em uma dada orientagdio. Mas, na
pratica, medimos as intensidades das emissdes paralela e perpendicular ao feixe de luz
polarizada incidente na amostra e determinamos o grau da anisotropia que ¢ definida pela

seguinte expressao matematica:
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A=(L-1)/ (I +21)  (1-21)

onde o denominador ¢ a intensidade total de luz que poderia ser observada caso nZo

utilizassemos nenhum polarizador.

Para um sistema totalmente rigido — seja uma amostra de solugfo congelada ou um
fluoréforo inserido em uma macromolécula que de tdo grande possui seus movimentos
praticamente parados para a escala de tempo das medidas de fluorescéncia — a anisotropia
terd o valor maximo de 0,4. E caso os fluoréforos estejam sem nenhuma restri¢do aos

movimentos a anisotropia sera igual a zero.

Geralmente as macromoléculas ficam entre estes dois extremos pois seus
movimentos de rotagiio ndo sdio despreziveis na escala de tempo da fluorescéncia mas
também nfo sdo suficientemente rapidos para que o fluoréforo possa ser considerado com
movimento livre e aleatério. Para determinar o grau de anisotropia nestes casos devemos
analisar tanto as taxas relativas de emissio quanto o movimento rotacional da

macromolécula.

L.3. FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO - DECAIMENTO

Um modo de monitorar a emiss3o fluorescente seria a determinagao do rendimento
quantico. Mas, vimos pela equagdo II-3 que precisamos determinar o tempo de vida de
fluorescéncia ou tempo de decaimento do estado excitado. Uma maneira de fazé-lo €
excitar os fluor6foros com pequenos pulsos de luz e medir a intensidade de emissdo
fluorescente em fun¢fo do tempo. A intensidade de emissdo fluorescente no tempo, I(t),

sera proporcional a taxa de decaimento do estado excitado emitindo fluorescéncia. Temos:

1) = ke .So(0).exp(-t /1) (11-22)

32



Capitulo I - Teoria

onde Sp(0) € a concentragio das espécies excitadas no tempo zero. Observe que o

decaimento € monoexponencial.

Agora, caso estejam presentes na amostra dois ou mais fluoréforos diferentes ou um
unico tipo de fluoréforo em micro-ambientes diferentes (por exemplo: parte em agua e
parte associado a uma interface), o espectro de emissdo fluorescente ndo sera mono-
exponencial mas, sera uma soma de exponenciais — cada uma relacionada com um tipo de
fluoréforo ou um micro-ambiente especifico. Por exemplo, no caso de termos na amostra
dois tipos de fluoréforos a intensidade de emissdo fluorescente em fungiio do tempo sera

dada por:
I(t) = Aj.exp(-t /t15) + Ag.exp(-t// Tar) (I1-23)

onde A; e A; sdo os pesos relacionados a concentragdo de cada fluoréforo na amostra. Note
que, neste caso, os tempos de vida de fluorescéncia de cada fluoréforo independe da
concentracdo do mesmo na amostra; apenas para a determinagdo da intensidade total de
emissdo fluorescente € que fazemos uma ponderacdo dos fluoréforos. Atualmente, os
equipamentos de fluorescéncia resolvida no tempo véem com um programa de ajuste
exponencial da intensidade de emissdo fluorescente resolvida no tempo. Estes ajustes sfo
bastantes versateis pois podemos utilizar desde uma unica exponencial até a combinagéo de
quatro; sendo que o melhor ajuste é determinado pelo teste do %* que deve ficar o mais

préximo possivel da unidade.

I1) RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

A ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) é o nome dado ao processo de

absorg¢do ressonante de microondas por ions ou moléculas paramagnéticos, com pelo menos
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um elétron com spin desemparelhado, na presenga de um campo magnético estatico.

A técnica de EPR, desde a sua descoberta em 1944, tem sido largamente utilizada
em quimica, fisica, biologia e medicina tanto para estudar a estrutura estatica de sistemas

solidos e liquidos quanto na investigagio de processos dindmicos.

Os dados obtidos por EPR, que caracterizam as interagdes em materiais
paramagnéticos, podem levar ao entendimento da estrutura molecular de sitios magnéticos.
A alta sensibilidade e a capacidade de investigar amostras na forma de pd, polimeros e

solugdes sdo as vantagens da técnica de EPR.

Quando usamos alta freqiiéncia (95GHz) podemos estudar amostras muito pequenas
com alto poder de resolugio, que permite até mesmo a disting®o entre espécies similares.
Espécies de radicais podem mostrar sensibilidades caracteristicas ao movimento em alta
freqiiéncia. Esta espectroscopia € particularmente 1til para o estudo do movimentos muito
rapidos (da ordem de nanosegundos) € muito vagarosos, por exemplo com sondas de
nitréxido. E possivel identificar e distinguir vérios produtos de marcadores de spin através
da grande resolucdo em altos campos magnéticos. Também ¢ possivel detectar a partigdo de
moléculas paramagnéticas como os nitroxidos entre diferentes solventes ou ambientes

(como solugdes aquosas ou lipideos).

II.1 TEORIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

Antes de mais nada € importante ressaltar que os conceitos aqui apresentados bem

como a discussdo foram baseados principalmente no livro de Atherton N.M. (1993).
A ressonancia paramagnética eletronica baseia-se na aplicagdo de um campo

magnético externo, B, sobre uma amostra que contenha elétrons desemparelhados. Este

campo atua aumentando a energia entre os niveis energéticos do momento magnético de
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spin do elétron desemparelhado. O espectro de EPR ¢ interpretado como as transigdes
permitidas entre os autovalores da Hamiltoniana de Spin sendo, portanto, importante o
conhecimento da mesma. A Hamiltoniana de spin contém termos que refletem a interag@o
do spin do elétron e do spin do niicleo com o campo B, o chamado Termo Zeeman e a
interagdo entre os spins do elétron desemparelhado € do nicleo, chamada Interagdo
Hiperfina. Estas interagdes sdo expressas em termos de operadores representando os spins
com varios coeficientes de acoplamentos diferentes. A analise do espectro de EPR permite
identificar quais intera¢des estdo envolvidas e também determinar quantitativamente os

coeficientes de acoplamento.

A Hamiltoniana de spin que descreve a interagdo dos spins do elétron e do nicleo
com o campo B e locais ¢ dada pela soma do termo Zeeman e do termo de interagdo

hiperfina, conforme mencionado. Assim:
Hgpin = pa.B.g.S + LA.S (11-24)
onde pg € 0 magneton eletrdnico de Bohr dado por:
up. = (e.h/2m) / (2me.c) (I1-25)

onde e ¢ a carga do elétron, h/2m a constante de Planck, c a velocidade da luz e m, a massa
do elétron; assim o magneton de Bohr ¢ igual a 9,27408. 102® JG™'; B & o campo magnético
externo, S € o spin eletrénico, I € o spin nuclear, A ¢ o tensor de acoplamento hiperfino e g
ndo tem um nome especifico sendo chamado de matriz ou tensor-g sendo especifico de
cada amostra (na vis#o classica g seria um fator de correcdo empregado pois 0 momento
angular obtido experimentalmente ¢ sempre menor do que o valor esperado, determinado

pela teoria).

Quando temos apenas um unico elétron desemparelhado na espécie a Hamiltoniana

reduz-se a:
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Hein = pp.g BS +LAS  (I1-26)

onde, neste caso, g. ¢ o fator g de corregéo, especifico para cada amostra. Para o elétron

livre este fator vale 2,0023.

II.1.a. TERMO ZEEMAN

Supondo que o campo magnético externo B estd na dire¢do z, ou B = Boz a
Hamiltoniana, para um unico elétron, relacionada a interagdo do spin do elétron com o

campo magnético externo, com seus respectivos auto-valores, ¢ dada por:

HY = pp.ge S;.Bo ¥ (11-27)
E W= pp.g. BoM, ¥ (I1-28)

onde M; = £ %, ou seja, sdo os dois estados degenerados para o spin do elétron com S =}
quando na auséncia de um campo magnético externo. Aplicando um campo magnético
externo quebramos esta degenerescéncia gerando um estado de menor energia — o estado de
spin anti-paralelo ao campo Ms = - %, ¢ um estado de maior energia com spin paralelo ao

campo magnético externo, Ms = + . A energia de transicio, AE, entre estes dois estados é

dado por:

AE = pip.g. B, (11-29)

ou seja, depende do valor do campo magnético externo aplicado, conforme pode ser

observado na Figura II-2.
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T mg= +1/2
Energia - (H))

m,=-1/2

—l
Campo magnético externo (H,)

Figura II-2: niveis de energia de um elétron em um campo magnético B.

IL.1.b. TERMO DE ACOPLAMENTO HIPERFINO

Uma das principais caracteristicas da técnica de EPR € o desdobramento hiperfino
das linhas do espectro. Ele resulta da interagao magneética entre o spin do elétron e os spins

dos nucleos vizinhos.

Os nucleos que possuem spin 1 diferentes de zero, préximos ou vizinhos ao elétron
produzem um campo magnético local, Bjoca , que também deve ser considerado juntamente

com o campo magnético externo (B,) para satisfazer a condi¢io de transi¢do entre os niveis

de spin eletronicos:

hv = pp.ge (Bo-+ Biocal) (1I-30)
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Assim, o campo B, aplicado para promover a transi¢do é modificado pelo campo
local, Bioca , produzido pelos nucleos. Porém o spin nuclear experimenta o campo
magnético externo e também um campo local produzido pelos elétrons; neste caso, os spins
nucleares podem estar em (2] + 1) estados de spin diferentes. Mas, cada um desses estados
de spin nuclear produz um campo local diferente e, desta forma, o espectro de EPR sera
separado em (2I + 1) linhas, uma para cada estado de spin nuclear, mas todas com
intensidades iguais porque todos os estados de spin nucleares sdo igualmente populados no

estado macroscdpico de equilibrio térmico.
Esta interagfo € descrita pela Hamiltoniana:
H=(y, /41) (tp.gc v-{ - LS/ r + 3(Lr).(S.r) r + (8m/3).(L.S).5(x)} (I1-31)

onde pp. € 0 magneton de Bohr, g. € o fator-g de corregio, L, /4n € um fator do sistema de
unidade usado, y € a razfio giromagnética, r € a distincia entre o elétron considerado e os

nicleos vizinhos com I diferente de zero e 8(r) € a fungio delta de Dirac.

O primeiro ¢ o segundo termos descrevem a interagdo dipolar entre o elétron € os
nucleos. O terceiro termo surge da interagdo de contato de Fermi e ¢ obtido no tratamento

quéantico da interaggo.

Os dois primeiros termos podem ser resumidos na forma que considera o tensor de
acoplamento hiperfino dos dois vetores de momento angular — o do elétron e o dos nucleos,

dado por:
L.A°.S (I1-32)

onde I ¢ S sdo respectivamente os vetores de spin do nucleo e do elétron, e A® € o tensor de

acoplamento hiperfino dipolar, ou uma matriz com elementos, Ap , dados por:
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Agp = (no /4m) (pp.ge 730/ r°)  (II-33)
onde os brackets significam que existe uma integracdo sobre toda a distribuic@o eletronica.

Este acoplamento dipolar € anisotrdpico, ou seja, depende da orientagio relativa
entre os spins do elétron, do nucleo e do campo magnético externo; assim, este termo é

denominado parte anisotropica da Hamiltoniana:
Hanisotropica = LA®S (11-34)

Estas interagdes ndo contribuem para as posigdes das linhas do espectro de EPR de
solu¢bes quando a taxa de difusdo rotacional for suficientemente rapida de maneira que
todas as posigdes sejam visitadas durante uma medida. Mas, estas interagdes anisotropicas

interferem nas larguras das linhas do espectro.

O terceiro termo da Hamiltoniana é especifico para o caso do elétron no orbital s e,

¢ conhecida como interago hiperfina isotropica, devido a simetria deste orbital.

O elétron do orbital s é um caso especial pois, devido a simetria esférica deste
orbital, ele ndo deveria participar de interagdes dipolares mas, isso ndo é o que acontece,
pois no espectro de EPR observa-se uma componente isotropica na interagao hiperfina. A

Hamiltoniana que descreve esta interagio ¢ dada por:
H=aS.1 (I1-35)

onde a ¢ a constante de acoplamento dada por:

a=(2u0/3) pa.gev. (0|’ (I1-36)
onde | y(0) 2¢a probabilidade de encontrar o elétron no orbital s, por isso esta intera¢do
também ¢ denominada de interacdo de contato. Para orbitais outros que n3o o orbital s esta

contribuigdo ndo estd presente porque para estes outros orbitais (p, d, f, etc.) esta
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probabilidade torna-se igual a zero. Assim, se o elétron desemparelhado estiver em um
orbital p , por exemplo, ele ndo se aproximara do nicleo. Portanto, a interagdo deste

elétron com o nucleo € do tipo dipolo-dipolo.

I1.2 EPR COM MARCADOR DE SPIN

Pela teoria de EPR apresentada no item anterior ficou claro que para obtermos um
espectro de EPR precisamos necessariamente possuir uma molécula paramagnética na
amostra, ou seja, um radical livre e estdvel. Quando a amostra em estudo ndo possui
elétrons desemparelhados podemos introduzir uma molécula com esta caracteristica para
podermos analisar a amostra com esta técnica. Neste caso, esta molécula paramagnética
introduzida ¢ denominada sonda ou marcador de spin. Assim, o método do marcador de
spin consiste no emprego de uma sonda paramagnética eletrénica incorporada a amostra
(que podem ser proteinas, membranas, modelos de membranas, entre outros) que, através
do seu espectro de EPR, fornece informagdes estruturais e dindmicas sobre o sistema
macromolecular estudado. Essa sonda pode ser ligada covalentemente ao sistema ou pode

estar apenas intercalada entre as moléculas constituintes do mesmo.

Esta técnica foi empregada pela primeira vez por Ohnistri € McConnell em 1965 ¢
hoje vem sendo usada para fornecer informagdes valiosas sobre as propriedades estruturais
e funcionais de varios sistemas macromoleculares diferentes (Berliner in Biaggi, 1998). Por
exemplo, foi através desta técnica que foram observados pela primeira vez os movimentos
dos lipideos nas superficies das membranas.

As sondas paramagnéticas ou marcadores de spins devem ser estaveis nas condigdes
de pH e temperatura que se pretende investigar a amostra; além disso, seu espectro deve ser

sensivel as modificagdes do sistema e sua incorporagdo nfo deve provocar muitas

pertubagdes no mesmo.
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O marcador de spin usado neste trabalho, o 5-SASL que pertence a classe dos
acidos n-doxilestearicos, € que por ser de natureza lipidica intercala-se entre as moléculas
anfifilicas constituintes da interface de micelas reversas de AOT. Este marcador possui um
radical nitroxido que preenche todas as exigéncias para poder ser usado como sonda no
sistema de micelas reversas. Este método foi utilizado para investigar as modificagdes
sofridas pelo sistema de micelas reversas, mais precisamente que a regifio das cadeias
hidrocarbonicas do AOT na regido do quinto carbono sofrem pela inser¢io de peptideos

melanotrdépicos.

As sondas mais empregadas sdo os radicais nitroxidos, devido a sua estabilidade
em solucdes neutras e temperatura ambiente. A partir do espectro de EPR dos nitroxidos
orientados em diversas diregSes em relagdo ao campo magnético, é possivel obter-se o
valor do desdobramento hiperfino na dire¢do dos seus eixos moleculares. O nitrogénio 14
possui nimero de spin (I=1); consequentemente my; assume trés valores distintos possiveis.
Assim, o espectro de elétrons desemparelhados centrados no nitrogénio 14 desdobra-se em
trés linhas. Neste caso, o elétron desemparelhado ndo se encontrapredominantemente no

orbital p puro do N, mas também, no orbital s.

I1.3 ESPECTROSCOPIA DE EPR

Neste item mostramos como analisar o espectro de EPR relacionando-o com os

termos da Hamiltoniana que descreve as interagdes presentes no sistema.

I1.3.a DESDOBRAMENTO HIPERFINO

Nos radicais nitréxido temos maior concentracio de densidade eletr6nica em torno

do 4tomo de nitrogénio. O is6topo mais abundante — da ordem de 99% - ¢ o nitrogénio 14
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que possul spin nuclear I = 1; desta maneira, seu momento de spin nuclear pode apresentar
trés valores: m; = -1, 0, 1 quando em presenga de um campo magnético. Este spin nuclear
provoca o desdobramento de cada nivel do spin eletrdnico em trés novos niveis como
mostrado na Figura II-3. Podemos ter entfo trés transi¢es entre estes niveis, as transi¢des
permitidas com Amy; = 0. A separag¢io entre as linhas do espectro de EPR, ou a primeira

derivada da absorbancia, ¢ o desdobramento hiperfino.

[ +

\N_

+
—_——

Desoonramemq
prerf ino

=~

Figura 1I-3: desdobramento hiperfino para o nitréxido e sua relagdo com o espectro de EPR (a primeira

derivada da absorbdncia)

11.3.b ANISOTROPIA

Uma das caracteristicas do espectro de EPR ¢ que o mesmo depende do angulo
formado entre o campo magnético e os eixos moleculares do radical livre ou do marcador
de spin, ou seja, o espectro € anisotropico quando o marcador apresentar anisotropia.

Observando a estrutura do marcador 5-SASL na Figura I1-4 ¢ possivel perceber os
trés eixos moleculares: um eixo longo (eixo x) correspondendo as cadeias hidrocarbénicas;
0 eixo z que € o eixo do orbital 2pn do nitréxido, que contém a maior parte da densidade

eletronica do elétron desemparelhado e o eixo y perpendicular aos outros dois.
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Figura Ii-4. eixos moleculares da sonda 5-SASL, o eixo x é o das cadeias hidrocarbdnicas, 0 z é o do orbital

eletrénico e o eixo y é perpendicular aos outros dois.

O espectro de EPR depende da orientagdo do campo magnético em relagdo aos
eixos da molécula, conforme falado anteriormente. Assim, a forma do espectro varia se o
campo magnético externo for paralelo ao eixo x, y ou z da sonda, conforme pode ser

observado também na Figura I1-4.

Os valores dos componentes principais do tensor de acoplamento hiperfino podem

ser determinados experimentalmente através da introdugfo dos radicais nitréxido em mono-
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cristais diamagnéticos e fazendo o campo magnético incidir na dire¢do de cada um dos trés
eixos moleculares da sonda (Gaffney et al., 1974). Para o 5-SASL temos: Axx = 6,3G ;
Ayy =5,8G e Azz =33,6G.

Quando o 5-SASL ¢ introduzido numa interface como por exemplo agua e éleo das
micelas reversas, ele se orienta de maneira a que seu eixo longo fique aproximadamente
paralelo a direcdo das cadeias hidrocarbdnicas dos lipideos ou anfifilicos que constituem a

interface, ou seja, perpendicular ao plano da superficie da interface.

I1.3.c PARAMETRO DE ORDEM (S) E MOBILIDADE

Considere o 5-SASL movimentando-se rapidamente quando inserido na interface
das micelas reversas. Conforme dito anteriormente, seu eixo longo fica preferencialmente
paralelo a direg¢Zo das cadeias hidrocarbdnicas do AOT, que € considerada eixo Z paralelo
(/). Os eixos da superficie da interface siao denominados eixos perpendiculares, 1. O
movimento deste marcador ¢ anisotrépico em relacido a este eixo Z. As orienta¢des dos
eixos moleculares principais (X, y € z) do nitréxido em relagzo a este eixo sio dadas por 6, ,

0, e 03 conforme mostrado na Figura II-5 onde consideramos uma bicamada.
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Figura II-5: orientacdo instantdnea dos eixos do nitroxido (x, y e z) em rela¢do aos eixos da interface (// e ().

(figura adaptada do trabalho de Biaggi, 1998).
Estas orientagdes dos eixos X, y e z do nitréxido sofrem flutuagdes na amostra pois
o marcador encontra-se em constante movimentacao. Definimos os parametros de ordem S;;
para representar estas flutuagdes por:
Sii=% (3 <cos’6i>-1) (11-37)

comi=1,2e3sendo 1 o eixo x do nitréxido, 2 0 eixo y € 3 o eixo z.

Seria suficiente definir a amplitude do movimento do eixo longo da molécula, z.

Neste caso temos:

S;3=%(3<cos’ 03>-1) (I1-38)
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que pode ser relacionado com as componentes do tensor acoplamento hiperfino desde que
estes ultimos sejam escritos no sistema de eixos da superficie de anfifilicos (X,Y e Zou// e

1 as cadeias hidrocarbdnicas). Temos:

Al=%(1-<cos?03>). (Az - Axx) + Axx (I1-39)
Ay=<cos? 03> . (Agz- Axx ) + Axx (11-40)

onde Ay , Ayy € Az, 530 os componentes do acoplamento hiperfino. Assim, Ss; fica:
S33 = (A// - AJ_) / (Azz - Axx ) (II-41)

Quando o movimento for isotrdpico, ou seja, quando nfio apresentar uma diregéo
preferencial de movimentacdo, os espectros n3o variario com a orientacdo do campo
magnético e, neste caso, o valor do desdobramento hiperfino sera a média dos valores do
eixo principal, ou:

A=A =a,(cristal) = 1/3 (Ax + Ayy + Ay ) (I1-42)
onde a, (cristal) ¢ o desdobramento hiperfino isotrépico no cristal.

Normalmente devemos corrigir este desdobramento obtido no cristal para a
polaridade do meio onde a sonda se encontra. Esta correcdo ¢ feita considerando um
desdobramento hiperfino isotrdpico na interface estudada, dado por:

o (interface) = 1/3 (2AL + Ay) (11-43)
€ o parametro de ordem corrigido para o caso especifico do marcador de spin que possui 0
eixo z do nitréxido paralelo ao eixo longo das cadeias hidrocarbonicas dos lipideos ou
anfifilicos que compdem a interface e que se movimenta rapidamente ¢ dado por:

S= {(A// - A_L)/(AZZ - (Axx + Ayy)}- {a o (cristal) /a, (interface)} (11’44)
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Quando na amostra, temos também os movimentos das micelas reversas e das
sondas inseridas nas mesmas. Isso faz com que o espectro de EPR obtido represente a soma
de todas as orienta¢3es possiveis entre o eixo longo da molécula e o campo magnético
externo aplicado. Mesmo que macroscopicamente a amostra seja isotrpica, os espectros
refletem a orientagdo de cada molécula e desta forma apresenta-se anisotropico. Hubbell e
McConnell (1971) apresentaram pontos especificos do espectro, mostrados na Figura II-6,

dos quais é possivel extrair os valores de A/ e A e, assim, calcular o parametro de ordem.

