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ABREVIACOES

Abs. 6tica = Absor~o 6tica

gly - gly = glicil - glicina

gly - gly - phe = glieil - glieil - fenilalanina

gly - glua = glicil - seido glutamico

gly - phe = glieil - fenilalanina

gly - aspa = glieil - scido aspsrtico

gly - trp = glieil - triptofano

gly - trp - gly = glieil - triptofil - glieina

gly - tyr = glieil - tirosina

RPE = ressonaneia Paramagnetica EletrOnica

trp = triptofano

tyr - gly = tirosil - glieina



tirosina e de seus dipeptideos tirosil-glicina e glicil-
tirosina com 0 ion cu2+. Para a caracterizacao destes complexos
foram utilizadas as tecnicas espectrosc6picas de Absorcao 6tica
na regiao do visivel (400 a 800 nm), Ressonancia Paramagnetica
Eletronica em duas temperaturas (ambiente e --150°C) e a

complexos propostos foram: 0 CuL4 (ao redor de pH 3,5) e 0 CuL2
(na faixa de pH 4,0 e 12,0). Ja para os dipeptideos sac

evidenciados tres tipos diferentes de complexos. Sao propostos
os seguintes complexos: CuL2 (ao redor de pH 4,5), CuL(H20)
( na faixa de pH 7,0 e 12,0) e CUL(OH~ - ( acima de pH 12,0).

Os espectros de RPE mostram claramente que com 0 aumento
de pH, ocorre a complexacao do Cu2+ com os dipeptideos. Em pHs
altos (acima de pH 10,0) surgem nestes espectros uma estrutura
superhiperfina de 5 linhas tipicas para a coordenacao de Cu2+

com dois nitrogenios. Quanto a tirosina, 0 espectro de seu
complexo com Cu2+, nao apresenta estrutura superhiperfina,
sendo 0 sinal obtido, tipico do complexo com Cu2+.

para os dipeptideos, os espectros apresentam uma banda larga e
mal resolvida, caracteristica do ion de Cu2+ livre em soluCao.



azul, apresentando caracteristicas tipicas das transic;:oesd-d
correspondentes as varias especies de complexos do metal em
equilibrio.

Os dados de fluorescencia foram mui to informati vos. As
titulac;:oesda tyr e dos dipeptideos puros
permitiram a determinac;:ao dos valores de
ionizaveis.

o efeito de supressao de fluorescencia devido ao

em func;:aodo pH
pKs dos grupos

paramagnetismo do cobre foi usado tanto para a determinac;:aoda
estequiometria quanto para a determinac;:aodas constantes de
associac;:aodos complexos dos dipeptideos com Cu2+ em dois pHs
fixos ( pH 7,0 e 9,0). Encontrou-se complexos com a seguinte
estequiometria (ligante/metal): 2:1 e 1:1 respectivamente para
a tyr e para os dipeptideos nestes pHs.

Urn modele simples de equilibrio foi desenvolvido e
estimou-se as constantes de associac;:aoda ordem de 107M-1 para
os complexos de dipeptideo-Cu2+.



the complexes of tyrosine and its dipeptides tyrosil-glycil and
glycil-tyrosine with the transition metal ion Cu+2.

species. The following complexes were proposed: CuL4 (-pH 3,5)
and CuL2 (in the range of pH between 4,0-12,0). Three diferents
complexes were evidentiated for dipeptides-Cu2+: CuL2(-pH 4,5);
CuL (H20) (in the range of pH between 7,0-12,0) and CUL(OH)~-

(above pH 12,0).
EPR spectra shows clearly the complexation of Cu+2 to the

dipeptides. Both at intermediate and high pHs and especially
above pH 10.0 a superhyperfine structure of five lines typical

dipeptideswas caracterized by a broad not well resolved band
around 800 run characteristic of hidrated free Cu+2 in water



maximum and as a consequence to typical spectra for d-d
transitions of the various species of complexes of copper in
equilibrium in solution.

Fluorescence data were also very informative. The pure tyr
and dipeptides' titration allowed to determine pKs' values of
ionizable groups.

The effect of fluorescence supression due to paramagnetic
copper was used both to establish the stoichiometry of the
complexes and the association constants. The stoichiometry of
the complexes was determined as 2:1 and 1:1 ligand:metal for
tyrosine and the dipeptides respectively at pH 7,0 and pH 9,0.
A simple equilibrium model was developed and the association
constants for the Cu+2_dipeptides complexes at pH 7.0 and pH
9.0 were estimated to be around 107M-I.



No estudo de interacao de proteinas com metais de
transicao, ternse dado especial atencao ao cobre, pois ele e um
dos elementos essenciais para organismos vivos.Muitas proteinas
de Cu2+ (em baixas concentracoes), exercem funcoes importantes
dentro da fisiologia animal e vegetal e 0 cobre faz parte de
sitios ativos em muitas enzimas. Uma das funcoes do cobre e a

essenciais do cobre sac necessarias para a vida, enquanto que a
deficiencia ou excesso podem causar serias lesoes nos tecidos
vivos, tais como a doenca de Wilson que e uma das doencas
graves do figado e a doenca de Menke onde ha uma degeneracao
progressiva do cerebro.

Em seres humanos 0 cobre e encontrado em ordem decrescente
de concentracao: no figado, cerebro, coracao, musculos e rinse
Nas celulas sanguineas tambem existem cerca de 7,Oxl05 atomos