F
L
|
|
;
: . |
| 1 | |
| ) ' |
) L 2A — |
I TTiun ]
e 2A_, J

Figura 1]-6: espectro mostrando os pontos a partir dos quais devem ser medidos os pardmetros 24, e 24 e,

os valores de maximo e minimo desdobramentos hiperfinos, 24, ¢ 2A4min

Podemos observar neste espectro que o desdobramento hiperfino maximo, 2Asx , €
uma boa medida para o desdobramento hiperfino efetivo externo (2 A/); porém, o mesmo
nao ocorre entre os desdobramentos hiperfinos minimo, 2A.;, , e efetivo interno, 2A ;. Uma

boa forma para resolver esta discrepancia foi proposta por Gaffney (1976) e Griffith e Jost

(1976) que considera:
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A=A (11-45)
Al =Amin+1,4(1-S,)  (I-46)
Sap = (Amix ~ Amin)/ {Azz— %2 (Axx+ Ay )} (I1-47)

E, desta forma, chegamos ao parametro de ordem efetivo dado por:
S‘af = {(A// = AL )/(Azz -% (Axx + Ayy ))} . {a o (cristal) /a o (interface)} (11‘48)

Quando n3o conseguimos medir o desdobramento hiperfino interno, ou o valor de
Apin 0 valor do desdobramento hiperfino externo, Anuy , € usado como parametro empirico
proporcional a S, quando a polaridade permanece constante na amostra. Um outro
parametro que também pode ser usado para quantificar a ordem do sistema ¢ a relagdo entre

as alturas de campo baixo (h+|) e campo central (ho) do espectro, h.;/ ho.

Agora, ¢ importante ter em mente que este tratamento para o parametro de ordem
vale para movimentos rapidos da sonda. Quando os movimentos sdo lentos ndo
conseguimos distinguir exatamente a ordem do sistema, mas temos no espectro uma

mistura da mobilidade da sonda com a ordem do sistema.

11.3.d POLARIDADE

Existe uma dependéncia do desdobramento hiperfino isotrépico, a,, com a
polaridade do meio. Isto porque esta interagdo depende da densidade de elétrons
desemparelhados no atomo de nitrogénio e esta varia com a polaridade do meio. Temos
duas estruturas eletronicas do radical nitréxido mostradas na Figura II-7, onde a estrutura
(a) representa o elétron desemparelhado do radical no atomo de oxigénio e a estrutura (b)
no atomo de nitrogénio. Quando o meio for muito polar ocorre um aumento na densidade

de spins desemparelhados no atomo de nitrogénio favorecendo a estrutura (b), isto provoca
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um aumento na constante de desdobramento hiperfino, a,,.

Figura II-7:distribui¢ées eletrénicas do nitroxido mostrando o radical livre que pode estar no dtomo de
oxigénio ou no dtomo de nitrogénio dependendo da polaridade do meio ambiente — no caso de alta

polaridade do meio o radical fica no dtomo de nitrogénio (estrutura b).

I1.4 RELAXACAOQO DO SPIN — TEMPOS DE CORRELACAO ROTACIONAL

Considere uma populagdo de spins eletronicos em um campo magnético externo
aplicado no eixo z, ou, B = Bo.z. Do ponto de vista classico os spins precessam em torno
do campo externo gerando uma magnetizag@o liquida no eixo z. O equilibrio térmico deste
sistema € determinado a nivel microscopico pelas energias dos niveis eletronicos ¢ estas sdo
resultantes da interagdo com o campo externo e da distribuigdo de Boltzmann dos spins nos
varios niveis. Assim, mudangas no valor do equilibrio térmico para B constante s3o devidas
a mudancas populacionais dos estados permitidos e, estas resultam de transigdes entre os
niveis permitidos. A taxa de troca entre as populagdes dos niveis de spins ¢ exponencial e
caracterizada por T; , o tempo de relaxag@o longitudinal ou spin-rede. Para cada spin, em
separado, precessando existe uma componente do momento magnético girando no plano xy
perpendicularmente ao campo magnético aplicado. Entretanto, ndo existe uma coeréncia de
fase entre os movimentos dos spins no plano xy , de modo a magnetizagdo em X € em y sdo
nulas. Se impusermos uma coeréncia de fase na movimentac¢éo dos spins no plano xy, pela

introducdo de uma perturbagdio (normalmente a aplicacdo de uma microonda), teremos
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entio uma magnetizagio resultante precessando no plano xy, My e My . Depois que esta
perturbagdo for desligada o sistema naturalmente perde a coeréncia de fase e a
magnetizagdo em xy decai para zero. Este decaimento € exponencial e é denominado T,
ou, tempo de relaxagdo transversal ou spin-spin. A escolha do nome torna-se evidente
quando percebemos que a perda da coeréncia de fase é conseqiiéncia das flutuagdes nas
taxas de precessdo de cada spin individualmente devido as suas interagdes locais. Esta
perda de coeréncia ndo envolve transicdes dos spins entre niveis permitidos e, deste modo,

T} e T, sdo normalmente diferentes.

Quando o movimento da sonda paramagnética for isotrépico, ou seja, ndo
apresentar uma diregdo preferencial de movimentagdo e for muito rdpido em relagdo a
escala de tempo de uma medida de EPR, os espectros serfo insensiveis a essa velocidade e,

o tensor de acoplamento hiperfino, A, sera a média de seus componentes.

Agora, quando o movimento do marcador for da ordem do tempo de medida do
EPR, os espectros serdo modificados pois a largura da linha do espectro serd determinada
pela velocidade de movimentagdo da sonda. Quanto maior a velocidade menor serdo as
larguras das linhas, ou seja, sdo grandezas inversamente proporcionais. Porém, na situacdo
em que o marcador ficar muito lento (com tempos de correlagdo rotacionais da ordem de 3.
107 segundos) o espectro refletira uma distribuiciio aleatéria das orientagdes dos eixos
moleculares. Neste caso, cada marcador contribuird com um espectro particular referente a
sua orientagdo relativa ao campo magnético externo e o espectro resultante sera a soma de

todas as possiveis orientagdes em relagdo ao campo externo.

Na situagfo intermediaria entre esses dois extremos, ou seja, quando o tempo de

correlagio estiver entre 5.10 '

e 1.10 ™ segundos, a forma das linhas do espectro sera
Lorentziana. Neste caso, a largura da linha poderd ser relacionada com o tempo de
relaxagdo rotacional transversal ou spin-spin T,. Mais precisamente, a largura da linha a
meia altura sera igual a 2/ T,. Devemos, neste caso, tratar o alargamento diferencial das
linhas do espectro usando o método desenvolvido por Redfield (1965) baseado na teoria de

perturbagdo dependente do tempo.
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A largura da linha Lorentziana do espectro relaciona-se com o nimero quantico de

spin nuclear do nitrogénio do radical nitréxido através da equacg@o:
AH"m=A+Bm+ Cm/’ (11-49)

onde m; = -1, 0, 1 para o nitrogénio. O termo A é responsavel pelo alargamento uniforme
das trés linhas, o termo B introduz um alargamento diferencial das trés linhas e o termo C
causa um alargamento simétrico em torno da linha de campo central. B e C podem ser

determinados separadamente através das diferentes larguras das trés linhas Lorentzianas.

B = Y AH,.[(ho/h:1)"? = (ho/h )] (I1-50)
C =% AH,.[(ho/hir)" + (ho/hp) 2] (11-51)

onde AH, ¢ a largura de linha pico a pico do campo central, h, € a amplitude da linha de
campo central (correspondente a my = 0), hs; € a amplitude da linha de campo baixo (m; =
+1) e h _; € a amplitude da linha de campo alto (m; = -1). Porém, as larguras de linha ndo
sdo apenas Lorentzianas, possuindo também Gaussianas. Neste caso, estes valores de B e C

devem ser corrigidos com:

Beor =S(%,) - B

Ceor = S(%0) . C
S(xe) =( 1+ 1,78.%0 + 1,85. %0 2) / (1 + 2,08.%,) (11-52)
Yo = < AH,O>/ AH" (11-53)

onde AH," ¢ a largura de linha pico a pico do campo central com forma Gaussiana e AH,- ¢

a largura de linha pico a pico do campo central com forma Lorentziana.

Com os valores de B e C corrigidos podemos determinar os tempos de correlagédo

rotacionais segundo Marsh (1989):

T20 = C1.( Ceorr + €2 Beorr) (I1-54)
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T2 =b ( Beor + b Ccorr) (H‘SS)

C1, C2 , by € by sdo parametros empiricos que dependem do eixo preferencial de rotagdo do
marcador de spin. Para o nitréxido que possui rotagdo preferencial em torno do eixo z,

temos: ¢; = 1,16ns; c; =- 0,0316ns; b; =- 0,335 e b, = 1,13ns.

IR SR S

Costumamos definir dois tempos de correlagdo rotacional para os marcadores de
spin que possuem um eixo de rotagdo preferencial, como no caso do nitréxido; assim
usamos os tempos de correlag@o rotacionais paralelo, 1/, , e perpendicular, T, , em relagéo
ao eixo de simetria do marcador. No caso do nitroxido, T, estd na diregdo do eixo z e T,

estd perpendicular. Neste caso, as expressdes apos todas as corre¢des para determinar estes

tempos sdo dadas por (Yushmanov et al., 1997):

Ty =6,51.10"°, AH,.[(ho/h1)"? - (ho/he1)'"?] (I1-56)
1, =6,51.10"°. AH,.[(ho/h.)? + (ho/hi1)"%-2] (I11-57)
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MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo apresentamos os materiais utilizados bem como o método utilizado
para a preparagio das amostras. Além disso apresentamos as medidas preliminares
essenciais, tais como o teste de pureza do AOT utilizado ¢ as medidas de absorbéancia das
micelas reversas.

Falamos também rapidamente sobre os equipamentos utilizados neste trabalho.

II1.1 MATERIAIS UTILIZADOS

a) Isooctano ( (CH,), CH CH, C (CH,),)

Como solvente orgénico utilizamos o 2,2,4 — trimetilpentano, ou isooctano, para
medidas espectroscopicas (HPLC) adquirido comercialmente da Sigma-Aldrich e
. utilizado sem posterior purificagdio. A férmula estrutural do isooctano ¢ mostrada na

Figura III-1. Seu peso molecular é de 114,23; densidade 0,692mg/ml e viscosidade em

torno de 0,70cp a 20°C.

Isooctano

Figura Ill-1: formula estrutural do isooctano (solvente orgdnico utilizado na preparagdo das micelas

reversas de AOT).

53



Capitulo I1I- Matedais e Métodos

b) AOT

Para a preparacdo das micelas reversas utilizamos o anfifilico ou surfactante bis-
(2—etilhexil) sulfosucinato de sddio, abreviado AOT ou aerosol-OT gentilmente cedido

pelo Prof. Dr. Mario Politi do Instituto de Bioquimica da USP.

E sabido que os surfactantes sdo moléculas anfifilicas possuindo, entdo, uma
regido polar e outra nd3o-polar. O termo surfactante na verdade ¢ uma contragdo de agente
ativo de superficie, enfatizando a tendéncia dessas moléculas anfifilicas de se agruparem
em superficies e interfaces (ar/agua, agua/oleo, etc.). Como resultado desta associag@o
hidrofébica, estas moléculas formam uma variedade enorme de estruturas incluindo
micelas, micro-emulsdes e estruturas lamelares ou bicamadas. O AOT é um anfifilico
pois possui uma regido hidrofébica constituida pela dupla cadeia ramificada de sete
carbonos e uma regido hidrofilica, a regido de sua cabeca carregada negativamente; sua
estrutura € mostrada na Figura ITI-2. Assim falamos que o AOT ¢ um surfactante anidnico

ligado a um ion Na’ . Sua massa molecular é de 444,5g/mol.

CiH?_——CHS
O .0 CH CH CH
N
NaLO3S—(';H
CH
c CH CH CH
yd N
o’ Yo Z\C[EH/ Z\CH?_/ 2 CH,
CH, —CH,

Figura III-2: férmula estrutural do AOT
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Um dos primeiros cuidados tomados neste trabalho foi garantir a pureza do AOT
utilizado, procedimento normal nos estudos espectroscdpicos envolvendo micelas
reversas (Luisi, 1986). Assim, a primeira medida realizada foi o teste de purezé do AOT
utilizado. Este teste baseia-se no espectro de absor¢éo na regido de 250 a 450 nm de uma
solucdo de AOT 50mM em isooctano na temperatura de 20°C. Mostramos na Figura IT1-3
0 espectro obtido que ¢ similar ao espectro apresentado por Luisi et al. (1986).
Observamos que nosso AOT possui alguma impureza visto uma pequena absorbancia
(0,010) préximo a 290nm . Como essa impureza ndo ¢ fluorescente € como nossas
analises sd3o basicamente comparativas optamos por utilizar o anfifilico sem qualquer

purificagdo anterior.

0.08 S

0.06

0.04 -

absorbancia

0.02 S

0.00 H

T T y T T | S— - |
250 300 350 400 450

A (nm)

Figura I1I-3: espectro de absorbancia da solugdo de AOT 50mM em isooctano a 20°C, para a verifica¢do

da presenca de impurezas.
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c¢) Triptofano

Utilizamos o DL - Triptofano (C,,;H,,N,0,) de peso molecular 204,23 adquirido
comercialmente da Merck, lote: 1949031, que possui féormula estrutural apresentada na
Figura II-4.

glStan | #IF DA IBAIHHBABAY “[Ezipeskiop M...

e laliade e T, T

Figura 111-4: representagdb grafica do DL- triptofano fornecida pelo programa de modelagem molecular
"Desktop Molecular Modeller".

Este aminoacido possui radical nao polar, ¢ hidrofdbico e fluorescente devido a
presenca do anel aromatico, apresentando emissdo maxima em torno de 345 € 355nm em
solucdo aquosa quando excitado entre 280 e 290nm. A fluorescéncia do triptofano
depende essencialmente do pH e da polaridade do meio. A eficiéncia quéntica da emisséo

do triptofano em agua e pH 7 alcanca valores proximos a 0,14 (Szabo & Rayner, 1980).

Agora, quando o triptofano estd inserido em proteinas ou peptideos suas

caracteristicas sdo alteradas — normalmente o comprimento de onda de méxima emissao
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fluorescente é deslocado para outros valores € o rendimento quéntico é modificado; isso
depende do local onde se encontra o residuo triptofano, se muito exposto ao ambiente
exterior ou ndo quando na molécula; ou seja, dependendo da confonhac;ﬁo da
macromolécula em questfio. Logo, estudos sobre fluorescéncia de proteinas e peptideos
que possuem residuo(s) triptofano(s) levam a importantes informagdes sobre suas

propriedades conformacionais e sobre interagdes com outras moléculas ou ions.

d) LTL

Utilizamos o lisil-triptofil-lisina  (C,,H,,N(O,) adquirido comercialmente da
Sigma ( L5384 — lote 41H0868), sem purificages adicionais. Sua massa molecular é
406,6 g/mol. Sua formula estrutural ¢ mostrada na Figura [lI-5a e seu perfil de

hidrofobicidade segundo Voet & Voet (1995) € mostrado na Figura III-5b.

@Start| FOF DV VB> HRARNY

|§ Desktop M E@A“ 3:20PM
R ey s

Figura ll-5a: formula estrutiral do LTL
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[ LTL

1,0 F *

hidrofobicidade

Lys Lys

| — | - - " | —_ i —_

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

numero do residuo

Figura III-5b: perfil de hidrofobicidade do LTL.

O lisil-triptofil-lisina € um tripeptideo formado por um triptofano e duas lisinas
carregadas positivamente. Assim, os dois extremos deste tripeptideo sdo hidrofilicos
enquanto que no centro temos o triptofano com seu carater hidrofébico. A importancia da

utilizagdo do LTL neste trabalho provém de suas interagdes elétricas com a interface de
AOT.
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¢) Peptideos Melanotropicos

e o-MSH
Foi utilizado o horménio estimulante do melandcito adquirido
comercialmente da Sigma Chemical Co. Sua estrutura primaria esta
mostrada na Figura III-6a e seu perfil de hidrofobicidade segundo Voet &
Voet (1995) estd dado na Figura III-7a. Sua massa molecular é de
1664,9g/mol.

e MSHI

Foi utilizado o andlogo ao horménio estimulante do melanécito, MSH 1
ou [Nle‘,D-Phe’]-a-Melanocyte Stimulating Hormone, adquirido
comercialmente da Sigma Chemical Co (lote: 101HS8302). Sua estrutura
primaria estd mostrada na Figura III-6b. Seu perfil de hidrofobicidade
segundo Voet & Voet (1995) esta na Figura III-7b junto com o do o.-MSH

a titulo de comparag@o.
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(B
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b)
Figura I1I-6: formulas estruturais dos peptideos melanotrépicos - c-MSH (a) e o andlogo MSH1 (b).
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o-M
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Figura lll-7: perfis de hidrofobicidade do a-MSH (a) e do MSH/ (b) segundo Voet & Voet (1995).

61



Capiwlo II1- Materiais ¢ Métodos

f) 5-SASL

Utilizamos o 5-SASL ou acido 5-(4,4-dimetil-3-oxil-2-oxazolidinil)-estearico (C,,
H,, NO,) adquirido comercialmente da Sigma (D5273) com massa molecular de
384,6g/mol como sonda paramagnética para as medidas de RPE. O 5-SASL € uma sonda
da familia dos &cidos estedricos (Stearic acid spin label), possuindo uma cadeia
hidrocarbdnica com 18 carbonos, sendo que o grupo nitroxido encontra-se inserido no

quinto carbono da cadeia. Sua férmula estrutural ¢ mostrada na Figura III-8.

OH__
Q
é<gj<Tz

(a)

Figura HI-8: formula estrutural da sonda paramagnética eletrénica 5-SASL em um esquema
representativo (sem escala) da posi¢do da sonda em relagdo ao eixo z da interface de AOT (em vermelho).

Em azul é mostrado o eixo do Nitroxido da sonda que é perpendicular ao eixo z da interface. (a) AOT e (b)
5-SASL.
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II1.2. PREPARACAO DE AMOSTRAS

Na preparagido das amostras foram utilizados as solugdes de tampdo fosfato

50mM, pH 7,4 e citrato 50mM, pH 4,4.

Foram preparados basicamente dois tipos de solugdo de micelas reversas; uma
para medidas no aparelho de ressonancia paramagnética eletr6nica e outra para as

medidas de fluorescéncia de estado estacionario e resolvida no tempo.

a) Solucdes estoque 10°M dos fluoréforos em tampao fosfato SOmM (pH 7.4).

Solugdes estoque (10°M) de Trp, de LTL, de a-MSH e MSH 1 foram preparadas

em solu¢io tampZo fosfato e guardadas no freezer.

b) Preparacfo das micelas reversas de AQT

As micelas reversas foram preparadas pela simples diluigdo, seguida de intensa
agitagdo, do AOT em poé a quantidade necessaria de isooctano para que obtivéssemos
uma solugdo de AOT 50mM. Como a massa molar de AOT ¢ de 444,5g/mol a relagio ¢é
de 22,225mg de AOT para cada mililitro de isooctano. Como o isooctano € muito volatil
estas amostras nao foram estocadas, mas preparadas a cada vez que uma medida seria

realizada.

Foram realizadas medidas de absorbancia das amostras de micelas reversas de
AOT para controle do sistema. Dessas amostras observamos um fato bastante
interessante; as micelas reversas de AOT demoram um certo tempo para estabelecer seu
equilibrio dinamico. Isso foi observado através de uma experiéncia muito simples que foi
a medida da absorbéancia em fungdo do tempo. Os resultados obtidos mostraram que as

absorbancias aumentavam com o tempo, cuja contagem foi iniciada logo apds o término
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da preparagdo da amostra. Assim, para que as amostras de micelas reversas utilizadas
possuissem um valor fixo para as absorbancias (dentro das flutuagdes aceitaveis) elas
eram preparadas no dia anterior as medidas e estocadas no freezer para diminuir a

evaporagao do isooctano.

¢) Variacdo do valor de w, nas micelas utilizadas.

A variagdo da quantidade de 4dgua presente nas micelas reversas, ou do valor de
w,, era feita através da adi¢do de pequenas aliquotas (1 ou 2 pl) de solugdes tampdo ou

Trp, ou LTL, ou a-MSH ou MSH 107 M.

Um resultado interessante € mostrado na Figura III-9, na qual damos o grafico da
turbidez em 228nm das amostras de micelas reversas S50mM em isooctano com aliquotas
crescentes de tamp@o fosfato a 20°C. E interessante notar que, aparentemente, temos uma
transic3o no sistema para w, proximo a 20, visto o salto nos valores de turbidez,
indicando que nestas condi¢des as micelas reversas podem estar sofrendo mudanga
estrutural (talvez a formacio de clusters ou de fases hexagonais). Este resultado fez com

que escolhéssemos estudar a regido de w, compreendida entre zero e aproximadamente

vinte.
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Turbidez

241

Figura III-9: turbidez em 228nm das amostras de micelas reversas 50mM em isooctano com aliquotas

crescentes de tampdo fosfato a 20°C em fungdo do valor de w,,

d) Preparacio das amostras de micelas reversas com o 5-SASL.

As amostras utilizadas nas medidas de ressonincia paramagnética eletrénica
necessitaram a introdug@o de uma sonda paramagnética (5-SASL) na interface de micelas
reversas. Para tanto fizemos um filme do 5-SASL da seguinte maneira: foi preparada uma
solugdo de 5-SASL em cloroféormio dissolvendo o 5-SASL. Desta solugdo tomamos o
volume necessario para que no final da preparagfo ficdssemos com 0,1mM de 5-SASL
em um volume total de 1ml de isooctano. Depois de coletado o volume necessério, o
cloroformio foi evaporado com fluxo de Nitrogénio e o tubo de ensaio foi deixado em
vécuo durante um periodo de cinco horas para a evaporagido total do cloroformio residual.
Neste mesmo tubo de ensaio foi acrescentado o AOT na forma de pd e o isooctano como
solvente; esta mistura fol submetida a agita¢do intensa de forma que o filme de 5-SASL

soltasse completamente das paredes do tubo e se incorporasse na interface de AOT. O 5-
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SASL foi usado na proporgdo de 0,2% em relagio ao AOT; ou seja 0,lmM de 5-SASL

numa solug@o de AOT 50mM em 1mililitro de isooctano.

Variamos também os valores de w, destas micelas reversas de AOT com 5-SASL,
através do acréscimo de pequenas aliquotas de solugdo tampao fosfato ou Trp, ou LTL,

ou a-MSH ou MSH 1.

HL3. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

a) As medidas de Ressonancia Paramagnética Eletrénica foram realizadas no
espectrometro da Bruker EMX, variando o valor de w,, com o campo centrado em
3355G, varredura 100G. A microonda tinha poténcia de 5,078 mW e freqiiéncia de
modulacio 100kHz com amplitude 1,30G. Todas as medidas foram feitas a 20° C.

b) As medidas de fluorescéncia de estado estacionario foram realizadas no
espectrofluorimetro Fluorolog-3 Modelo FL3-11 da ISA — Jobin Yvon — SPEX conectado
a um banho termostatico CH/P Forma Scientific Modelo 2006, com o qual mantivemos a
temperatura em torno de 24°C. O comprimento de onda de excitagdo foi 295nm ¢ a
emissdo foi varrida de 300 a 450nm. As fendas utilizadas tanto na emissdo quanto na

excitagdo foram 1 e lmm para solug@o tampio e 2 e 2mm para as solu¢des micelares.

c) As medidas de fluorescéncia resolvida no tempo foram realizadas no mesmo
espectrofluorimetro, que permite a obtengio de espectros de excitagio e de emissdo, além
de medidas de anisetropia de fluorescéncia. A deteciio nesse equipamento baseia-se no
método de correlagdo temporal de fétons. Um pulso de luz excita a amostra que, por sua
vez, emite um pulso de luz. Uma fotomultiplicadora de partida detecta o pulso de
excitagdo enquanto o pulso de luz emitido pela amostra fluorescente ¢ detectado por uma

fotomultiplicadora de parada. Os sinais das fotomultipicadoras sdo correlacionados
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temporalmente em um conversor tempo-amplitude (TAC), que determina o tempo
transcorrido entre a excitagio e a emissdo. O evento € registrado em um analisador multi-
canal, o TAC ¢ zerado, € 0 processo repete-se apds um novo pulso de excitagéo. Ao final
de um niimero estatisticamente significativo de eventos (10° contagens, tipicamente)
obtém-se um histograma descrevendo o decaimento temporal da fluorescéncia. Para tanto
o sistema é formado por um laser de Argénio (modelo 2060-10SA da Spectra Physics),
um laser de Titanio-safira (modelo 3950 da Spectra Physics), um selecionador de pulsos
(3980-2S da Spectra Physics), um gerador de terceiros harmdnicos (GWN-23PL da
Spectra Physics), uma placa microcanal para detec¢do (R3809U da Hamamatsu) e, por
fim, um analisador multi-canal que gera o perfil de decaimento (bancada tica OB900 da

Edimburgh Instruments).

O sistema de analise de dados desse equipamento possui uma particularidade em
relacdo a largura temporal do pulso de excitagdo, que também deve ser medido
experimentalmente. Como a largura € finita, o decaimento experimental esta convoluido
com a excita¢do, e a extragdo da curva real de decaimento ¢ feita através de ajustes dos
pontos experimentais com uma fungio tentativa. A convolugdo da fungdo tentativa com o
perfil de excitacdo ¢ comparada com a curva experimental por meio de métodos de
minimos quadrados, e critérios estatisticos sdo empregados para se avaliar a qualidade do
ajuste. Também faz parte do equipamento um soffware apropriado para ajustes do perfil
de decaimento a processos fisicos de ocorréncias mais comuns, como por exemplo ajustes
a decaimentos mono- € multi-exponenciais, distribuicdes de tempos de vida, analise
global, espectros de emissdo resolvidos no tempo, decaimento da anisotropia e casos
simples de supressdo de fluorescéncia. O software para analise de dados foi adquirido da

Edimburgh Instruments.
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II1.4. MEDIDAS PRELIMINARES DE ABSORCAO OTICA

As medidas de absorgdio dtica foram realizadas com o intuito de controlarmos o
espathamento e absorbancia das amostras usadas, antes de medirmos as intensidades de
emissdo fluorescente principalmente quando estamos lidando com a supressio da mesma
pela introducdo da Acrilamida. Isso porque os valores das intensidades de emiss3o
fluorescente devem ser corrigidos separando o efeito de supressio de fluorescéncia do
"efeito filtro" provocado pelas moléculas presentes na solugdo que absorvem parte da
radiagdo de excitagdo (fazendo com que uma quantidade menor de fluoréforo seja
excitado) ou de emissdo (fazendo com que uma quantidade menor de radiacio alcance os
detetores) e, diminuindo assim a intensidade do pico de emissdo fluorescente. E
fundamental verificar se existe realmente supressdo da fluorescéncia dos fluoréforos pela
acrilamida pois os experimentos de supressdo podem dar informacSes a respeito das

posigdes relativas do fluoréforo nas micelas reversas.

Normalmente o grande interesse no espectro de absor¢io ¢ a medida do
coeficiente de extingdo, € , que carrega a dependéncia da intensidade de absor¢do com o
comprimento de onda da luz incidente na amostra. Quando este coeficiente de extingdo €
calculado no comprimento de onda de maxima absor¢go, ou seja, no apice da banda de
absor¢do ¢ denominado coeficiente de extingdo méaximo, €., . Medimos entdo, no
espectro de absorgio, o valor da intensidade méaxima de absor¢@o A, , que se relaciona

com €, da seguinte maneira:

A =¢_ .Cd

max

onde d € o caminho 6tico, que depende das cubetas utilizadas ¢ C € a concentragdo da

amostra. Ficamos com:
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Quando trabalhamos com micelas reversas os coeficientes de extingdo dependem
do valor de w,, ou seja, da quantidade de agua presente no sistema, porque fazemos o

grafico de absorbancia versus w,, temos:

Iga =
WO
Cd
tgo = —==
WO
onde, neste caso, C = [fluoréforo] . Entao:
tgoL W,

€ (M.cm) ™!

max = [fluordford.d

Lembrando que w, ¢ definido como o numero de moléculas de agua por cabeca de

AQT, e que, neste caso, junto com a agua temos os fluoréforos, w, fica igual a:

_ [fluréford]

w
" [AOT]

e, consequentemente

tan o

€ = ———— (M.em)’ com [AOT]=50mM e d=0,5cm
[AOT]d

Na Figura III-10 mostramos os graficos de absorbancia em fungdo de w, para
todas as amostras com micelas reversas de AOT e na Tabela III-1 apresentamos os
coeficientes de exting@o. As absorbancias das amostras de micelas reversas de AOT sdo
sempre maiores do que as absorbancias das amostras em tampdo fosfato (dados nao
mostrados), devido a absor¢do da propria micela reversa. As absorbancias destas
amostras, apesar de maiores do que as das amostras com solu¢do tampao fosfato ainda se

mantém menores do que 0,1 para valores de w, menores que aproximadamente 14.
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Assim, ndo sera necessaria a corre¢do das intensidades de emiss3o fluorescente para o

espalhamento.

22T Micelas reversas de AOT 50mM

0.20 - B TrpAOT

0.18 | © LTLAOT

- 4 alfaAOT

016 ¥ mshiAOT
@© 0.14 |
g L
& 0.12 [
e I
2010} -
[72]
-o ~
© 0.08 [~ % E i

006 - e % g v

| o ® @
0.04 F o E *® =
0.02 - X3
1 N ) L | o I )
0 5 10 15
w

Figura IlI-10: grdficos de absorbdncia em fungdo do w, para amostras de micelas reversas de AOT 50mM.

Medidas feitas em 296nm e a 20°C.

Das curvas apresentadas no grafico da Figura III-10 obtivemos os valores dos

coeficientes mostrados na Tabela III-1.

Amostra Emae (M.cm)
Trp em AOT 0,2092 + 0,0002
LTL em AOT 0,1969 + 0,0003

o-MSH em AOT 0,1760 = 0,0004
MSH 1 em AOT 0,1732 £ 0,0009

Tabela Ill-1: coeficientes de extingdo para amostras de micelas reversas de AOT 50mM.
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MEDIDAS DE RPE EM MICELAS REVERSAS DE AOT
50mM OBTIDAS COM 5-SASL - RESULTADOS OBTIDOS,
ANALISES E DISCUSSOES

Decidimos trabalhar com a sonda 5-SASL porque segundo Kommareddi et al.
(1993) as sondas localizadas na regido das cadeias hidrocarbonicas do AOT em micelas
reversas sdo0 as que experimentam o maior grau de restrigio ao movimento com a variago

de w,, ou mais precisamente com o aumento do valor de w,, especialmente o 5-SASL.
1) 5-SASL E A ADICAO DA INTERFACE DE AOT

Nesta primeira analise observamos a forma das curvas componentes dos espectros
do 5-SASL em tamp#o fosfato, em isooctano e na presenca da interface de AOT mostrados
na Figura IV-1 e comparamos os valores dos tempos de correlagdo rotacionais paralelo e
perpendicular ao eixo principal da sonda , ou seja, ao eixo da cadeia hidrocarbonica do 5-
SASL (para maiores detalhes veja o capitulo de materiais e métodos) mostrados na Tabela

IvV-1.

O espectro do 5-SASL em tamp@o fosfato € caracteristico de tombamento rapido -
quando a sonda se encontra praticamente livre na solugfo. Pode-se constatar pelas formas
das linhas do espectro da Figura IV-1 que ele €, entdo, praticamente isotropico (o pequeno
grau de anisotropia deve-se a prdpria estrutura molecular da sonda que possui um eixo
principal de rotagdo). O mesmo efeito pode ser constatado pelos valores dos tempos de
correlacdo rotacional paralelo e perpendicular ao eixo principal da sonda na Tabela IV-1

que sa0 muito proximos entre Sl.

O espectro do 5-SASL em isooctano mostrado na Figura IV-1 apresenta uma certa
anisotropia em parte causada pela estrutura molecular da prdpria sonda e em parte pela
viscosidade deste meio (a viscosidade do isooctano é de 0,7cp a 20° C). O alargamento

observado pode ser devido a trocas entre o 5-SASL e o oxigénio presente no isooctano que,
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segundo Gurahay et al. (1996) pode facilmente penetrar nas micelas reversas especialmente
para pequenos valores de w, . A pequena anisotropia também pode ser observada pela
diferenca entre os valores dos tempos de correlagio rotacionais apresentados na Tabela I'V-
1, sendo que, quanto maior a diferenga entre os valores dos tempos de correlagéo rotacional

maior sera a anisotropia experimentada pela sonda.

Quando a interface de AOT ¢ introduzida no sistema observamos que o espectro
torna-se mais anisotrépico do que quando em tampZo ou em isooctano (Figura IV-1)
apresentando menos movimento por parte da sonda (a sonda esta mais imdvel), com um
grande alargamento das trés linhas. Observamos portanto um aumento nos valores dos
tempos de correlagio rotacional tanto em relagdo ao valor obtido para o tampéo quanto ao
do isooctano sendo, porém, que o valor de T; varia muito mais do que 1, . Esse aumento
diferente nos valores dos tempos de correlag@o rotacional bem como a mudanca nas formas
da linha sdo indicativos que a sonda incorpora-se a interface da micela reversa com w, = 1,
quando a micela esta praticamente sem agua. Essa incorporagdo ¢é responsavel pelo
aumento da restri¢do a movimentag@o da sonda, principalmente na dire¢do perpendicular ao

eixo longo da molécula 5S-SASL.

isooctano

wampdo fosfato

Figura IV-1: espectros de 5-SASL em isooctano, em micelas reversas de AOT (50mM) em isooctano (w,

1,109} e em tampdo fosfato (50mM, pH 7,4). (20° C).
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Ni#o observamos nenhuma queda na linha de base destes espectros. Assim,
concluimos que para a concentragdo de 5-SASL usada (0,2% em relagio ao AOT 50mM)
ndo existe troca entre as sondas; ou seja, o grupo nitroxido de uma sonda nio “enxerga” o

grupo nitréxido de outra sonda préxima.

amostra T (ns) 1. (ns)

Tamp3o fosfato 0,0728 0,0568
isooctano 0,183 0,235
AOT 50mM (wo=1) 1,14 1,26

Tabela IV-1: tempos de correlagdo rotacional para 5-SASL em isooctano e em tampdo fosfato ([5-

SASL]=10" M) e, para 5-SASL 0,2% em AOT (50mM, w, = 1,109). Os espectros foram tirados a 20° C.

Resultados semelhantes foram obtidos em varios trabalhos anteriores: Yushmanov
et al. (1997) no estudo da interagio de dipiridamol com micelas reversas de CTAC,
Kommareddi et al. (1993) no estudo de mudangas estruturais na interface de AOT em
funcdo da temperatura € da pressdo em transi¢des de fase critica Almeida et al. (1994) no

estudo do efeito da uréia nas propriedades das micelas reversas de AOT em isooctano.

2) VARIACAO DO ESPECTRO DE 5-SASL COM A VARIACAO DA
QUANTIDADE DE AGUA PRESENTE NAS MICELAS REVERSAS
DE AOT

Na Figura IV-2 apresentamos os espectros de 5-SASL em AOT 50mM em todos os
valores de w, usados, ou seja, mostramos como o espectro varia com a quantidade de agua
presente no sistema. Observamos que os espectros se tornam cada vez mais anisotropicos
com o aumento da quantidade de 4gua. Este aumento na anisotropia também pode ser
observado através dos valores dos tempos de correlagdo rotacional apresentados no grafico
da Figura IV-3; observamos que os valores de 1 , tornam-se cada vez maiores com o

aumento de w, , mas que este aumento nao ¢ tdo pronunciado quanto o sofrido por 1, . Este
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aumento nos valores dos tempos de correlagfio rotacional mostram que o movimento da
sonda torna-se cada vez mais lento nos dois eixos, no paralelo e no perpendicular ao eixo

da prépria sonda.

Figura IV-2. espectros do 5-SASL em micelas reversas de AOT (50mM) em fungdo do w,. (20°C).

Da segiiéncia de espectros apresentados na Figura IV-2 observamos dois
comportamentos distintos dependendo da quantidade de agua presente no sistema. Assim,
para valores pequenos de w,, os espectros de RPE sao caracteristicos de movimento com
pequeno grau de anisotropia. Esses espectros foram interpretados por Kommaredd: et al.
(1993) como resultantes da combinagdo entre a rotagio rapida das pequenas micelas
reversas com a liberdade de movimentagdo experimentada pela parte hidrofébica da sonda
5-SASL. Com o aumento de w, as micelas reversas crescem de tamanho e acabam ficando
mais lentas até parecerem imobilizadas para a escala de tempo das medidas de RPE. Assim,
os espectros obtidos para os valores maiores de w, apresentam os extremos internos e
externos bem resolvidos resultando da soma dos espectros da sonda com movimentagdo
anisotropica em todas as orientagdes relativas ao campo magnético. E importante salientar
que esta seqiiéncia de espectros esta em acordo com o encontrado por Almeida et al. (1994)

no estudo da estrutura das micelas reversas. Podemos falar que dois tipos de movimento
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estdo presentes no sistema de micelas reversas: o tombamento da micela como um todo e a
difusio lateral das moléculas de surfactante. Quando o sistema ¢ estudado através da
técnica de ressonancia paramagnética eletronica esses dois processos modulam o tensor de
acoplamento hiperfino (A) e o tensor g (Kommareddi, 1993). Quando a freqiiéncia desses
movimentos for maior do que 1% s' o espectro resultante de uma sonda paramagnética
inserida neste sistema sera isotropico; ou seja, o espectro representara tanto o movimento

rapido da sonda quanto o da sonda inserida na micela, que tomba rapidamente.

O tombamento das micelas torna-se cada vez mais lento com o aumento de w,.
Quando a freqiiéncia deste movimento ficar menor do que 10" s, a técnica de RPE ndo
consegue mais enxergar este movimento e tudo se passa como se a micela reversa estivesse
parada. Neste caso, os espectros revelam apenas os movimentos da sonda inserida na
interface de surfactante, que sdo anisotropicos devido a prépria insergio. Logo, os espectros

para grandes valores de w, devem ser, € sdo, anisotropicos.

Nos graficos de 1, e de t, em fungdo de w, (Figura IV-3) observamos,
especialmente para t;, uma mudan¢a na forma da curva em torno de wy=10. Fato
semelhante foi observado por Cazianis et al. (1987) e por Correa et al. (1996) que afirmam
que para wy,=10 existe uma modificag@o na polaridade da 4gua com o aparecimento de agua
bulk. Baglioni et al. (1991) e Ykushima et al. (1997) sugerem a existéncia de trés
populagdes possiveis ‘de dgua no sistema de micelas reversas de AOT dependendo da
quantidade da mesma presente no sistema: dgua estruturada, agua isolada e agua bulk. Nas
micelas reversas que contém poucas moléculas de agua ou seja, com w, < 10, estdo
presentes apenas a 4gua estruturada, também chamada de agua de hidratagfo, e as aguas
isoladas (Ykushima et al.,1997). As aguas estruturadas localizam-se em torno das cabegas
polares do AOT devido as interagdes entre os dipolos das mesmas com as cargas das
cabegas polares negativas do AOT assim como com os contra-ions Na' e, as aguas isoladas
sdo as moléculas de 4gua que ficam presas na regido das cadeias hidrocarbonicas do AOT.
Aumentando gradativamente a quantidade de agua presente nas micelas reversas observa-se
o aparecimento da terceira populagdo possivel de dgua - a agua bulk, que se localiza no

centro do pool aquoso e tem caracteristicas similares a 4gua comum. Baglioni et al.(1991)
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explicam que temos apenas agua estruturada e 4gua isolada até wy~10. Assim, mais
precisamente, com o aumento do valor de w, para valores maiores do que 10 a camada de
hidratagdio em torno das cabegas polares do AOT torna-se completa pois as interagdes
responsaveis pela estruturagdo das moléculas de agua em torno das cabegas polares do
AOT e em torno dos contra-ions de sddio ja estdo saturadas neste valor de w, ; o excedente

de agua que € introduzido passa a localizar-se no centro do pool aquoso na forma de adgua
bulk.
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Figura IV-3:gradfico dos tempos de correlagdo rotacionais do 5-SASL em micelas reversas de AOT 50mM em

isooctano, em funcdo do w, .

As micelas reversas de AOT crescem com o valor de w, segundo a equago
(Kotlarchyk et al., 1985; Luisi et al., 1988 e Sahyun, 1988) :
ru (A) = 1,75.w,
onde ry € o raio hidrodinamico, ou raio do poo!l aquoso, em angstrons. Mostramos na

Tabela IV-2 os raios hidrodinamicos compreendidos neste estudo:
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Wo I'y (A)
1,109 1,94
2,332 4,08
3,688 6,54
5,199 9,10
6,894 12,06
8,810 15,42
10,990 19,23
13,495 23,62
16,404 28,71
19,821 34,69
28,83 50,45
34,94 61,14
42,69 74,71

Tabela 1V-2: raios hidrodindmicos das micelas estudadas neste trabalho, calculadas a partir da equagdo

dada por Kotlarchyk (1985), Luisi (1988) e Sahyun (1988).

Segundo esta equagdo, concluimos que as micelas reversas de AOT usadas no nosso

estudo aumentaram em até 37 vezes o tamanho.

Como as micelas reversas aumentam de tamanho ¢ esperado que seu movimento de
tombamento também mude bastante. As micelas reversas pequenas devem possuir
tombamento rapido e as micelas reversas maiores tombamento mais lento, pela propria
inércia do movimento. Esse aumento como um todo pode ser, em parte, responsavel pelo
aumento observado nos valores dos tempos de correlagdo rotacional, especialmente
enquanto este tombamento ainda € rapido o suficiente para ser resolvido pela técnica de
RPE. A partir do -momento que este tempo de tombamento das micelas reversas
ultrapassarem o limite de 10° s ™' ele nao podera mais ser resolvido e as micelas reversas
estardo como que paradas para o equipamento. Quando as micelas puderem ser
consideradas como que paradas para as medidas de RPE, o aumento observado nos tempos

de correlagdo sera resultante do aumento do empacotamento da regido hidrocarbonica do
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AOT onde a sonda 5-SASL se encontra localizada. Kommareddi et al. (1993) propuseram
que este aumento do empacotamento da regifio das cadeias hidrocarbonicas de AOT pode
ser devido & migragdo das moléculas de agua do pool aquoso para esta regiio com o
aumento do valor de w,. Yoshioka et al. (1981) também observaram o aumento do tempo
de correlagdo como conseqiiéncia do aumento de w, em seu estudo da dependéncia do
movimento dos marcadores de spin em micelas reversas de AOT em fungdo da

temperatura.

Com o intuito de averiguarmos a mobilidade da sonda e a ordem do sistema em
fung@o dos valores de w, utilizados determinamos as relagdes entre as alturas do campo
central (h,) € do campo alto (h.;) (Tabela IV-3) e também as relagdes entre as alturas das

linhas de campo baixo (h+1) e campo central (h,); os valores estdo também apresentados na

Tabela IV-3 e na Figura [V-4.
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Figura 1V-4: relagées entre as alturas das linhas de campo baixo e campo central (esquerda) e entre as
alturas das linhas do campo central ¢ campo alto (direita), obtidas dos espectros de 5-SASL (! 0°'M) em
tampdo fosfato (S0mM, pH 7,4); em isooctano e em micelas reversas de AOT 50mM em isooctano com 5-

SASL 0,2% em relac@o a concentragdo de anfifilico. como fungdo da quantidade de dgua presente no sistema.
(20° C).

Sabemos que para a sonda livre, ou sem restrigdes aos seus movimentos, as trés
linhas de campo possuem as mesmas alturas e sdo bastantes estreitas. Portanto, quanto mais
proximo da unidade forem as relagdes entre as alturas mais livre sera a sonda e menor sera

a ordem experimentada pela mesma. As curvas do grafico na Figura [V-4 mostram que na
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presenca de micelas reversas o valor de hy/h.; aumenta enquanto que existe uma diminuigéo
no valor de h:1/h, em relagdo as amostras de tamp&o fosfato e de isooctano indicando que a
presenca da interface diminui a mobilidade da sonda e aumenta a ordem da experimentada
pela mesma. Seja por inserir-se mais profundamente na regido hidrofébica das micelas

reversas, seja por um aumento da rigidez desta regifo.

Na Tabela IV-3 apresentamos os valores dos parfmetros a titulo de comparagédo

entre os mesmos.

h+1/hg ho/h.;

Tamp3o fosfato 0,936 1,623
Isooctano 1,012 1,099
AOT w, 1,109 0,935 2,808
2,332 0,919 2,717
3,688 0,890 2,733
5,199 0,853 2,939
6,894 0,802 3,252
8,810 0,772 3,465
10,990 0,652 4,060
13,495 0,605 4,495
16,404 0,517 5,443
19,821 0,497 5,590

Tabela TV-3: relagées entre as alturas das linhas de campo baixo e campo central e entre as alturas das
linkas do campo central e campo alto, obtidas dos espectros de 5-SASL 107°M em tampao fosfato (50mM, pH
7,4); em isooctano e em micelas reversas de AOT (50mM) em isooctano (0,2%) como fungdo da quantidade

de dgua presente no sistema. (20° C).

Com o intuito de embasar esta hipétese calculamos a constante de desdobramento
hiperfino (an) que € usada como medida da polaridade do ambiente no qual a sonda se
encontra. Determinamos ay apenas para os maiores valores de w, utilizados pois s3o os que
possuem este desdobramento bem definido. Dos espectros tiramos os valores de Amsx €

Amin mostrados na Tabela IV-4,
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W, Amax Amin
16,40 23,517 11,613
19,82 23,649 11,270
28,83 23,913 12,167
34,94 23,730 10,693
42,69 24,023 10,596

Tabela IV-4: valores de A, e de A, tirados dos espectros do 5-SASL em micelas reversas de AOT 50mM

em fungdo do valor de w, .

A partir destes valores de Apsx € de Ayin € usando a corregdo proposta por Gaffney
(1976) e Griffith (1976) conforme discutido anteriormente na capitulo de teoria obtemos os

valores apresentados na Tabela IV-5 para A e para ay

Wo A an(Gauss)
16,40 12,408 15,58
19,82 12,041 15,40
28,83 12,970 16,08
34,94 11,431 15,53
42,69 11,314 15,55

Tabela IV-5: valores das constantes de desdobramento hiperfino para 0 5-SASL em micelas reversas de AOT
50mM em fung¢do do valor-de v, Obs: as constantes foram corrigidas conforme proposto por Gaffney (1976)

e Griffith (1976), para detalhes veja o capitulo I1l - teoria.

Para os valores de w, apresentados na Tabela IV-5 parece haver uma saturag@o do
valor da constante de acoplamento hiperfino ay visto que eles n3o variam muito, ficando
em torno de 15,5 Gauss. Tal fato estd de acordo com a saturacio observada para valores de
W, 10 encontrada por nds e na literatura de uma forma geral. Assim, os valores das
constantes de desd;Jbramento hiperfino (an) encontrados para os w, mais altos
correspondem, segundo Gaffney (1976) e Griffith (1976), a meios com polaridades
parecidas com a da agua (acetona ou etil acetato com muito agua). Estes valores

encontrados estdo de acordo com os obtidos por Yoshioka (1981) em seu estudo do
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movimento de marcadores de spin em AOT/heptano em fungdo da temperatura, transcritos

na Tabela IV-6:

Wo an (Gauss)
0 14,3

2,5 14,5

7.8 14,8

33 15,4

Tabela IV-6: valores das constantes de desdobramento hiperfino obtidos por Yoshioka et al (1981).Observe
que estes autores determinam a constante de desdobramento hiperfino mesmo para pequenos valore de w,

quando ainda ndo estdo definidos nos espectros.

Os valores obtidos para as constantes de desdobramento hiperfino sdo um forte
indicativo de que as moléculas de agua estdo migrando do pool aquoso para a regifio das
cadeias hidrocarbdnicas com o aumento de w, onde o grupo nitréxido da sonda 5-SASL se
encontra. Este resultado estd de acordo com o proposto por Kommareddi et al. (1993) em
seu estudo de RPE das mudangas estruturais no sistema de micelas reversas de AOT
provocadas por variagdes na temperatura e na pressdo e por Cazianis et al.(1987) em seu

estudo da insercdo da fosforilase-b marcada com sonda paramagnética em micelas reversas
de AOT.

Novamente, segundo lkushima et al. (1997) podemos ter trés tipos de agna em um

sistema de micelas reversas: aguas isoladas que ficam armadilhadas ou presas entre as

cabecas polares do AOT, aguas estruturadas ou ligadas que ficam proximas a interface de

AQOT ligadas as cabecas polares negativas através das interacdes dipolares entre as
moléculas de 4dgua e as cabegas polares do AOT e com os contra-ions Na’ e agnas livres
ou bulk. O aumento gradativo da quantidade de dgua presente nas micelas reversas de AOT
(ou aumento de w,) faz com que as moléculas de dgua se solubilizem primeiramente tanto
como éagua estruturada quanto como agua isolada. Para grandes valores de w, , ou seja,

grandes quantidades de agua, ocorre o aparecimento da agua livre ou bulk.
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Assim, a migragdo das moléculas de 4gua para a regido das cadeias hidrocarbonicas
do AOT com o aumento da quantidade de agua presente no sistema de micelas reversas
proposta por Kommareddi et al. (1993) e por Cazianis et al. (1987), para explicar o
aumento da polaridade desta regido pode n@o ser correta. Isso porque este aumento pode
estar refletindo apenas um aumento da populagio de aguas isoladas na regifio das cadeias
hidrocarbonicas como proposto por Ikushima et al. (1997) e nfio uma migragio da agua
propriamente dita para uma regifo ocupada anteriormente pelo isooctano em micelas
reversas com pouca agua. Entdo, o aumento da polaridade experimentada pela sonda pode
estar refletindo um aumento da quantidade média de 4gua isolada presente na regido das

cadeias hidrofobicas do AOT com o aumento do valor de wy, .

Para averiguar o que a migragdo da agua ou o aumento do numero de aguas isoladas
provoca na regiio das cadeias hidrocarbdnicas calculamos o pardmetro de ordem (S) que
informa sobre a organizacio desta regifio que afeta diretamente a regifo do nitréxido do 5-
SASL, novamente s6 para os valores mais altos de w, usados. Os valores estdo

apresentados na Tabela IV-7.

Wo S
16,40 0,394
19,82 0,417
34,94 0,438
42,69 0,452

Tabela IV-7: pardmetros de ordem para o 5-SASL em micelas reversas de AOT 30mM em fungdo de w, .
(20°C).

~ A f'
Observamos, entdo, um aumento no parametro de ordem (S%) com o aumento do
valor de w, . Isso significa que o aumento de w, promove um maior empacotamento da
regido das cadeias hidrocarbonicas, diminuindo a mobilidade da sonda. O mesmo efeito foi

observado anteriormente por Cazianis et al. (1987).
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Segundo De e Maitra et al. (1984) as moléculas de AOT podem estar nas
configuragdes trans ou gauche nas micelas reversas conforme observado por estudos de
RMN; sendo que a presenga das populagbes frans ou gauche dependem da pressdo,
temperatura ¢ de w, do sistema de uma maneira complicada (Ykushima, 1997). Mas,
podemos considerar, de modo geral, que para w, pequeno a maioria das moléculas das
aguas em micelas reversas de AOT esta na forma ligada ou estruturada. Assim as moléculas
de 4gua ou estdo ligadas as cabegas polares negativas do AOT hidratando os grupos
sulfonicos ou estdo formando a concha de hidratagio ao redor do contra-ion sddio. A
interface AOT/4gua estruturada €, entdo, rigida e as moléculas de AOT ficam orientadas na
configura¢do gauche, aumentando assim as interagdes moleculares (as interagdes entre as
cabecas de AOT e as interagdes do AOT com a agua). Com o aumento de w, aumenta a
quantidade de moléculas de agua em tormo das cabegas do AOT, mais precisamente, em
torno da carbonila e do grupo sulfénico. Assim, as moléculas de AOT ficam mais flexiveis
na regido da interface agua/AOT, o que torna a interface mais “mole” ou menos
empacotada, aumentando o nimero de moléculas de AOT na configuragéo trans. Segundo
Baglioni et al. (1991) a mudanga da configuracdo de gauche para trans ocorre por volta de
wo=12 a 15, quando comega a aparecer a agua bulk; assim, o aumento do poo!/ aquoso
provoca uma diminui¢do no empacotamento das cabegas polares de AOT e também muda a
penetragdo do isooctano na régiﬁo das cadeias hidrocarbonicas, que acaba se tornando mais

polar pela penetragdo da agua.

Mas, o que observamos nos nossos dados € que o grau de empacotamento da micela
reversa na regido das cadeias hidrocarbonicas sentido pela sonda 5-SASL estd aumentando
com o aumento do valor de w,. Uma proposta de explicagdo para este fato seria que com o
aumento de w, a interface de AOT fica mais flexivel. segundo a explicagdo de De e Maitra
(1984) e de Ykushima et al. (1997). Assim as moléculas de dgua poderiam migrar através
da interface para a regido das cadeias hidrocarbonicas (aumentando o valor de ay)
aumentando o grau de empacotamento (o valor do parametro de ordem) desta regizo visto a
interagdo repulsiva entre as moléculas de agua e as caudas hidrocarbdnicas, ou, poderiamos
estatisticamente ter um aumento na quantidade média de moléculas de agua aprisionadas na

regido das cadeias hidrocarbénicas do AOT. A repuls@o entre as cadeias hidrocarbdnicas
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hidrofébicas e as moléculas de 4gua que ficam/passam por esta regifio seria responsavel
pelo aumento da anisotropia sentida pela sonda. O aumento do grau de empacotamento da
regido das cadeias hidrocarbonicas do AOT seria responséavel pelo aumento dos valores dos
tempos de correlacdo rotacionais obtidos para a sonda 5-SASL no meio micelar; ou seja, a

sonda seria obrigada a se movimentar mais lentamente em todas as diregdes possiveis.

3) A ADICAO DE PEPTIDEOS AO SISTEMA DE MICELAS REVERSAS
DE AOT

Com o intuito de averiguar quais mudangas ocorrem na movimentagio € na ordem
experimentada pela sonda 5-SASL em micelas reversas quando s3o adicionados os
peptideos e o amino-4cido triptofano calculamos as relagdes entre as alturas das linhas de
campo baixo (h+1) e campo central (ho) e a relagio entre as alturas das linhas de campo

central (ho) e campo alto (h-1) os valores encontrados estdo representados nos graficos da
Figura IV-5 .

tampao fosfato
s 1s00¢tano
a  AOT/tampao
s AOTITip o a c
AOTATL
+  AOT/-MSH . :
AOT/MSH 1 "

o . * =t @ s 2
T 06 tampao fosfato o ~o 3} 4 . -
c 7 - IS00C1AN0 < ¥ oo
AOT/tampéo a o
»  AOTITip g 2r
04k AOTLTL
AOT/a-MSH 1F
AOTIMSH 1
i 1 o 1 1 1 1
10 15 20 0 5 10 15 20
w w
[} [}

Figura IV-5: relagées entre as alturas das linhas de campo baixo ¢ campo central (esquerda) e entre as
alwras das linhas do campo central e campo alto (direita). obtidas dos espectros de 5-SASL (107°M) em
tampdo fosfato (50mM, pH 7,4); em isooctano e em micelas reversas de AOT 50mM em isooctano com 5-
SASL 0,2% em relagdo ao AOT com aliquotas crescentes de tampdo fosfato e de Trp, LTL, a-MSH ¢ MSH |

107°M como fungio da quantidade de dgua presente no sistema. (20° C).
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Nos graficos da Figura IV-5 observamos o mesmo comportamento obtido para o
tampao fosfato para as amostras contendo Trp, LTL, a-MSH e MSHI; ou seja, a presencga
da interface diminui a mobilidade experimentada pela sonda que, neste caso esté inserida na
mesma. Com o aumento da quantidade de agua do sistema e conseqliente aumento do
tamanho da micela observamos o aumento no valor de hy/h.), mostrando que a sonda torna-
se cada vez mais imdvel, seja por inserir-se mais profundamente na regido hidrofébica das
micelas reversas, seja por um aumento da rigidez desta regido. Isto condiz com o observado
no grafico de h+i/h, da mesma figura; onde observamos que com o aumento de w, existe
uma diminui¢do no valor de h./h, indicando que o sistema esta cada vez mais ordenado ou,
mais precisamente, a regido hidrofobica onde a sonda 5-SASL insere-se esta cada vez mais
ordenada. Estes fatos parecem independer do peptideo ou amino-acido inserido no sistema
até w10, pois o efeito € praticamente o mesmo para todas as amostras analisadas. Agora
para valores de w,>10 quando comeca a aparecer a agua bulk, o efeito fica maior para o Trp
e menor para o o.-MSH; enquanto que para o LTL e o MSH 1 os efeitos sio similares ao
produzido pelo acréscimo de tamp@o fosfato a solu¢do micelar. Estes resultados indicam
que o Triptofano vai para a regido da agua estruturada; o LTL e o MSHI1 ficam na interface

de AOT, enquanto que o a-MSH enterra-se mais na regido hidrocarbdnica dos AOT.

Determinamos também os tempos de correlagdo rotacionais, T, € T, usando as
equagdes dadas nos capitulo de teoria. Mostramos na Figura IV-6 a variagdo de 1/, em
fun¢do de w, e na Figura IV-7 para t,. Através dos graficos apresentados para os tempos de
correlagdo rotacionais encontrados observamos que a adi¢do dos peptideos diminui o efeito

provocado pela agua, principalmente para valores de w, altos (Figura IV-6 e Figura IV-7).
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Figura IV-6: tempos de correlagdo rotacionais 1, em nanosegundos para o 5-SASL em micelas reversas de

AOT (50mM) em funcdo de w,, para aliquotas de tampdo fosfato (50mM, pH 7,4); Triptofano em tampdo
fosfato (10° M), LTL , a-MSH e MSH | nas mesmas condigées. (20° C).
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Figura 1V-7: tempos de correlacdo rotacionais 1, medidos em nanosegundos para o 5-SASL em micelas
reversas de AOT (50mM) ein fungdo de w,, para aliquotas de tampdo fosfato (50mM, pH 7,4); Triptofano em
tampdo fosfato (1 0° M), LTL , a-MSH e MSH | nas mesmas condigées. (20°C).

E sabido que a presenca de macromoléculas em micelas reversas provoca uma
redistribuicdo da agua entre as varias micelas presentes na solugéo; sendo que as micelas
hospedeiras (as que abrigam macromoléculas) ficam com uma quantidade maior de agua do
que antes da inser¢io da macromolécula; isso pela prépria necessidade de abrigar a
molécula héspede. As micelas vazias ficam com menor quantidade de agua e, portanto,
menores do que antes da adicdo das macromoléculas ao sistema (Marzola, 1991; Zampieri,
1986). Quando comparamos os valores das constantes de desdobramento hiperfino, ayn ,
para a sonda 5-SASL em tampdao fosfato (aproximadamente 14,3) e em presenca de micelas
reversas com aliquotas de tampao (em torno de 15,5) e para micelas reversas com aliquotas
de Trp, LTL, a-MSH e MSH1 (em torno de 15,8) observamos que tudo se passa como se as
moléculas héspedes (Trp, LTL, a-MSH e MSH1) roubassem a dgua das micelas reversas
vazias, caso tenhamos alguma na amostra, fazendo com que a sonda experimente um
aumento na polaridade do ambiente no qual esta inserida, ou seja, na regidgo do quinto

carbono da cadeia hidrofébica do AOT. Segundo Gaffney e Griffith (1976) os valores das
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constantes de desdobramento hiperfino mais altas correspondem a meios com as

polaridades parecidas com a da agua.

Huruguen et al. (1991) em seu estudo das mudangas drasticas provocadas na
estrutura de micelas reversas pela introdugdo de proteinas e de enzimas mostraram isso
provoca o aparecimento de interagdes atrativas entre micelas que acabam formando
agregados micelares ou clusters. Este processo depende fortemente da macromolécula
introduzida e de sua localiza¢do no sistema micelar. Espera-se que a formagdo de clusters
reflita um aumento da anisotropia bem como um pequeno aumento na polaridade do meio
ambiente experimentado por uma sonda inserida na interface do sistema micelar. Este
aumento da anisotropia seria provocado pela interpenetragio das cadeias hidrocarbonicas
de micelas diferentes. O aumento na polaridade seria devido a interagdo com a agua que ¢
rapidamente trocada entre as micelas através do caminho criado pelo préprio agregado

micelar ou pelo cluster (Kommareddi, 1993).

Os valores dos Amax € de Anin , mostrados na Tabela IV-8, foram medidos nos
espectros de 5S-SASL em micelas reversas de AOT com aliquotas de solugdes de Trp, LTL,
a-MSH e MSH 1 10 M para o calculo das constantes de desdobramento hiperfino (a)
para as duas maiores micelas utilizadas, isso porque elas possuem o desdobramento

hiperfino bem definido.

Amostra ’ Wo Amix (G) Amin (G)
Triptofano 16,404 22,217 11,670
19,821 22,412 11,572

LTL 16,404 20,703 12,305
19.821 20.947 11.621

o-MSH 16,404 20,459 12,500
19,821 21,094 12,305

MSH 1 16,404 21,094 12,402
19,821 22,412 11,719

Tabela IV-8: valores de A, e de A,;, ., em Gauss, do 5-SASL em micelas reversas de AOT (50mM) com
aliquotas crescentes de tampdo fosfato, Trp, LTL, a-MSH e MSH 1.
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Estes valores foram corrigidos da mesma forma que os medidos com o tampio

fosfato no item anterior. Assim, obtivemos os valores dados na Tabela IV-9.

amostra Wo A, ay (20,3 Gauss)
Trp 16,404 12,534 15,8
19,821 12,421 15,8
LTL 16,404 13,278 15,8
19,821 12,547 15,4
o-MSH 16,404 13,496 15,8
19,821 13,258 15,9
MSH 1 16,404 13,360 15,9
19,821 12,576 15,8

Tabela IV-9: valores das constantes de desdobramento hiperfino para o 5-SASL em micelas reversas de AOT

(50mM) com aliquotas crescentes de tampdo fosfato ou de peptideos.

Pelos valores de ay obtidos (Tabela IV-9) observamos que a presenga dos peptideos

ndo altera a polaridade do meio onde a sonda se encontra - permanecendo em um ambiente

polar, dado o valor encontrado para o desdobramento hiperfino correspondendo a solugdes

aquosas segundo Gaffney (1976) e Griffith et al (1976). Logo, as moléculas de 4gua

continuam migrando para a regido das cadeias hidrocarbonicas como discutido

anteriormente no item do tampao fosfato.

Com o intuito de verificar a grau de empacotamento da regido das caudas

hidrocarboénicas do AOT calculamos o pardmetro de ordem (Sef), que sdo mostrados na

Tabela IV-10.

89



Canudoe IV - Resulinaes de RPE

amostra Wo s
tamp?o fosfato 16,404 0,394
19,821 0,417
Trp 16,404 0,339
19,821 0,350
LTL 16,404 0,260
19,821 0,302
o-MSH 16,404 0,244
19,821 0,278
MSH 1 16,404 0,269
19,821 0,344

Tabela IV-10. pardmetros de ordem para o 5-SASL inserido em micelas reversas de AOT (50mM) em fungdo

da aliguota de tampdo fosfato ou de peptideo acrescentada a solugdo.

Quando estudamos o efeito do aumento de w, no grau de empacotamento da regido
das cadeias hidrocarbonicas do AOT constatamos que o acréscimo de aliquotas de tampao
fosfato, bem como de Trp, LTL, a-MSH e MSHI1, provoca um aumento do grau de
empacotamento das micelas reversas; sendo mais acentuado para o MSH 1 (28%) seguido
pelo LTL (16%), a-MSH (14%), tampao fosfato (6%) e pelo Trp (3%). Além disso quando
comparamos as micelas de tampao fosfato e hospedeiras temos que a presenga dos
peptideos diminui o grau de empacotamento das micelas mesmas. Esse efeito € merior para
o triptofano (que ¢ zwiteribnico e a menor molécula introduzida) do que para os outros
peptideos. E importante ressaltar que n3o observamos nenhuma alteragio adicional (além
da citada anteriormente) na polaridade do meio onde a sonda se encontra para valores de w,

acima de 16. Assim, as moléculas de agua continuam migrando para a regido das cadeias

hidrocarbénicas.

O grau de empacotamento esta ligado com os valores encontrados para os tempos de
correlag@o rotacionais, assim como com o grau de anisotropia. Quanto maior for o grau de
empacotamento maiores deverdo ser os tempos de correlacio € maior sera o grau de

anisotropia, o que foi mostrado neste estudo.
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Esta observacdo vem ao encontro da hipotese de formagdo de agregados de micelas
reversas ou clusters. Sabe-se que a presenca de moléculas hdspedes em micelas reversas
podem mudar o tamanho e o formato das micelas (Luisi, 1988). As micelas reversas que
contém proteinas precisam de mais 4gua para cada cabega de surfactante do que as micelas
vazias; assim, a introdugdo de proteinas ao sistema aumenta o valor de w, , ou a quantidade
de 4gua (Marzola et al, 1991; Zampieri et al, 1986 e Luisi et al, 1986) e,
consequentemente, o tamanho da micela. Com o aumento de w, , o raio hidrodinimico da

micela também aumenta.

Para grandes valores de w, as micelas reversas de AOT tendem a se juntar
formando agregados micelares ou clusters (Blitz, 1988). Esses aumentos de tamanho das
micelas fazem com que aparegam interagdes fortemente atrativas entre as micelas e, que
ocorra interpenetragio de cadeias hidrocarbdnicas entre micelas (Huruguen et al., 1991;
Kommareddi et al., 1993). Segundo Huang et al.(1984) esta interpenetragdo chega até a 2,4
angstrons. Este fato diminui bastante o coeficiente de difusdo da micela, visto que ela esta

inserida em uma estrutura maior (o agregado anfifilico ou o cluster).

Além disso, a presenga desses agregados ou clusters cria um caminho para a troca
rapida de moléculas de agua entre os varios pools das micelas constituintes dos mesmos.
Assim, o 5-SASL experimenta um aumento na polaridade devido a sua interagdo com as
moléculas de agua que passam rapidamente por esta regifio migrando de um pool para outro
(Kommareddi, 1993). Este processo de formagio de agregados anfifilicos ou de clusters
depende, segundo Wolbert (1989), da molécula introduzida ao sistema de micelas reversas

bem como de sua localiza¢do no mesmo dentre outros fatores.

Quanto maior for a proteina introduzida ao sistema de micela reversa, maior serd a
quantidade de moléculas de agua que devera ser deslocada para aumentar o tamanho da
micela de forma que a mesma possa hospedar a proteina inserida (Wolbert, 1989). Assim,
quanto maior a proteina maior sera 0 w, €, portanto, mais forte serd a intera¢do entre
micelas. Desta maneira as proteinas maiores induzem a formacio de agregados anfifilicos
ou de clusters . Assim, os peptideos melanotrdpicos usados neste estudo parecem induzir a

formacdo de agregados anfifilicos ou de clusters em w, menores quando comparados com
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os valores obtidos com a introdu¢do do Triptofano. A formagdo de clusters foi observado

também por Huruguen et al. (1991) em seu estudo de citocromo ¢ em micelas reversas de

AOT.

Resumidamente observamos:

1)

2)

3)

aumento do grau de empacotamento da regido das cadeias hidrofobicas do AOT
onde se localiza a sonda 5-SASL provocado pela migragio da dgua para esta
regido ou pelo aumento da populagdo de aguas isoladas com o aumento da

quantidade de agua presente nas micelas reversas (aumento do valor de w,),

que a presenca da interface de AOT provoca um aumento na polaridade
experimentada pela sonda 5-SASL em comparagdo com a polaridade em
solugdo tampdo. A presenca dos peptideos ndo altera significantemente a
polaridade experimentada pela sonda 5-SASL quando comparado com a mesma

em solu¢des de micelas reversas contendo apenas tampao fosfato,

a presenca de peptideos ndo provoca grandes alteragdes no sistema de micelas
reversas com pequenos valores de w,, ou seja, quando estdo presentes em baixas
concentragdes. Agora, quando estdo presentes em grandes concentragdes ou
para w, elevados, eles induzem a formacao de clustres, especialmente o a-MSH

e em menor grau o MSH 1 e o LTL. O Trp produz efeito menor.
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MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DE ESTADO
ESTACIONARIO E RESOLVIDA NO TEMPO -
RESULTADOS OBTIDOS E ANALISE

A dinamica interna dos peptideos melanotropicos a-MSH e MSH 1 em presenca de
membranas modelo foi estudada baseado no unico residuo triptofano que eles possuem,
através da espectroscopia de fluorescéncia em solugdo aquosa (tampdo fosfato) e em
micelas reversas de AOT, como func¢é@o da quantidade de agua presente no sistema (ou seja,
o valor de w,). As micelas reversas podem ser consideradas um modelo simples para as
membranas biologicas provendo trés ambientes diferentes para a localizagdo de moléculas
hospedes: o pool aquoso, a interface de anfifilicos e a fase organica do solvente. Técnicas
espectroscopicas como fluorescéncia de estado estacionario € resolvida no tempo podem
ser utilizadas para informar sobre a distribuicdo do triptofano nestes meios. A supressio da
fluorescéncia do residuo triptofano por acrilamida (que fica no meio micelar) também foi

medida para auxiliar na tentativa de localizar a posigdo do fluoréforo nas micelas reversas.

1) POSICAO ESPECTRAL

As medidas de fluorescéncia de estado estacionario em tampdo fosfato resultaram
em espectros caracteristicos do Triptofano em solugdo aquosa, tanto para os peptideos
quanto para o tripeptideo. Obtivemos uma unica banda de emissdo fluorescente, cujos

maximos localizam-se nos comprimentos de onda apresentados na Tabela V-1:
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Amostra Amax (tampio fosfato)
Trp 3580 £ 0,6
LTL 358,9+ 0,6

a-MSH 358,1 £0,5

MSHI1 357,4+0,9

Tabela V-1: comprimentos de onda da mdxima intensidade de emissdo do fluordforo em tampéo fosfato.

A incorporagio em micelas reversas de AOT desloca os comprimentos de onda de
maxima emissdo fluorescente para valores menores como pode ser observado na Figura V-
1. Quanto menor for o valor de w, , ou s¢ja, a relagdo entre o nimero de moléculas de 4gua
por cabega de AOT, maior sera este deslocamento para a regido do azul. Este deslocamento
¢ um indicativo de que a sonda se encontra em uma regido menos polar do que a agua
(Lakowicz, 1983), o que € razoavel considerando a quantidade de agua presente nestes
sistemas e a hidrofobicidade do residuo Triptofano (-0.9 segundo Kyte (1982)). Singh et al.
(1995) tambem observaram este deslocamento para a regido do azul em seu estudo do L-
triptofano e do retinal-triptofano em micelas reversas de AOT em n-heptano. Lenz et al.
(1995) também observaram este efeito em seu estudo da inser¢io da insulina marcada com
Abz em micelas reversas de AOT. Bhattacharyya et al. (1993) encontraram também este
deslocamento para a regido do azul do pico de méxima emissdo fluorescente sob
incorporacdo em micelas reversas em seu estudo sobre a fluorescéncia dos hormonios
melanotrdpicos em micelas reversas de AOT em isooctano. Em 1995, Bhattacharyya et al.
encontraram este mesmo efeito quando a somatostatina foi incorporada em micelas reversas
de AOT em isooctano. Almeida et al. (1994) também observaram este efeito para a banda
do POH em micelas reversas de AOT ressaltando que em nenhuma condigdo a polaridade
se iguala & do ambiente da Agua como solvente continuo. Nas micelas reversas que
estudamos a com menor quantidade de agua presente corresponde a w, igual a 2. Nessa
situagdo, todas as amostras que estudamos apresentam maximo de emissio em torno de
334nm. Dada a pequena quantidade de agua nessas micelas, o residuo Trp forgosamente €
levado para uma regido de baixa polaridade; seja a regido das cabecas polares ou a regido

das cadeias hidrocarbonicas do AQT.
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Observamos, também, dos graficos da Figura V-1 que com o aumento do valor de
w, 0 comprimento de onda do maximo de emissdo torna-se cada vez maior tendendo ao
valor do mesmo em solu¢do aquosa; porém, sem nunca se igualar. Este mesmo efeito de
deslocamento do pico de maxima emissdo para a regido do vermelho com o aumento do
valor de w, foi observado anteriormente por Guharay et al. (1996) em seu estudo das
propriedades fluorescentes do 7-azatriptofano em micelas reversas de AOT. Eles
observaram também que este efeito € mais pronunciado para valores de w, até
aproximadamente 10, ap6s o qual fica mais suave tendendo a um patamar. Wong et al.
(1976) em seu estudo sobre a natureza do pool aquoso de micelas reversas de AOT em
alkano com anilinonaftalenesulfonato (ANS), acido pirenosulfénico (PSA) e rodamina B,
observaram também este deslocamento do pico de maxima emissdo fluorescente para a

regido do vermelho com o aumento da quantidade de 4gua do pool aquoso.

Observamos também que para valores de w, acima de aproximadamente 10 os
comprimentos de onda dos picos de maximas emissdes praticamente se estabilizam
conforme pode ser observado nos graficos apresentados na Figura V-1. Lissi et al. {1990)
observaram que a fluorescéncia do triptofano em micelas reversas de AOT com w, em
torno de 11 é semelhante a seu espectro em etanol, apesar de ser mais estreito no meio
micelar. Davis et al. (1996) observaram que o comprimento de onda de maxima emisso da
NATA em micelas reversas de AOT aumentam com o aumento do pool aquoso (ou w,)
sugerindo assim que a polaridade média sentida pela NATA aumenta e/ou o tempo de

relaxacdo do solvente durante o estado excitado aumenta.

Os valores nos quais os picos se estabilizam sio apresentados na Tabela V-2.
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Figura V-1. comprimento de onda da mdxima intensidade de emissdo fluorescente do Triptofano, LTL, a-

MSH e MSH | em tampdo fosfato (50mM, pH 7,4) e em micelas reversas de AOT (50mM) como fungdo de

W, (20° C).
Amostra Amix. tampao fosfato Amax. micelas reversas ( Al
(wo=21.76)
Trp 358,9 + 0,6 349,8 + 0,3 9,1
i LTL 358,9 0,6 3462 +0,2 12,7
T o-MSH 358,1 £ 0,5 344.0 0,2 14,1
| MSH 1 357,4+0,9 348,3+0,1 9,1

Tabela V-2: valores de satira¢do dos comprimentos de onda da mdxima intensidade de emissdo fluorescente

para os fluorcforos em micelas reversas de AOT (50mM), w, =21.76.

Observamos (Figura V-1 e Tabela V-2) que nas micelas reversas com maior

quantidade de agua (w, maior do que 20) nenhuma das amostras tem a emissdo localizada
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nos mesmos valores caracteristicos dos espectros em solugio aquosa (Figura V-2). Nessas
micelas o mator deslocamento para o azul ¢ apresentado pelo a-MSH, sendo um indicativo
de que seu residuo Triptofano € o que encontra-se mais escondido na interface em relagdo
aos demais; € o menor € mostrado pelo Triptofano isolado. Como, este é o que possui o
comprimento de onda mais proximo do valor do mesmo em solugfo tampZo, € o que se
encontra mais exposto a agua presente no sistema de micelas reversas. Em posi¢des
intermediarias ficam o analogo MSH 1 e o tripeptideo LTL. Estes resultados indicam a

localizagdo dos fluordéforos afastados do pool aquoso.

360
I
355 r
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350 I g G o a
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345 g ©° o
¥ : Trp.AOT
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Figura V-2: comprimentos de onda de maxima emissdo fluorescente ou pico de mdxima emissdo dos
fluordforos quando em micelas reversas de AOT em fun¢do de w, e em tampdo fosfato (50mM, pH 7.4).
(20°C).
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2) ANISOTROPIA DE ESTADO ESTACIONARIO

Os graus de anisotropia foram medidos a4 16°C e 32°C no comprimento de onda de

maxima intensidade de emissfo fluorescente para excitagio em 295nm. Mostramos na

Figura V-3 suas variagdes em micelas reversas de AOT em fun¢ao do valor de w,.
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Figura V-3: grdficos da variagdo dos graus de anisotropia dos fluordforos em micelas reversas de AOT em

isooctano (50mM) em funcdo do valor de w, em duas temperaturas: 16° C e 32° C.

Observamos que os graus de anisotropia dos fluoréforos em micelas reversas de

AQOT sdo menores para a temperatura mais elevada, na regido de w, considerados, fato que

se encontra dentro do esperado dado que quanto maior a temperatura maiores deverao ser

0s movimentos € as oscilagdes presentes nas micelas reversas, principalmente por se tratar

de estruturas dinidmicas. Assim, menores serdo as restricdes a movimentacdo dos

fluoréforos. O analogo MSH 1 apresentou comportamento diverso com valores maiores de
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anisotropia a temperatura mais elevada, talvez devido a uma restri¢@o local no sitio em que

se encontra o residuo Trp.

Nas Figuras V-4 e V-5 podemos comparar os valores das anisotropias dos
fluoroforos entre si, quando em micelas reversas ¢ quando em tampéo fosfato; bem como

comparar o valor dos graus de anisotropia de cada amostra nos dois meios.

T Trp.AOT Trp.tampéao
® |TLAOT ---- LTL.tampéo
- alfa.AOT ~—  — alfa.tampao
0.16 [ X  MSHAOT -~ MSH1.tampao
0.14 o
I ) ] = ®
A2 .
0.12 [ . K K L 5 . .
L * % % 2
010 ~ [ ] ‘ ‘
L |
L |
0.08 [ " .,
0.06
0.04
002
OOO 1 . 1 " -} : - n L " |
0 5 10 15 20 25
w

Figura V-4: graus de anisotropia dos fluordforos em tampdo fosfato (50mM, pH7,4) e em micelas reversas de

AOT em isooctano (50mM) em fungdo de w,,
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Figura V-5: graus de anisotropia dos fluoroforos em tampdo fosfato (50mM, pH 7,4) ¢ em micelas reversas

de AOT em isooctano (50mM) em fun¢do de w,,.

Dos graficos das Figuras V-4 e V-5 observamos que as anisotropias de estado
estaciondrio sdo bem pequenas para as amostras em tamp#o fosfato indicando um alto grau
de liberdade de movimento dos fluoréforos neste meio. A incorporagdo em micelas
reversas provoca um aumento consideravel nas anisotropias dos fluordforos utilizados,

especialmente para valores de w, pequenos.

Bhattacharyy.a et al.(1993) observaram o mesmo efeito em seu estudo sobre
horménios melanotrépicos e de somatostatina (1995) em micelas reversas de AOT
relacionando-os aos resultados obtidos por Valeur et al. (1977) para a anisotropia do
Triptofano em solventes viscosos em baixas temperaturas. Nossos dados de anisotropia
para o a-MSH estdo de acordo, pois Bhattacharyya et al. (1993) observaram que a
anisotropia do peptideo permanece praticamente constante para valores de w, maiores do
que 5,6. Barbaric et al. (1981) observaram que a liberdade de movimento da a-

quimotripsina em micelas reversas de AOT é bem pequena para valores de w, da ordem de
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6,6 e, que neste caso sdo comparaveis a mobilidade apresentada em uma solugio de agua

com 50% de propileno glicol em —70°C.

Observamos que os graus de anisotropia dos fluoréforos diminuem conforme o
valor de w, aumenta, para ambas as temperaturas medidas. Isso porque quanto maior for o
valor de w, maior serd o raio hidrodindmico da micela (ou seja, o tamanho do pool aquoso)
e, mais espagadas estardo as moléculas de AOT. Riter et al. (1998) em seu estudo sobre a
imobiliza¢do da agua no interior de micelas reversas de AOT em isooctano com coumarina
343 (C343) observaram que a sonda experimenta uma diminui¢do a restricio de seu
movimento conforme o tamanho da micela aumenta (ou seja, com o aumento de w,). Para
W, proximos a 1, a agua comporta-se como se estivesse congelada devido a forte interagdo
com a interface de AOT (Riter et al., 1998). Estas intera¢gdes sdo principalmente do tipo
ion-dipolo entre as moléculas de agua e as cabegas polares do AOT, com o grupo sulfonato
ou com os contra-ions de sddio, apesar de existirem também forgas menos intensas como as
interagdes dipolares entre as moléculas de agua e o grupo sucinato e as interagdes
dispersivas com as cadeias hidrocarbonicas. Sarkar et al. (1996) em seu estudo sobre a
relaxagdo das moléculas de agua em micelas reversas de AOT com coumarina 480
observaram que com o aumento do valor de w, ocorrem aumentos no tamanho da micela,
na constante dielétrica no interior do pool aquoso € na mobilidade das moléculas de agua, o
que ¢ refletido como aumento da mobilidade da sonda inserida nesta regido. Lenz et al.
(1995) observaram que com o aumento da quantidade de agua das micelas reversas de AOT
em isooctano a mobilidade da insulina marcada com Abz aumenta indicando que a insulina

ndo fica localizada na regido da interface anfifilica.

Das Figuras V-4 e V-5 observamos também que as anisotropias dos fluoréforos em
micelas reversas sdo sempre maiores do que as mesmas obtidas quando em tamp3o fosfato.
Isto acontece, ou porque a presenga da interface de AOT restringe de alguma forma a
movimentac¢io do Tr;; nas amostras investigadas, ou porque os fluoréforos encontram-se
em um ambiente fisicamente mais restrito, o interior do pool/ aquoso, comparado com a
solugdo aquosa. Além disso, o fato de que na presenga das micelas reversas os valores das

anisotropias s3o maiores do que os encontrados em solugfo tampido fosfato pode estar
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refletindo, também, a mobilidade das préprias micelas. De acordo com Riter et al. (1998) a
propria presenga de ions sédio na solugdo diminui a mobilidade da 4dgua. Este fato estd de
acordo com o observado anteriormente por Bhattacharyya et al. (1993) em seu estudo de
fluorescéncia de hormdnios melanotrépicos em micelas reversas de AOT bem como o
observado por Wong et al. (1976) em seu estudo sobre o interior das micelas reversas de
AOT. Wong observou que um aumento na quantidade de 4gua do sistema (aumento no
valor de w,) aumenta o grau de fluidez do pool aquoso o que leva a uma maior liberdade de

movimento para os fluoréforos inseridos na mesma.

Comparando as anisotropias dos fluoréforos nas amostras de micelas reversas
observamos que o Trp apresenta o menor valor. Isso pode ser devido a uma maior
mobilidade natural por ser a menor de todas as moléculas utilizadas mas, também, pode ser
um indicativo de que o Triptofano nio fica inserido na interface de AOT mas, tende a
localizar-se na regido do pool aquoso, que é formado por agua estruturada. O o-MSH
apresenta o maior valor de anisotropia nas duas temperaturas estudadas o que sugere que
este peptideo tende a inserir-se na interface de AOT apresentando uma grande restrigdo a
sua movimentagdo. Segundo Bhattacharyya et al. (1993) as interagGes existentes entre O o.-
MSH e o meio micelar fixam uma estrutura mais rigida para o peptideo. Assim, devido a
propria localizagdo no sistema de micelas reversas de AOT, o Trp encontra-se mais livre do
que o a-MSH quando em presenca das mesmas. As anisotropias do LTL e do MSH 1 séo
praticamente iguais, principalmente para grandes valores de w,, possuindo valores
intermediarios entre os valores do Trp e do a-MSH. Assim os dados obtidos para as
anisotropias, tanto para o LTL quanto para o MSH 1, sugerem que ambos tendem a inserir-

se na interface de AOT mas, nfo de maneira tdo profunda quanto o a.-MSH.

Na Tabela V-3 mostramos os valores das anisotropias para as amostras estudadas
em tampdo fosfato e-em micelas reversas de AOT para w, = 21,76. Na presenca das
micelas reversas os fluoréforos apresentam restrigdo ao movimento (seja pela inser¢do na
interface, seja pela insercdo em um ambiente restrito onde até a agua se apresenta
estruturada) e, que esta restrigdo ¢ maior para o o-MSH, praticamente iguais e

intermediarios para o LTL e MSH 1 e menor para o Trp. Mais ainda, observamos que os
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valores de anisotropia quando em presenca de micelas reversas de AOT, sdio muito
proximos para o MSH 1 e para o LTL e, nestes casos, ndo variam muito com a temperatura,
indicando que em ambos os casos os fluordforos podem estar localizados em uma regido

termodinamicamente mais estavel das micelas reversas.

Poderiamos ter, entdo, o residuo triptofano do a-MSH localizado na regido das
cadeias hidrocarbdnicas, os residuos triptofano do LTL e do MSH 1 localizados na regizo

da interface proximos as cabegas polares do AOT e o amino-4cido Trp localizado no pool

aquoso.
Amostra anisotropia em | Anisotropia em Anisotropia em
tampao AOT (wo=21,76)para | AOT (w,=21,76) para
16°C 32°C
Trp 0,009 0,074 £ 0,002 0,060 + 0,002
LTL 0,014 0,098 £ 0,001 0,098 £ 0,002
o-MSH 0,038 0,139 £ 0,001 0,118 £ 0,002
r MSH 1 0,031 0,098 + 0,001 0,103 + 0,001

Tabela V-3. anisotropias de estado estacionario para Trp, LTL, a-MSH e MSH | em tampdo fosfato e em
micelas reversas de AOT em isooctano (50mM) (20° C).

3) RENDIMENTO QUANTICO

Determinamos o rendimento quéntico dos fluoréforos utilizados em tampao fosfato
e em micelas reversas de AOT em fungdo do valor do rendimento quantico do Triptofano
em solugdo tampé@o fogfato, a saber 0,14 (Szabo e Rayner, 1980). Para tanto fizemos uma
regra de trés entre as areas sob os espectros de emissdo e os rendimento quénticos. Sempre
que necessario normalizamos as concentragdes dos fluoréforos. Os valores obtidos sdo

apresentados na Tabela V-4 e na Figura V-6.
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Solugdo Trp LTL o-MSH MSHI1
Tampio fosfato 0,14 0,08 0,13 0,15

AOT w, 1,109 0,079 0,088 0,130 0,147

2,216 0,060 0,061 0,081 0,112

3,320 0,050 0,048 0,075 0,094

4,422 0,044 0,045 0,078 0.086

6,620 0,038 0,039 0,073 0,078

8,810 0,035 0,037 0,074 0,075

10,99 0,034 0,036 0,073 0,072

13,162 0,033 0,036 0,072 0,073

15,325 0,033 0,037 0,075 0,074

B 17,480 0,032 0,036 0,075 0,074

19,627 0,032 0,036 0,075 0,074
21,765 0,032 0,037 0,074 0,074 B

Tabela V-4: rendimentos qudnticos dos fluordforos em tampdo fosfato e em micelas reversas de AOT (50mM)
em fungdo de w, Os valores foram determinados em relagdo ao rendimento qudntico do Triptofano na

solugdo tampdo fosfato 50mM, pH 7.4.
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Figura V-6: rendimentos quadnticos das amostras utilizadas tanto em solugdo tampdo fosfato 50mM, pH 7,4
quanto em presenga de micelas reversas de AOT 50mM em isooctano com aliquotas crescentes de solugdes
estoques de fluordforos 107 M em tampdo fosfato. Os valores foram determinados em relagdo ao valor de
0,14 para o Triptofano em solugdo tampado fosfato.
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Comparando os valores obtidos para os rendimentos quinticos das amostras em
micelas reversas de AOT (w, 22,216) com os valores em tampao fosfato, observamos uma
diminui¢3o nestes quando os fluoréforos estdo nas micelas reversas, indicando que estfio
presentes outros modos de decaimento no sistema micelar, provavelmente uma supressio
causada pela entrada do oxigénio presente no isooctano na regido da interface micela, como

proposto por Gurahay et al. (1996) em seu estudo de micelas reversas em heptano.

Observamos, também das curvas mostradas na Figura V-6, que o aumento de w,
provoca uma diminui¢@o no valor do rendimento quéntico, fato este que pode ser explicado
pela quantidade de dgua presente no sistema. Para pequenos valores de w, ou para micelas
com pouca quantidade de agua, o fluoréforo necessariamente experimenta um ambiente
apolar decorrente da interface de AOT e do isooctano. Com o aumento do valor de w, a
quantidade de 4gua das micelas reversas aumenta, possibilitando ao fluoréforo
experimentar um ambiente mais polar. Este mesmo efeito de diminui¢io do rendimento
quantico da emissdo fluorescente com o aumento da quantidade de agua no sistema foi
encontrado anteriormente por Gurahay et al. (1996) e por Wong et al. (1976) em seus
estudos com micelas reversas de AOT. Wong atribuiu este fato a supressdo colisional ou
dindmica provocada pelas moléculas de agua, apesar de haver uma supressio causada pela
penetracdo do oxigénio presente no heptano que aparentemente pode difundir facilmente no

interior das micelas reversas de AOT, especialmente em pequenos valores de wy, .

Também observamos destas curvas que os valores dos rendimentos quanticos ficam
praticamente estabilizados para w, em tomo de 10 em valores menores do que os valores
quando em solugdes aquosas, indicando que os fluoréforos ndo tendem a se localizar no
meio do pool aquoso onde temos a agua bulk. Todos os fluoroforos utilizados tendem a
ficar em um ambiente menos polar do que a agua quando em presen¢a de micelas reversas.
Estes dados mostram que tanto o o-MSH quanto o MSH1 tendem a localizar-se na regido
da interface ou até mesmo na regido das cadeias hidrocarbdnicas do AOT, pois seus
rendimentos quanticos sdo bem altos indicando que eles estio em uma regido apolar. Ja o

Trp e o LTL tendem a localizar-se préximos a interface, talvez na regido das aguas
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estruturadas ou proximos as cabegas polares do AOT, sendo que o Triptofano fica mais

exposto.

Bhattacharyya et al. (1995) observaram a diminui¢io do rendimento quantico da
emiss3o fluorescente da somatostatina em micelas reversas de AOT em isooctano. Ja em
seu estudo anterior sobre hormdnios melanotrépicos nessas micelas, Bhattacharyya et al.
(1993) observaram um aumento no rendimento quéantico da emissfdo fluorescente para
valores de w, menores do que 3, que ficaram maiores do que os valores para solucdo
aquosa; além disso, observaram que o aumento de w, diminui os valores dos rendimentos
quanticos das amostras analisadas porque o meio micelar ¢ menos polar € mais rigido do
que a agua. Além disso, existem outros mecanismos de decaimento para o estado excitado.
Ricci et al. (1976) de observagdes da supressao da fluorescéncia do indol no Triptofano por
grupos carbonila atribuiram o mecanismo de supressdo & formag@o de um complexo de
transferéncia de carga no estado excitado entre o indol e o grupo carbonila - o indol
transfere uma carga para o grupo carbonila que € eletrofilico e decai rapidamente ao estado
fundamental através de um processo néo radiativo. Poderiamos, entdo, ter no meio micelar
supressdo causada pelo grupo carbonila do AOT; assim quem estiver mais préximo da

interface micelar estara mais sujeito a ter sua fluorescéncia suprimida.

4) SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA DO TRIPTOFANO POR ACRILAMIDA

Os experimentos de supressdo da fluorescéncia podem dar informagdes a respeito
das posigdes relativas do anel indol em micelas reversas quando os supressores utilizados
apresentam afinidades especificas pela fase aquosa ou pela fase de cadeias hidrocarbdnicas.
Apesar da grande heterogeneidade do sistema micelar, que provoca uma distribui¢ao
heterogénea dos fluoréforos e supressores nas micelas reversas, a acrilamida fica confinada
ao pool aquoso € a regido interfacial sofrendo parti¢do entre estes dois meios (Lissi, 1990;
Bhattacharyya, 1993;). Assim, para tentar localizar o Trp, o LTL e os horménios

melanotropicos nas interfaces de AOT em micelas reversas fizemos medidas de supressao
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da fluorescéncia através da Acrilamida utilizando um w, fixo de 17,48 variando a

concentragdo do supressor.

As amostras em tampao fosfato foram excitadas em 300nm na tentativa de usarmos
uma regido onde a absorbancia da acrilamida ndo fosse tdo grande. Ja as amostras de
micelas reversas de AOT foram excitadas no comprimento de onda mais préximo possivel
de 300nm, desde que o comprimento de onda da maxima intensidade de emissdo ndo se
modifique muito (lembrando que em micelas reversas de AOT os comprimentos de onda da
maxima intensidade de emissdo fluorescente estdo deslocados para a regido do azul).
Assim, tentamos manter o mesmo deslocamento obtido anteriormente mas, a0 mesmo

tempo usando a excitagdo o mais proximo possivel de 300nm.

O acréscimo de Acrilamida diminui a intensidade do maximo de emissdo
fluorescente, sendo esta diminui¢do bastante intensa para o Triptofano quando comparado
com os outros fluoréforos, especialmente o a-MSH em micelas reversas de AOT. Na
Figura V-7 mostramos as curvas obtidas. Podemos observar que todas apresentam desvios
positivos da linearidade sendo entZo ajustadas através da equacdo modificada de Stern-

Volmer.

. SUPRESSAO POR ACRILAMIDA EM TAMPAO B
SUPRESSAQO POR ACRILAMIDA EM AOT

40

30k

25

20

(Al

5 1 L 1 1 1
-0,02 0.00 0.02 0.04 0.06 Q.08 Q.10 0.12

-

[Acr] (M) -0.2 0.0 0.2 04 0.6 08 1.0
[Acr] (M)

Figura V-7: Grdficos de Stern-Volmer para a supressdo dos fluorcforos em tampao fosfato (50mM, pH 7,4) e
em micelas reversas de AOT (50mM) com w, de 17,48. (20°C).
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E facil observar dnas curvas apresentadas na Figura V-7 que a eficiéncia da
supressdo nas micelas reversas de AOT € bem menor do que em solug@o aquosa. Este fato
esta de acordo com a diminuigio na taxa de supressio do sistema observado por Matveeva
et al. (1996) no estudo da supressdo da atrazina marcada com fluoresceina em micelas
reversas de AOT em isooctano, onde verificaram que a eficiéncia da supressido depende das
propriedades das micelas reversas (como a concentragio do surfactante e o grau de
hidratagdo). As concentragGes de Acrilamida sdo diferentes porque nas micelas reversas de
AOT a acrilamida fica restrita a interface da micela ou ao ambiente de pool aquoso da
mesma, ou seja em um ambiente restrito comparado com o volume total da amostra. Estas
curvas tornam mais facil a percepgdo de que a supressio da fluorescéncia do triptofano por

acrilamida em micelas reversas é bem menor do que em tampao fosfato.

Das curvas obtidas (Figura V-7) para as amostras em micelas reversas de AOT
observamos que o Triptofano € o fluoréforo que sofre maior grau de supressdo enquanto
que o o.-MSH ¢ o que sofre menos supressdo. Isso deve-se a localizagdo dos mesmos nas
micelas, indicando que o Triptofano encontra-se mais exposto e o residuo triptofano do a-
MSH mais escondido na interface, portanto, menos acessivel a Acrilamida. Segundo os
dados obtidos por Bhattacharyya et al. para 0 «-MSH em seu estudo de 1993, a regiao
deste peptideo que possui o residuo Triptofano esta provavelmente inserida na regido das
cadeias hidrofdbicas da interface de AOT. O LTL e o MSH 1| sdo intermediarios nessa
situacdo. Observamos, da mesma forma que o encontrado nos estudos de Bhattacharyya et
al. (1993) com hormoénios melanotrépicos e de 1995 com somatostatina, que as curvas de
Stern-Volmer nao s@o lineares mas, apresentam desvios positivos indicando que apenas
uma frac¢do dos fluoréforos no estado excitado sofre supressao colisional (difus@o limitada).
Davis et al.(1996) também obtiveram desvios positivos para a supressdo da fluorescéncia
da HSA por acrilamida em micelas reversas de AOT. Bhattacharyya et al. em seus dois
artigos (1993 e 1995) sugeriram que uma parte dos fluoréforos do estado excitado decae
estaticamente seja por um elemento de volume ativo ao redor do fluoréforo (supressio
estatica pela esfera de acfo) seja pela formagdo de um complexo ndo fluorescente entre os
reagentes. As curvas de Stern-Volmer mostradas na Figura V-7 apresentam desvios

positivos indicando, portanto, a presenca de supressio estatica. Estes dados estao de acordo
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com os obtidos por Bhattacharyya et al. (1993) no seu estudo dos hormonios
melanotrépicos em micelas reversas de AOT. Segundo os dados obtidos por Bhattacharyya
et al. (1995) para a supressido da fluorescéncia da somatostatina em micelas reversas de
AOT por acrilamida e por CCl,, existem duas localizagbes possiveis para o residuo
triptofano neste peptideo — uma proxima a regidio das cadeias hidrocarbdnicas emitindo em
comprimentos de onda menores e outra na regido do pool aquoso emitindo em

comprimentos de onda maiores e mais exposto a acrilamida.

Os parametros obtidos apds o ajuste utilizando a equacdo modificada de Stern-
Volmer estdo na Tabela V-5 que mostra também os ajustes das curvas obtidas para os
fluoréforos em solucio tampio fosfato. E importante observar que as curvas de Stern-
Volmer obtidas para os fluoréforos em tampao fosfato também apresentam desvios
positivos e, portanto, deverdo também ser ajustadas pela equagdo de Stern-Volmer
modificada. Conforme discutido anteriormente no capitulo de teoria, temos o modelo de
Eftink e Ghiron (1976) que visa explicar esses desvios positivos em relacdo a supressdo de

Stern-Volmer e, que leva a equacao modificada de Stern-Volmer , a saber :

Ig = T(1+kgy [Q])exp (V[Q]) (V-1)

onde kgy € a constante de Stern-Volmer para supressdo dinamica ou por colisio, [Q] é a

concentra¢do do supressor € V € a chamada esfera de agéio que considera o volume de uma
esfera de ag@o em torno da molécula do supressor dentro da qual a probabilidade de haver
supressdo € um para qualquer molécula que se encontre dentro desta regido (Frank e

Vavilov, 1931),
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Amostra tampio Micelas reversas de AOT

Trp K¢ =(20,5+£0,1) Ko =(1,97 £ 0,02)

V =(1,00 £ 0,05) V = (0,502 + 0,007)
LTL Kow=(13,5£0,2) Ko =(2,1£0,2)
V =(1,02 £ 0,09) V =(0,11 £0,07)

o-MSH Ko =(16£1) Ko =(0,81 £ 0,05)
V=(1,1£0,5) V =(0,47 £ 0,03)
MSH 1 Ko =(14,5£0,8) Ko =(2,11£0,2)
V=(0,9%0,4) V =(0,23 £ 0,10)

Tabela V-5: pardmetros obtidos das curvas de Stern-Volmer (1/1) para a supressdo dos fluordforos em
solugdo tampdo fosfato (50mM, pH 7.4) e em micelas reversas de AOT (50mM) com w, 17,48 por parte da
acrilamida, através do ajuste com a equagdo modificada de Stern-Volmer que considera tanto a supressdo
estdtica (através da esfera de agdo, V) quanto a dindmica (pela constante de Stern-Volmer, k,,.(20° C). A

constante kg, e a esfera de agdo estdo expressas em M’

Os valores obtidos para a constante de Stern-Volmer, (0,81 £ 0,0S)M'] , €
para a esfera de ag3io (0,67 + 0,02)M ™' para a amostra de a-MSH em micelas reversas de
AQT estdo em pleno acordo com os valores obtidos por Bhattacharyya et al.(1993) para o
a-MSH em AOT para w, de 22,4 (1993), a saber: 0,64M™ para a esfera de acdo (V),

0,82M"' para a constante de Stern-Volmer (ks ), com erros de 20% para o valor de V e de

10% para o valor de k,y.

Também observamos que os tempos de vida de decaimento fluorescente diminuem
na presenga de Acrilamida, tanto para amostras em tampao fosfato quanto para amostras em
micelas reversas. Observamos que esta diminui¢do ¢ muito mais intensa para as amostras
em tampdo fosfato do que em micelas reversas; assim sendo, a interface de AOT funciona
como uma barreira dificultando a interagdo entre acrilamida e os fluordforos utilizados. Os
decaimentos sdo tri-e;iponenciais. Calculamos o tempo médio através da Equagdo V-2

mostrada abaixo:

Tmedio = ( T1°.B1 + 128, + 15°.B3) / (1.B| + 1..B; + 13.B3 ) (V-2)
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onde 1; sdo os tempos de vida € B; s@o os pesos de cada tempo de vida na curva ajustada

para o decaimento da amostra.

Fizemos o Grafico de Stern-Volmer mostrados na Figura V-8. Das curvas obtidas
para os tempos de decaimento de onde € facil verificar que as curvas de 1,/ sdo lineares

para as amostras em tampao fosfato e de micelas reversas de AOT.
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Figura V-8: os grdficos a) e b) mostram a variagdo do tempo de vida médio das amostras em tampdo fosfato
(50mM, pH 7.4) e em micelas ‘reversas de AOT (50mM) com w, 17,48 em fun¢do da concentragdo de
acrilamida. Nos grdficos c) e d) sdGo as curvas de Stern-Volmer temporais para a supressdo da fluorescéncia
em tampdo fosfato ¢ em i;Iicelas reversas de AOT em isooctano (mantidas as condigées anteriores) por

acrilamida. (20° C).

As curvas apresentadas na Figura V-8 estdo de acordo com as obtidas por

Bhattacharyya et al. (1995) para a somatostina em micelas reversas de AOT em isooctano.
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S#o curvas lineares para as solugdes tampdo fosfato e para as amostras em micelas reversas
de AOT devida a supressdo estatica. A constante de supressdo dinamica, ou constante de
Stern-Volmer, kg, , segundo Bhattacharyya et al. (1995) e Davis et al. (1996) podem ser
obtidas diretamente das inclinagdes das curvas do grafico 1./t em fungdo da concentragio
de acrilamida utilizando a equagdo de Stern-Volmer para tempos de vida (to/t = 1 +
ks.[Q]) . Assim, dos graficos da Figura V-8 obtivemos os valores apresentados na Tabela

V-6 para as constantes de Stern-Volmer em solugio tampZo fosfato e em micelas reversas

de AOT (50mM) para w, 17,48.

M) Trp LTL o-MSH MSH 1
Ksy tampéo 23,1403 134203 | 134202 13,0402
ksy micelas 1,70 + 0,1 1,07 40,07 j 0,93 + 0,057 3,54+0.2

Tabela V-6: constantes obtidas dos ajustes de Stern-Volmer modificado para os dados de fluorescéncia de
estado estaciondrio e do ajuste de Stern-Volmer para os dados resolvidos no tempo (tempos de vida) em

micelas reversas de AOT.

A partir dos valores das constantes de Stern-Volmer apresentados na Tabela V-6 e
dos valores dos tempos de vida médios para o w, de 17,48 determinamos as constantes
bimoleculares, através da divisdo da constante de Stern-Volmer pelo tempo de vida médio,

ou Ke/Tmedio » para as amostras, apresentadas na Tabela V-7.

Kq (tampao) Kq (AOT) Kq (tampao) Kqg (AOT)
(Io/T) (Io/T) (to/7) (To/T)
Trp 6,91 + 0,04 1,19+ 0,01 7,78 + 0,08 1,03 + 0,06
LTL 6,43 + 0,09 1,36 £0,12 JT 6,38 + 0,13 0,69 + 0,04
| a-MSH 6,8 + 0,4 0,37 £ 0,02 5,70 + 0,09 0,43 + 0,01
MSH1 6,2+0,3 0,75 + 0,07 5,53 + 0,08 127008

Tabela V-7: constantes bimoleculares para os fluoréforos em solugdo tampdo fosfato (50mM, pH 7,4) e em

micelas reversas de AOT (50mM) com w,, 17,48. (20° C).

A constante bimolecular para o triptofano em agua ¢ de 6,424.10°M's”". O valor

que obtivemos para o Triptofano em micelas reversas de AOT (w,=17,48) esta em acordo
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com o obtido por Lissi et al. (1990) para o triptofano em micelas reversas de AOT 0,1M

(wo=11) medido em 385nm mas para pH6 , 0,95.

Bhattacharyya et al. (1993) obtiveram o seguinte valor ajustando os dados do a-
MSH em AOT (w,=22,4) para a constante bimolecular (kq) 0,36.10°M's™!| estando em

pleno acordo com nosso valor.

Observamos na Tabela V-5 que a inser¢do nas micelas reversas de AOT diminui o
valor da constante de supressdo dinadmica de um fator em torno de 10 vezes para o
Triptofano, indicando um menor acesso do fluoréforo por parte do supressor como se a
presenca da interface impedisse o acesso da Acrilamida ao Trp. Esta mesma proporgio foi
encontrada por Bhattacharyya et al (1995) em seu estudo da fluorescéncia da somatostatina
em micelas reversas de AOT em isooctano e por Davis et al. (1996) em seu estudo com
NATA em micelas reversas de AOT, sugerindo que a NATA localiza-se na regido da
interface onde o acesso ao supressor € bem mais dificil. O mesmo fato € observado em
relagdo ao valor da esfera de aglo, ou seja, estes valores sdo menores quando em presenca
de micelas reversas de AOT. Isso indica que os fluoréforos estio de certa forma escondidos
na interface, dificultando o acesso da Acrilamida. Este dado estd de acordo com o
observado por Bhattacharyya et al. (1993 e 1995) de que a eficiéncia da acrilamida como
supressor dos hormonios melanotropicos € bem menor quando eles estdo inseridos em
micelas reversas de AOT do que em solug@o aquosa, devido a menor taxa de difusdo da
acrilamida no melo micelar mais viscoso que a agua. Isso vai ao encontro a inser¢do dos
peptideos na interface de AOT e a nao localizagdo no pool aquoso ou no isooctano, pelo
menos a regido que contém o residuo triptofano. A diminui¢io das constantes de supressio
estatica e dinamica podem ser observadas também nos graficos apresentados na Figura V-7,
onde observamos que para valores de I,/ I parecidos precisamos de uma quantidade de
acrilamida muito maior, da ordem de 10 vezes, quando em micelas reversas do que quando
em solugdo tampao fosfato. Lissi et al.(1990) observaram uma menor taxa de supressio da
fluorescéncia do triptofano por acrilamida em micelas reversas de AOT quando comparado
com etanol e atribuiram esta diminuigéo a dois fatores: a baixa concentragéo de acrilamida
na interface (onde esta o triptofano) pois a acrilamida tende a localizar-se no pool aquoso

das micelas reversas, ou seja, a concentragdo média sentida pelo grupo indol do triptofano
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excitado e pela alta viscosidade do meio considerando que o processo de supressdo seja a

difusdo controlada na regido da interface.

Observamos que a inser¢do de Acrilamida a solu¢do de micelas reversas de AOT
diminui o comprimento de onda do maximo de emissdo fluorescente mas, ndo de forma
linear conforme pode ser observado na Figura V-9. Bhattacharyya et al. (1993) observaram
em seus estudos da fluorescéncia dos hormdnios melanotropicos e da somatostatina (1995)
em micelas reversas que a supressio por acrilamida ¢ dependente do comprimento de onda,
sendo que a supressdo ¢ mais eficiente para comprimentos de onda de emissdo maiores,
sugerindo assim a existéncia de uma distribuigio heterogénea dos fluoréforos nas micelas
reversas de AOT. O mesmo fato foi observado por Lissi et al. (1990) nos estudos da
supressdo da fluorescéncia do indol em micelas reversas de AOT; os triptofanos que
emitem em comprimentos de onda maiores correspondem aqueles que estdo mais expostos
a supressdo por acrilamida e os triptofanos que emitem em comprimentos de onda menores

estdo localizados em um ambiente menos polar, ou seja, na interface e menos expostos a

acrilamida.
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Figura V-9: variagdo do comprimento de onda do maximo de emissdo fluorescente em micelas reversas de

AOT (50mM e w, = 17,48} como fun¢do da concentragdo do supressor. (20° C).
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De maneira geral observamos na Figura V-9 que o acréscimo de Acrilamida
provoca um deslocamento do comprimento de onda do maximo de emissio fluorescente
para a regido do azul, ou de comprimentos de onda menores. Grandi et al. (1981)
observaram este mesmo efeito estudando a supressdo da fluorescéncia do residuo triptofano
da lisozima donde concluiram que o residuo triptofano mais exposto (Trp-62) é mais

suprimido pela acrilamida na regiao de concentragdes estudadas.

Na Figura V-10 mostramos a variacdo da populagdo percentual de cada um dos
tempos de vida de decaimento obtidos para o a-MSH em micela reversa de AOT
(wo=17,48). Podemos observar que a populacdo referente ao tempo de vida longo é a que
sofre maior supressao pela acrilamida. A popula¢io com tempo de vida médio praticamente
ndo sente a presen¢a da acrilamida. A diminui¢do da populacdo do tempo de vida longo
provoca naturalmente um maior percentual relativo da populagdo de vida curta. Mas o
tempo de vida como um todo, ou o tempo de vida médio continua caindo com o aumento da
concentracdo de Acrilamida. Como o tempo longo tem maximo em comprimentos de onda
maiores, passa a predominar no espectro estatico a populagdo que tem tempo curto e cujo

maximo localiza-se em comprimentos de onda menores.
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Figura V-10: variacdo da populacdo percentual de cada um dos trés tempos de vida encontrados para o a-

MSH em micelas reversas de AOT (50mM e w,=17,48). (20° C).
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5) TEMPO DE VIDA DO DECAIMENTO FLUORESCENTE

Fizemos medidas dos tempos de vida do sinal fluorescente para todos os valores de
W, estudados. Todas as medidas de fluorescéncia resolvidas no tempo, ou dos decaimentos,
para os peptideos usados em tampao fosfato e micelas reversas de AOT foram
satisfatoriamente ajustadas por trés exponenciais (ajuste tri-exponencial) para todos os
fluoréforos utilizados, inclusive para o Triptofano em tampio fosfato (o ajuste bi-
exponencial para o Trp em solugdo tampdo fosfato pH 7,4 resultou num x* da ordem de 1,6
ou seja, ndo satisfatério). Os ajustes foram monitorados através do teste do %° , que deveria
se aproximar o maximo possivel da unidade e da verificagdo visual da distribuigdo de

residuos, que deve ser aleatoria.

O uso de trés exponenciais esta de acordo com o observado por Willis et al. (1992)
no estudo do decaimento do sinal do triptofano onde encontraram o melhor ajuste usando a
combinagdo de trés exponenciais que foram associados a existéncia de trés populagdes
possiveis de rotdmeros ou conformagdes com diferentes tempos de decaimento. Davis et al.
(1996) estudando a fluorescéncia da NATA e do HSA em micelas reversas de AOT
obtiveram para a primeira ajustes bi-exponenciais associados a dois estados excitados para
o fluoréforo neste sistema que provém do fato da NATA ocupar duas regides de diferentes
viscosidades e, para a HSA um ajuste tri-exponencial, indicando que seu residuo triptofano

estd inserido em um ambiente diferente do meio aquoso.

Guharay et al. (1996) em seu estudo do 7-azatriptofano em micelas reversas de
AOT relacionam as exponenciais encontradas no ajuste dos decaimentos do sinal
fluorescente a dois microambientes das micelas reversas com diferentes graus de hidratacdo
onde os fluoroforos podem se localizar (no caso, eles usaram ajustes bi-exponenciais).
Bhattacharyya et al. (1993) ajustaram os dados de decaimento do o-MSH através de duas
exponenciais que foram relacionadas a ambientes diferentes nos quais o residuo triptofano
em sua forma excitada pode estar localizado, com as taxas de troca entre estas posigdes
mais lentas do que o tempo de decaimento. As moléculas de triptofano mais proximas ao

isooctano fluorescerio em comprimentos de onda mais curtos enquanto que os residuos
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triptofano préximos a 4agua (ou no pool aquoso) emitirdo em comprimentos de onda
maiores. Fazendo um paralelo com estes autores teriamos que os decaimentos tri-
exponenciais que utilizamos estariam indicando a presenca de trés microambientes
diferentes para a sonda no nosso sistema de micelas reversas; mais ainda, estes trés

microambientes possivelmente difeririam em relagio a exposig¢do a moléculas de agua.

Ja Singh et al. (1995) obtiveram decaimentos tri-exponenciais em seu estudo de L-
Trp e retinal-Trp em micelas reversas de AOT em n-heptano. Associando o tempo de vida
longo ao aparecimento de uma forma aniénica para o Triptofano e os dois tempos de vida
curtos 4 espécies zwiterinicas, explicam o decaimento tri-exponencial em termos dos
rotdmeros do Triptofano. Quando o Triptofano esti na forma zwiteridnica ele pode existir
em trés conformagdes: uma com o grupo mais eletrofilico periv Jdo wite. ndol
correspondendo ao menor tempo de vida e, as outras duas ou com o grupo NH;" ou o grupo
COO" préximos ao indol. Estas duas tltimas sdo equivalentes visto que a taxa de troca
entre elas € bem rapida. Da mesma forma, segundo Beechem et al. (1985), os tempos de
decaimento de aproximadamente 1, 3 e 9 nanosegundos na regido de pH compreendida
entre 2 € 10 podem ser explicados em termos de diferentes espécies idnicas do Triptofano
presentes na solu¢do (protonada, zwiteridnica e idnica), sendo que cada uma destas espécies
possui um tempo de vida caracteristico contribuindo para o decaimento total de acordo com
sua fragdo molar na solug@o. O decaimento com tempo de vida préximo a 3 nanosegundos
esta associado com a emissdo maxima em torno de 350nm, enquanto que o tempo de vida

proximo a 0,5 nanosegundos possui 0 maximo de emissdo fluorescente por volta de 335nm
(Beechem, 1985).

Mostramos na Figura V-11 algumas das curvas de decaimento obtidas para as
amostras estudadas; a saber: fluoréforo em tampao fosfato (pH 7,4) € em micelas reversas

de AOT (w,=2,22 ; 6,62 € 21,76).
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Figura V-11: decaimento do sinal fluorescente para os fluordforos em tampdo fosfato (50mM, pH 7,4) e em

micelas reversas de AOT em isooctano (50mM para w, =2,22; 6,62 e 21,76). (20° C).
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Observamos pela forma das curvas de decaimento para os fluoréforos em micelas
reversas que quanto maior o valor de w, mais rapido ¢ o decaimento do estado excitado. O
que pode ser mais facilmente percebido através da analise dos graficos mostrados na Figura
V-12 que relacionam os tempos de decaimento médios com os valores de w, das micelas
reversas de AOT. Lembrando que os tempos de vida estdo relacionados com os processos
de relaxagfio existentes na amostra e, consequentemente, com o meio ambiente no qual o
fluoréforo se encontra, temos que estas diminui¢des nos tempos de vida poderiam ser
devidas tanto a um aumento das interagdes do fluoréforo com as suas moléculas vizinhas

quanto a propria conformagdo que o fluoréforo pode adquirir, sendo muito dificil distinguir

a causa.

O tempo de vida médio foi calculado através da Equacdo V-2 mostrada

anteriormente na parte da supressdo da fluorescéncia por Acrilamida:
Tmedio = ( T1°.B) + 122 B2 + 13°.B3) / (1. By + 1By + 13.B3) (V-2)

onde T; sdo os tempos de vida e B; sdo os pesos de cada tempo de vida na curva ajustada

para o decaimento da amostra.
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Figura V-12: variacdo do rempo de vida médio do Triptofano como amino-dcido ¢ como residuo no LTL, a-

MSH e MSH | em micelas reversas de AOT (50mM; como fungdo dew,,. (20° C).
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Observamos nas curvas apresentadas na Figura V-12 que o acréscimo da interface
de AOT faz com que ocorra um aumento no tempo de vida médio dos fluordéforos, para
pequenos valores de w,. Para o triptofano ocorre um aumento de 6 vezes da contribuigéo da
populacdo de maior tempo no calculo do tempo médio em comparagdo com a solugéo
tamp3o fosfato (veja item 6 deste capitulo), o que acaba por gerar este pequeno efeito
mesmo com a diminui¢do dos tempos de vida quando em pequenas micelas reversas de
AOT. Para o LTL, o-MSH e MSH 1 este fato deve-se ao aumento do valor dos trés tempos

de vida quando em micelas reversas de AOT com pouca 4gua, comparado com a solug@o

tampdo (veja item 6 deste capitulo).

Observamos também que existe uma diminui¢@o do valor do tempo de vida médio
para todas as amostras com o aumento de w, , sendo este efeito mais pronunciado para
valores de w, at¢ aproximadamente 10, a partir do qual existe uma suavizagdo do efeito.
Tal fato foi observado também por Guharay et al. (1996) em seu estudo das propriedades
fluorescentes do 7-azatriptofano em micelas reversas de AOT e por Bhattacharyya et al.
(1995) em seu estudo da fluorescéncia da somatostatina em micelas reversas de AOT em
1sooctano (especiaimente o que concerne & diminui¢ao do tempo de vida médio com o
aumento do valor de w,. chegando até mesmo a ficar menor do que o tempo de vida medio
em solugdo aquosa para grandes valores de w,). Lenz et al. (1995) observaram uma
diminui¢@o do tempo de vida médio da insulina marcada com Abz sob incorporagcdo em
micelas reversas de AOT para w, entre 3 ¢ 50 em relacio ao tempo de vida médio de
solug@o aquosa e. concluiram que este efeito € um indicativo da existéncia de supressao

dinamica pelas cabecas polares do anfifilico mostrando que a dinamica do fluoréforo ¢

afetada pelo ambiente micelar.

E importante salientar que as curvas de decaimento para as amostras com micelas
reversas de AOT nao se aproximam da curva de decaimento para os fluoréforos em tampao
fosfato nem mesmo quando temos uma grande quantidade de dgua nas micelas (w, proximo
a 20; ou seja. vinte moléculas de dgua para cada cabeca de AOT). conforme pode ser

observado tanto nas curvas de decaimento (Figura V-11) quanto nos graficos mostrados na
Figura V-12.
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Sabemos pela literatura que uma diminui¢io no valor do pH do meio ou a
protonagdo do Triptofano acarreta uma diminuigio do valor do tempo de decaimento do
estado excitado além da diminui¢8o do rendimento quantico (Beechem, 1985) ; ou seja, a
presenga de ions H™ no meio faz com que o fluoréforo permanega menos tempo no estado
excitado, isso devido a sua capacidade de ejetar elétrons (a constante de ionizagdo para o
Trp é muito menor em solventes polares do que em nio polares; desta forma os Trp que
ficam mais préximos a superficies ou & cargas sdo mais ionizados). Assim determinamos
também os tempos de decaimento dos fluoréforos em uma solugio tampd@o citrato fosfato
(50mM de pH 4,4); mostrados na Tabela IV-8. Medimos também os tempos de decaimento
dos fluordéforos em micelas diretas de AOT (25mM em tampzo fosfato com 25M de

fluoréforo).
Tampao | Micelas Micelas de Tampao Micelas
Amostra fosfato reversas AOT citrato diretas de
(pH 7,4) w, 2,22 w, 21,76 (pH 4,4) AOT
Trp 3,0 2,6 2,0 2,44 2,55
LTL 2.1 2,7 1.8 1,5 1,52
a-MSH 2,35 3,2 2,15 1,86 2,01
i MSH 1 2,38 3.4 2.67 1,88 2,63

Tabela V-8: tempos de vida médios medidos em nanosegundos para os fluordforos em tampao fosfato (50mM,
pH 7.4): em tampao citrato (3UmAl. pH 4.0): em micelas reversas de AOT (50mM: w,=2,22 ¢ 21.76) e em
micelas diretas de AOT (25mM). (207 C}.

O valor obtido para o Triptofano em micelas reversas de AOT com w, em torno de
21 esta de acordo com o obtido por Lissi et al. (1990) de (2.1£0,1)ns para o triptofano em
AOT 0,1M com w,=22. Ja o valor do tempo médio obtido de 2,15ns para o a-MSH para
Wwo.2,2 esta de acordo com o obtido por Bhattacharyva et al. (1993) para w,=22.,4, a saber,
2,3ns. Esta concordancia foi obtida independentemente do nimero de exponenciais usadas

para o ajuste do decaimento (Bhattacharyva et al. usaram apenas duas exponenciais

enquanto nos utilizamos trés).
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Fizemos também uma medida de Triptofano 10°M em tampio fosfato (que é a
concentracio da aliquota acrescentada as micelas reversas de AOT), para averiguar o efeito
de uma super concentragdo no valor do tempo de decaimento médio. Encontramos o valor
de 2,8 ns para esta amostra; ou seja, aproximadamente 7% menor. Assim, observamos que
existe uma pequena diminui¢do no valor do tempo de decaimento médio em funcfo da
concentraciio; € o efeito que denominamos auto-supressio. Esperamos, desta forma, que os
valores dos tempos de decaimento dos fluoréforos quando em micelas reversas sejam

menores do que quando em solugio tampao, pelo proprio efeito da concentragdo.

6) ESPECTRO DE DECAIMENTO ASSOCIADO

Acompanhamos as populagdes relativas de cada um dos tempos de vida obtidos
para nossos decaimentos em tampao fosfato (50mM, pH 7.4); em tampéao citrato (50mM,
pH 4,0) e em micelas reversas de AOT (50mM; w,=2.22 e 21,76) como fun¢ao do
comprimento de onda de emissao fluorescente. Os resultados sao mostrados nas Figuras
IV-13 (Trp), IV-14 (LTL), TV-15 (a-MSH) e IV-16 (MSH 1). As populagdes foram
determinadas nos varios comprimentos de onda através de um programa de analise global
das curvas de decaimento obtidas ao longo da banda de emissdo. Nessa analise. todos os
dados de decaimento sio ajustados a um mesmo processo tri-exponencial, obtendo-se um
unico conjunto de trés tempos de vida. Para cada comprimento de onda determinam-se os
fatores pré-exponenciais, a partir dos quais calculam-se as contribuigdes percentuais a
fluorescéncia. Aplicando-se os resultados a banda de emissao medida no fluorimetro
estatico obtém-se o chamado Espectro de Decaimento Associado (EDA) mostrados nas
Figuras IV-20 a IV-23. Quando da determinacdo desses tempos de vida para todas as
amostras foram encontrados trés tempos. exceto para a de MSH 1 em tampao citrato 50mM
com pH 4,0 que apresentou dois tempos de vida. Esses trés tempos de vida de ajuste sdo

apresentados em tabelas V-9. V-10, V-11 e V-12 acompanhando as figuras.



Capitudo V - Resultados de Fluorescéncia

62) EDA para o TRP
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Figura V-13: intensidades de emissao fluorescente em unidades arbirrarias de cada uma dos trés rempos de
vida obtidos pelo ajuste do y2 para as curvas de decaimento do Triprofano em solugdo rampdo fosfato
(50mM, pH 7.4): solugao tampdo cimraro (30mMl. pH 4.4) e em micelas reversas de AOT (50mM.; w,=2,22 ¢

21,76) como funcdo do comprimento de onda de emissdo. (20° C).

Das curvas na Figura V-13 observamos que para o Trp em solu¢ao aquosa o tempo
de vida médio (2.79 ns para pH 7.4 e 2.45 ns para o pH 4,0) corresponde ao estado mais
populoso. correspondendo a 88.5% da populacio total em pH 7.4 e 88.0% para pH 4,4, em
detrimento dos tempos de vida longo e curto. Além disso os comprimentos de maximos de
emissdo dos tempos longo e médio sdao proximos a 360nm, tipicos de regido polar; ja os

tempos de vida curtos tem maximos em tormo de 345nm correspondente a um meio menos

polar.
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A incorporagdo em micelas reversas de AOT diminui globalmente os tempos de
vida. Todavia, aumenta a populacio dos estados com tempos de vida longos para os dois
valores de w, utilizados (Figura V-13). Para micelas reversas com w,=2,22 aumenta a
contribui¢iio do tempo de vida longo (de 6,6% para pH 7,4 e de 2,8% para pH 4,4 para
38,0% nessas micelas reversas) com maximo em torno de 355nm, correspondentes a
conformagdes do Trp localizados em uma regifio mais polar da interface de AOT. Ja o
maximo do tempo de vida médio ¢ deslocado para 335nm, devendo ser responsavel pela
maior contribui¢io em um meio menos polar; o tempo de vida curto também sofre um
deslocamento para a regido menos polar. Para micelas reversas com w,=21,76 existe uma
predominancia do tempo de vida longo com maximo correspondente ao meio mais polar
(aproximadamente 350nm); o tempo de vida médio mantém as caracteristicas de baixa
polaridade da mesma forma que o tempo de vida curto. O Trp em micelas reversas de w,
21,76 esta em ambiente com caracteristicas da agua mas, diferentes da agua bulk ou da
4gua da solugio tampdo fosfato. E interessante notar a diferenga populacional de cada um

desses trés estados nas micelas reversas em comparagao com o meio aquoso (Tabela V-9).

Trp Tampzo fosfato hTampﬁo citrato | Micela de AOT | Micela de AOT
pH 7,4 pH 4,0 Wo=2,22 Wo=21,76

Tiongo (N1S) 7,32 6,93 4.34 2,3

Amaximo (M) 355 360 350 355 !
populagio (%) . 6,0 2.8 38.0 50.3
i Tmedio (11S) 2,79 2,45 1.69 1.04
Amaximo (M) 360 350 335 345
Bopulagao (%) 88,5 88,0 46,6 37,0
Teurto (11S) 0,51 0.48 0,35 0,21
Améximo (1) 350 350 335 340
populagio (%) .48 9.2 15.4 12,7

L

Tabela [V-9: tempos de vida, em nanosegundos.comprimenio maximo de emissdo fluorescente. em
nanometros e porcentagem populacional ajustados para a determinacdo das populagées percentuais do

Triptofano em solugdes aquosas e em micelas reversas de AOT 50mM em isooctano.
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Da Tabela V-9 percebemos que a incorporagio em micelas reversas diminui de
forma geral os tempos de vida do estado excitado e que esta diminuigdo € tanto maior
quanto maior for a quantidade de 4gua no interior das micelas, indicando que no meio

micelar existem outros processos envolvidos na desexcitagdo do Triptofano que nZo estéo

presentes no meio aquoso.
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Figura V-14: imensidades de emissdo fluorescente em unidades arbirrarias de cada uma dos trés rempos de
vida obtidos pelo ajuste do y2 para as curvas de decaimenio do residuo Triptofano no wipeptideo LTL em
solugdo tampdo fosfaro (50mA. pH 7.4): solucio wampdo citraro (50mM, pH 4,4) ¢ em micelas reversas de

AOT (50mM; w, =222 ¢ 21.76) como fun¢do do comprimenio de onda de emissdao. (20° C).

Da Figura V-14 observamos que o LTL. da mesma maneira que o Triptofano,
privilegia a populacdo do tempo de vida médio nas solucdes aquosas em pH 7.4 e pH 4,4.
Os trés tempos de vida tém maximos correspondentes ao melo aguoso, ou seja,
aproximadamente 355nm. A incorporacdo em micelas reversas de AOT com w, baixo

(2,22) resulta no aumento da populacio do tempo de vida curto, cujo maximo de emissio
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ocorre em 335nm, correspondente a um meio nio polar. A emissdo correspondente ao
tempo de vida médio desloca-se para 345nm, mostrando que ela estd relacionada a
conforma¢Ges em que o Trp sente um meio de baixa polaridade. A populagdo do estado
com tempo longo deve estar em contato com as moléculas de agua. Ja na incorporago em
micelas reversas grandes, com bastante agua (w,=21,76), ocorre um aumento na
contribui¢do da populagdo do tempo de vida longo correspondente aos fluoroforos que
ficam escondidos em uma regido de polaridade proxima a da agua (na regifio da interface
ou das cadeias hidrocarbénicas). Nota-se uma diminuigdo na contribui¢@o do tempo de vida
médio, que continua a sentir um meio ndo polar. Em w,=21,76, ha conformagdes que
localizam o Trp do LTL em regides de baixa polaridade, demonstrando que o peptideo nio
estd na agua bulk. Embora os tempos de vida médio da solugdo tampdo fosfato e das
micelas reversas com w, alto (21,76) sejam parecidos com os da solugio tampéo citrato
(pH 4,4) os tempos individuais e as percentagens populacionais séo diferentes sendo um

indicativo de que a agua proxima ao LTL n#o é também agua bulk de baixo pH.

Na Tabela V-10 mostramos os trés tempos de vida de emissao do Trp no LTL, bem
como o comprimento do maximo de emissao fluorescente e a porcentagem populacional de
cada tempo. Observamos que nas quatro amostras diferentes existe a predominéncia de

popula¢des, em maior ou menor grau, com tempo de vida médio para o LTL.

LTL Tampao fosfato | Tampao citrato | Micela de AOT | Micelade AOT
- pH74 pH 4.0 Wo 2.22 Wo 21,76
Tiongo (N1S) 3,38 3,2 6.0 2,47
Amaximo (1IN 355 355 350 350
populagéo (%) 18,8 4,8 16,7 30,0
Tmédio (11S) 1,95 1.67 2.43 1,3
Amiximo (NIM) 355 355 345 345
populagéo (%) 72.4 74.3 62.9 | 54.4
: i

Teurto (D1S) 0,53 0.54 [ 0.83 | 0,36
Amaximo (M) 350 355 i 333 330
populagao (%) 8.8 20,9 | 20.4 15,0

Tabela V-10: tempos de vida. em nanosegundos. comprimentos de onda de maxima emissdo, em nanometros
e populagdo porcentual ajustados para a determina¢do das populagées percentuais do residuo triprofano do

LTL em solugbes aguosas ¢ em micelas reversas de AOT (50mM).
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6c) EDA para o a-MSH

«-MSH em tampao fosfato (pH 7,4) espectro «-MSH em tampo citrato (pH 4,4)
® g 2338
40000 [ ® e 16608
tarr 02808
35000 [
-
- L ©
A 30000 S
. S
2 200t P
© ® o000 |
B 20000 | < 4 2 L. e .
h~] ’ . = » M a = -
3 v . c 80000 [ c . " []
2 15000 = H o « " =
2 £ ao000 | -
£ 10000
5000 [ wooop 8 v v vy v v v .
. . v v v . . ol—1 L L L N 4 -
° L L L L H 320 330 340 350 360 370 380
E) 350 360 370 380
A (nm)
A (nm)
«-MSH em micelas de AOT (w, 2,22) a-MSH em micelas de AOT (w, 21,76)
60000 [
espectro 500000
55000 ® i 5.070s
50000 450000
erieto 20705
~ aso00 | tarp 03408 ~ 400000 [*
® ao000 | ® 350000
=] =]
~ 35000 | ~ b
g % 300000 . . . .
D 30000 [ © 250000 | - c .
B 25000 | =
2 .. ® 200000 .
220000» . L @ 150000 - a = " "= .
€ 15000 | ’ IS . " * .
10000 w . 100000
v v . v Y v v v v - -
5000 - B . 50000 v v .
o . s _ ) L P o . 1 . L L " I
320 330 3:c 350 360 370 380 320 33z 340 350 360 370 380
% (nm) % (nm)

Figura V-15: intensidades de emissdo fluorescenre em unidades arbirarias de cada uma dos trés tempos de
vida obtidos pelo ajuste do y2 para as curvas de decaimento do residuo Triptofano no a-MSH em solugdo
rampdo fosfato (30mAL. pH 7.4); solu¢do tampao citrato (50mA{, pH 4.4) e em micelas reversas de AOT

(50mM: w,=2.22 ¢ 2[.76) como fungdo do comprimento de onda de emissdo. (20° C).

Das curvas apresentadas na Figura V-15 observamos que em solucao neutra (pH
7.4) as populagdes com os tempos de vida médio e longo sao idénticas. Ja para pH 4,0 a
populagdo com tempo de vida médio € pouco maior do que a com tempo de vida longo.
Mas em ambos os casos a populacido com tempo de vida curto ¢ bem pequena. Nestas
solugdes aquosas os-tempos de vida longo e medio possuem maximos em tomo de 355-
360nm correspondendo a um meio polar. A incorporacio em micelas reversas de AOT
privilegia a popula¢ao com tempo de vida médio. cujo maximo de emissdo desloca-se para
330nm, em detrimento da populacio com tempo de vida longo cuja maxima emissido

mantém-se proximo a 350nm. Ou seja, a incorporacio em micelas reversas indica que ha
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conformagdes em que o residuo triptofano fica em ambiente de baixa polaridade e ha
conformagdes em que o fluordforo fica circundado por moléculas de agua. O acréscimo de
agua nas micelas reversas leva a uma diminuigdo dos tempos de vida e um ligeiro
deslocamento para o vermelho das emissdes correspondentes aos tempos longo e médio. As
contribui¢Ses relativas sdo pouco alteradas, como pode ser observado na Tabela V-11 e

pode-se concluir que o peptideo ndo vai para a fase de agua bulk nas micelas com w,

elevado.

o-MSH Tampao fosfato | TampZo citrato | Micela de AOT | Micela de AOT
pH 7.4 PH 4,0 Wo 2,22 Wo 21,76

Tiongo (NS) 3,33 2,68 5,07 3,73
Amaximo (M) 355 360 350 355

populacdo (%) 48,1 41,0 37,0 32,0 |
Tmédio (11S) 1,66 1,52 2,07 1,51
Amaximo (1111) 355 360 330 340
populacio (%) 45,5 48,9 52.5 55,4
Teurto (11S) 0,28 0,37 0,34 ‘ 0,29

Aemsximo (211) 350 355 320 | 330 ‘

populagio (%) 6,4 10,12 10.5 1 12,5 |

Tabela V-11: tempos de vida, em nanosegundos. comprimentos de onda de maxuna emissdo fluorescente, em
nanometros ¢ populacdo porcentual ajustados para a determinagdo das populagoces percentuals do residuo

triptofano do a-MSH eni solu¢ées aquosas e em micelas reversas de AOT (50mA).
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Figura V-16: intensidades de emissdo fluorescente em unidades arbitrarias de cada uma dos trés tempos de

vida obtidos pelo ajuste do y2 para as curvas de decaimento do residuo Triptofano no MSH 1 em solugdo

7

tampdo fostato (30mM, pH 7.4): solu¢do rampdo citrato (50mM, pH 4,4) e em micelas reversas de AOT

(30mM; w,=2.22 ¢ 21.76) como funcdo do comprimento de onda de emissdo. (20° C).

No caso do MSH 1 observamos na Figura V-16 que € necessario o uso de trés
exponencials para o ajuste do decaimento em solucdo neutra e apenas duas exponenciais
para solucdes com pH 4.4, em que deixa de existir a contribuic@o do tempo de vida curto. A
incorporacao em micelas reversas de AOT induz uma inversio nas contribuicdes dos
tempos de vida longo e médio. ficando a populacido do tempo médio, com maximo em
335nm. maior do que a do tempo longo, que tem maximo em torno de 355nm. O MSH 1
parece ter sofrido uma mudanca conformacional induzida pelas micelas reversas, sendo que

parte da populacido continua expondo seu residuo triptofano a agua, mais precisamente o
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residuo com tempo de vida longo. Assim, o MSH 1 sente da mesma forma que o o-MSH a
presenca das micelas reversas. Note que o tempo de vida médio apresenta um deslocamento
de seu maximo para 330nm quando inserido nas micelas reversas com w,=2,22; sendo o
tempo mais afetado pela presenca da interface. Para w,~21,76 o tempo de vida meédio
continua correspondendo a um meio nio polar € o tempo de vida longo a um meio mais

polar, semelhante ao obtido para o a-MSH.

MSH 1 Tampao fosfato | Tampao citrato | Micela de AOT | Micela de AOT
pH 7,4 PH4,0 Wo 2,22 Wo 21,76

Tiongo (1S) 3,07 25 5.36 233
Amaximo (1M) 355 360 350 355
populacido (%) 58,5 59,8 40,4 426
Tmédio (DIS) 1,57 1,2 2,24 1,67
Armiximo (TIM) 355 355 335 343
populagio (%) 37,9 40,2 49,5 46,4

Teurto (1S) 0.25 - 0,42 0,296
Amaximo (NM) 350 320 330
populacio (%) 3.6 10.5 11,0

Tabela V-12: tempos de vida, em nanosegundos. comprimentos de onda de mdaxima emissdo. em nanometros
e populagdo porcentual ajusiados para a determinacdo das populagoes percentuais do residuo riptofano do

MSH I em solugées aguosas ¢ em micelas reversas de AOT (30mM).

Da Tabela V-12 pode-se perceber que os tempos de vida em solucdes aquosas
dependem do valor do pH, principalmente no que concerne a quantidade de exponenciais
necessarias para ajustar o decaimento fluorescente do residuo triptofano. enquanto que os
tempos de vida nas micelas reversas de AOT dependem da quantidade de agua presente no
sistema. Mas, acima de w,=10. o sistema fica estavel. independente da quantidade de agua.
O acréscimo de agua nas micelas reversas acaba levando a uma diminuicao dos tempos de
vida e um deslocamento para o vermelho nas emissdes correspondentes. Assim como no o-

MSH, as conformacgdes com o tempo de vida longo devem ter maior contato com as
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moléculas de dgua do meio, enquanto que aquelas com tempos de vida médio e curto

mantém-se na interface em meio de menor polaridade.

Resumindo os resultados obtidos com a técnica de fluorescéncia temos:

1) posicio espectral

a)

b)

solugio tampéo fosfato pH 7,4. O maximo de emisso se da no comprimento de
onda caracteristico de ambiente polar; sendo ligeiramente menos polar para o o-
MSH e MSH-1,

em micelas reversas de AOT: ocorre um deslocamento para a regido do azul
com maximo de emissao em torno de 333nm para todas as amostras. Devido &
pequena quantidade de 4gua presente no sistema (que permanece como agua
estrutural em tormno das cabecas polares do AOT), os residuos triptofanos
encontram-se em um ambiente nio polar,

variagao com o valor de w, : aumentando a quantidade de 4gua do sistema
micelar o maximo de emiss&o fluorescente desloca-se para cornprimentos de
onda maiores. O espectro deslocado para o azul em relagdo a solu¢do tampao
fosfato indica um meio ambiente menos polar resultante da inser¢do do
fluoroforo em uma posicao intermediaria entre as cadeias hidrocarbdnicas e a

cabeca polar do AOT,

2) Rendimento quantico

a)

b)

quando em solucio tampao os peptideos possuem valores similares ao

Triptofano. exceto o tripeptideo LTL que apresenta rendimento quantico bem

menor,

em micelas reversas de AOT: o rendimento quantico ¢ menor do que os

observados em tampao. Com o aumento do valor de w, observamos uma
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diminui¢@o do processo de desexcitagdo do Triptofano por emissio fluorescente
devido a interagdo com as moléculas de agua que sdo acrescentadas a solugdo. A
partir de w,=10 os valores de rendimento quantico ficam constantes e menores
do que os valores para tampdo fosfato., indicando que o ambiente no qual o

residuo triptofano esté inserido ndo € o de agua bulk

3) Grau de anisotropia

a)

b)

em solu¢do tampao fosfato obtivemos para o Triptofano um valor bem pequeno
como esperado para moléculas pequenas. Um valor um pouco maior para o LTL
e em torno de 0.30 para os peptideos. Os valores encontrados refletem os
movimentos das macromoléculas e nio o movimento do residuo Triptofano
dentro delas,

em micelas reversas de AOT com w,=2 : o grau de anisotropia cresce ate¢
valores entre 0,12 e 0,13, mostrando que existe uma grande restricdo ao
movimento em micelas reversas pequenas,
variagdo com w,: com o aumento da quantidade de agua do sistema os valores
dos graus de anisotropia diminuem continuamente até proximo a 0,1 para os
peptideos e fica igual a 0,060 para o Triptofano. indicando que as moléculas n@o
estdo livres na regiio da dgua bulk das micelas reversas. mas sim ligadas as

micelas reversas,

4) Supressio da fluorescéncia

a)

em tampao fosfato: os graficos de Stern-Volmer apresentam desvios positivos
em rela)céb a linearidade. indicando que existe uma contribuicdo da supressdo
estatica. A supressao € maior para o Triptofano. menor para o o«-MSH e
Intermediaria para o MSH-1 e para o LTL. O residuo triptofano presente nos

peptideos esta menos exposto ao solvente,
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b)

d)

em micelas reversas com w,=16: a supressdo por acrilamida € menor do que em
tampao fosfato, assim os fluor6foros estio menos expostos & mesma nesse
ultimo sistema,

as curvas de Stern-Volmer foram ajustadas usando a equagio modificada de
Stern-Volmer que considera a esfera de agdo e a constante de supressdo
colisional (constante de Stem-Volmer). Utilizando os tempos de vida obtidos
neste trabalho chegamos a valores para as constantes bimoleculares comparaveis
com os da literatura,

dependéncia da supressdo com o comprimento de onda: o componente mais
polar dos fluoréforos sofre maior supressio do que o componente nio polar,

coerente com a existéncia de populacdes mais expostas e outras menos expostas

ao melo aquoso,

5) Tempo de vida de fluorescéncia

a)

b)

6) EDA

solucao tampao fosfato: os decaimentos foram ajustados pela combinagdo de
trés exponenciais. O triptofano apresentou o maior tempo de vida médio
(determinado pela média ponderada ) enquanto que os peptideos apresentaram
processos adicionais de decaimento,

em micelas reversas de AOT com w, 2: os tempos de vida médios aumentam
com excecdo do Triptofano. Com o aumento da quantidade de 4gua observamos
uma saturacao dos valores do tempo para w, proximo a 10, ficando menores do
que os tempos obtidos para a menor micela usada (w, 2) mas diferentes dos

valores obtidos em solucio tampao fosfato.

Da comparacdo com o obtido para solucio tampao e micelas reversas com w,=2 e

20 observamos mudancas tanto nos tempos de vida quanto nas contribuicdes relativas das

populagdes de cada tempo.
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Camtjo

O tempo de vida longo apresentou, para todas as amostras, caracteristicas de
ambiente polar. Mas a contribuigio relativa para o tempo de vida longo aumenta para o
triptofano e diminui para as outras amostras. O tempo de vida intermediario possui
caracteristicas de ambiente ndo polar. E o que apresenta a maior contribuigio nas micelas
reversas de AOT. O tempo de vida curto € mais importante para pequenos comprimentos de

onda; sofre poucas variagdes e € o que apresenta a menor contribuigio para a fluorescéncia

total.

As curvas de decaimento associado em micelas reversas com w,=20 sdo diferentes
das obtidas em solugdo tampio, indicando que o residuo triptofano sente varios ambientes
diferentes. As curvas para o a-MSH sdo similares as do MSH-1, mostrando que estes
peptideos localizam-se em posi¢des similares nas micelas reversas. Quando a quantidade de
agua das micelas reversas é grande (w,>10), estabilizam-se trés arranjos conformacionais
com graus diferentes de exposi¢do as moléculas de agua; enquanto as conformagdes mais
expostas apresentam tempos de vida da ordem de 4.0ns, aquelas situadas em ambientes
menos polar tém tempos de vida entre 1,5ns e 0,3ns. O LTL apresenta comportamento
parecido com os dos peptideos para w,=2 mas, para w,=20 esta mais préoximo ao pool
aquoso, sem deixar de interagir com a interface. Comparando as contribui¢des porcentuais
de cada tempo de vida para o tempo médio do decaimento do Trp em micelas reversas com
wo,=21,76 com as porcentagens para solu¢ao tampio. observamos que: a contribuicdo
relativa para o tempo de vida intermediario diminui acentuadamente além de ser deslocado
para a regido do azul: a contribui¢do do tempo de vida longo aumenta e é ligeiramente
deslocado para o azul: a contribuicio do tempo de vida curto também aumenta. Além
dessas mudangas nas populagdes, os tempos de vida siao acentuadamente menores do que 0s
tempos obtidos para a solucio tampao. Para w,=20 as contribuicdes dos tempos de vida
longo e intermediario do Triptofano sao parecidas. Mesmo se o Triptofano localiza-se em
um ambiente polar nas grandes micelas reversas. sua curva de decaimento associado €

ainda bem diferente do obtido para a solucio tampao: indicando que a agua ao redor do

Triptofano néo ¢ agua bulk.
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CONCLUSOES

Através da técnica de ressondncia paramagnética eletronica pudemos estudar o
sistema de micelas reversas e como a introdugio de peptideos € aminoacido altera esse
sistema. Através das medidas de fluorescéncia de estado estacionario e resolvida no tempo
pudemos observar as modificagdes sofridas pelos peptideos € aminodcido ao serem
introduzidos no sistema de micelas reversas. Deste modo pudemos observar os dois

componentes do sistema estudado: as micelas reversas € os peptideos.

1) Micelas Reversas

Observamos pela técnica de EPR dois comportamentos distintos no sistema dependendo
da quantidade de 4gua presente no mesmo, ou seja, do valor de w,, sendo que a transicio

entre estes se da por volta de w =10, estando de acordo com o observado na literatura.

Para w <10 temos pouca agua no sistema o que faz com que as cabegas polares
negativas do AOT e os contraions Na’ estejam fortemente ligados. Desta forma, essa regiio
encontra-se bastante rigida. fortemente ligada. organizada e compacta impedindo até que as
moléculas de agua penetrem na interface. Ainda. como neste caso, as micelas reversas sao
muito pequenas. seus raios de curvatura sio muito grandes e, assim, a regido das cadeias

hidrocarbdnicas do AOT ficam bastante livres para a movimentagao apresentando pouca

ordem.

Conforme aumentamos a quantidade de agua do sistema a regido das cabecas de AOT
torna-se menos compacta. tornando-se mais flexivel. Desta forma a interface de AOT fica
mals “‘permeavel’” as moléculas de agua que podem penetrar na regido da interface. Com a

migracdo das dguas para a regido das cadeias hidrocarbénicas do AOT e/ou com o aumento
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da populagdo de aguas isoladas, a sonda 5-SASL que fica na regido do quinto carbono das
caudas hidrocarbénicas do AOT experimenta aumento da polaridade. Com o aumento de w,
as micelas reversas ficam maiores, fazendo com que seus raios de curvatura diminuam. Esta
diminui¢do dos raios de curvatura provoca um aumento da rigidez e da ordem da regido das
cadeias hidrocarbénicas, fazendo com que essa regido fique mais compacta — o que é
sentido pela sonda 5-SASL pelo aumento do grau de empacotamento, aumento da ordem e

diminui¢do da movimenta¢o da sonda (aumento da anisotropia).

Observamos também que com o aumento da quantidade de agua presente nas micelas
reversas o sistema comega a sofrer separagio de fase mas, tal fenémeno ndo foi estudado
com maior aprofundamento pois estdvamos mais interessados na intera¢do dos peptideos

melanotrdpicos com as micelas reversas do que com as mesmas propriamente ditas.

2) Os peptideos e as micelas reversas

Dos resultados obtidos com ressonancia paramagnética eletrénica e com fluorescéncia
de estado estacionario e resolvida no tempo observamos que o triptofano. o tripeptideo lisil-

triptofil-lisina e os hormonios melanotropicos o.-MSH e o andlogo MSH 1 interagem com

as micelas reversas de AOT.

Por EPR observamos de uma forma geral que os peptideos e aminoacido parecem
diminuir os efeitos provocados nas micelas reversas pelo aumento da quantidade de agua do
sistema. Isso porque a presenca dessas macromoléculas provoca uma redistribuicao da agua
nas micelas reversas. fazendo com que as micelas hospedeiras (que possuem peptideos ou
aminoacido) fiquem ainda maiores do que antes da adicdo das moléculas hospedes
enquanto que as micelas vazias figuem bem menores do que antes. Assim. neste caso.
aumenta a distribuicdo de tamanho de micelas reversas no sistema que passa a ser
compostos por micelas muito grandes e muito pequenas com propriedades fisico-quimicas

diversas. Como nesta técnica observamos no espectro a média dos estados microscopicos
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ndo podemos afirmar ao certo se os peptideos € aminoacido diminuem o efeito provocado
pela agua ou se isso € um resultado médio de todas as micelas reversas presentes na
amostra. Da mesma forma a observagdo de que os peptideos € o aminoacido n#o alteram a

polaridade experimentada pela sonda pode ser apenas um resultado médio e ndo o que

realmente acontece nas micelas reversas hospedeiras.

‘ uyObservamos que a presenca dos peptideos e aminoacidos pode induzir a formagdo de
supra-agregados de micelas reversas ou clusters, o que € experimentado pela sonda de EPR
como um aumento de sua anisotropia (pela interpenetracdo das cadeias hidrocarbénicas dos
AOTs pertencentes a micelas reversas proximas), aumento da polaridade (pela troca rapida
entre as moléculas de agua das micelas reversas vizinhas) e aumento do empacotamento.
Vimos que o MSH 1 ¢ o que provoca o maior aumento do empacotamento experimentado
pela sonda, sendo seguido pelo LTL, a-MSH e Trp. Tal resultado sugere que o MSH 1, o
LTL e o o-MSH ficam inseridos na regifo da interface enquanto o Trp fica mais exposto.
Mas, para realmente termos uma idéia da localizagio dos mesmos no sistema de micelas

reversas precisamos nos basear nos resultados de fluorescéncia.

Os resultados de fluorescéncia podem ser assim resumidos:

a) comprimento de onda da intensidade maxima de emissao: todos os peptideos e
aminoacido experimentam um ambiente menos polar do que a agua,
independentemente da quantidade de agua presente no sistema, indicando que
nenhuma das moléculas introduzidas localiza-se na agua bulk. Mais ainda, os
resultados mostram que o Trp é o que tende a localizar-se na regido mais polar, ou
mais exposto a agua enquanto que o o-MSH € o que insere-se mais profundamente
na regiao das cadeias hidrocarbdnicas do AOT,

b) os graus de anisowropia obtidos miostram que o todos os peptideos € o Trp
experimentam uma maior restri¢io ao movimento quando nas micelas reversas em
comparacao com a agua. sendo que o Trp € o mais livre enquanto que o a-MSH € o

mais “‘preso” nas micelas reversas, indicando novamente que o Trp é 0 mais exposto
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d)

a agua e o a-MSH ¢ o que insere-se mais profundamente. O LTL e o MSH 1 estéo

em posi¢des intermedidrias com comportamentos analogos,

todos eles (Trp, LTL, a-MSH e MSH1) apresentaram diminuigio do rendimento
quantico quando em micelas reversas indicando a presen¢a de outros modos de
desexcitagido que ndo so a fluorescéncia. O a-MSH experimentou uma redugio de
57%, o MSH1 de 50% enquanto que o LTL teve 46% de redugio e o Trp 23%,

indicando que o a-MSH € o que experimenta um ambiente mais diferente da agua,

os dados de supressdo mostram que o Trp € o que sofre maior supressdo, sendo
seguido pelo MSH 1 e LTL e pelo a-MSH. Sabendo que a Acrilamida fica do meio
aquoso das micelas reversas temos novamente que o Trp é o mais exposto a agua
enquanto que o a-MSH ¢€ o que insere-se mais profundamente. Novamente temos
que nas micelas reversas o grau de supressdo ¢ menor do que em agua, mesmo para

grandes micelas reversas, indicando que todos os fluoréforos estao menos expostos

do que quando em 4gua,

os tempos de vida dos fluoroforos indicam a localizacdo dos mesmos em
diferentes regides do sistema de micelas reversas com diferentes graus de exposicao
a 4gua presente no pool das mesmas. Cada uma dessas populacdes foi monitorada
em relacdo a quantidade de agua presente no sistema. dada pelo valor de w, . nos
espectros de decaimento associado. Quando em micelas reversas pequenas (w,x2)
os tempos de vida longos para todos os fluoroforos apresentaram caracteristicas de
ambiente polar enquanto que os tempos de vida intermediarios sio caracteristicos de
ambiente nao polar; este tempo de vida intermediario € o que contribui mais no
sistema de micelas reversas. Quando em grandes micelas reversas (w,~20) trés
arranjos conformacionais com diferentes graus de hidratacio sio estabilizados. O o-
MSH e o MSH 1 apresentam curvas similares estando inseridos mais
profundamente na regido das cadeias hidrocarbonicas do AOT. ¢ LTL esta mais
proximo ao pool sem deixar de interagir com a interface e o Trp tende a localizar-se

no pool mas na regiao das aguas estruturadas e nao na agua bulk.
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Desses resultados de fluorescéncia de estado estacionario, resolvida no tempo e da
supressdo da fluorescéncia pudemos montar um esquema indicando a localiza¢do dos
peptideos e aminoacido nas micelas reversas de AOT. Os resultados dos comprimentos de
onda de maxima emissdo revelam que todos os fluoréforos estdo inseridos na regido
hidrofébica, sendo o Trp € o LTL mais expostos a dgua (lembrando, dos dados de EPR, que
a agua penetra na regido hidrofébica). No caso do Trp, ele poderia através da flutuagdes em
sua posi¢do pois € mais livre do que os demais, alcancar a interface das micelas reversas
onde sofreria maior supressdo pela Acrilamida. Temos que de uma maneira geral o Trp € o
mais exposto a agua presente no interior das mesmas tendendo a localizar-se na regido das
aguas estruturadas, independentemente de possuirmos agua bulk ou nao no sistema. O LTL,
o MSH 1 e o a-MSH ficam ancorados na regido das cadeias hidrocarbénicas de AOT,
sendo que o o-MSH ¢ o que penetra mais profundamente nessa regifo. Essas tendéncias de
localizagdes sdo dependentes tanto do tamanho quanto da hidrofobicidade dos peptideos €
aminoacido; por exemplo: observando os perfis de hidrofobicidade do MSH 1 e do a-MSH
temos que 0 MSH 1 ¢ ligeiramente mais hidrofilico do que o a-MSH e, desta forma, tende a

ficar inserido de forma menos aprofundada na interface das micelas reversas. Assim, temos;

\ AOT
\;%\\o\lo////// T

a-MSH

e
> ‘.2 MSH1
0.<

Figura VI-1: modelo representarivo das localizagées do triporofano, lisil-riptofil-lisina e dos horménios
melanotropicos a-MSH ¢ MSH | no sistema de micelas reversas de AOT 50mM em isooctano. A figura nao

estd em escala.
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3) Prospostas de trabalhos futuros

Como o sistema de micelas reversas é um bom modelo para a agua presente em sistemas
bioldgicos, para receptores de membranas e para micro-ambientes onde acontece a maior

parte das reagdes bioldgicas (como as reagdes enzimaticas), ele precisa ser melhor estudado.

Uma sugestdo seria a determinagdo do pH dentro do pool aquoso € a sua variagdo com a
distancia da interface de AOT, ou seja, o gradiente de pH no interior das micelas reversas.
Tal estudo pode ser realizado através de sondas hidrofilicas de fluorescéncia sensiveis ao

pH e também por sondas paramagnéticas hidrofilicas através da determinagéo da polaridade

pelo espectro de EPR.

Também sena interessante estudar o processo de miceliza¢io e o de separagao de fase,
este ultimo passando anteriormente pelo estado de formagio de clusters ou macro-
agregados micelares. Tais estudos poderiam ser realizados através da técnica de EPR com a
utilizagdo de sondas que intercalam-se na interface de AOT e, também, pelas sondas que
ficam na regido das cadeias hidrocarbénicas. Uma sonda hidrofilica ajudaria a estudar o

pool aquoso das micelas reversas e monitorar seu raio hidrodinamico. E. assim, este sistema

modelo estaria melhor caracterizado.

Segundo sugestdao do Prof. Dr. Antonio Alonso. os peptideos poderiam ser marcados
com sondas de EPR especificas para o terminal amino ou metionina. Também seria

Interessante investigar a supressao da fluorescéncia por marcadores da classe doxil.
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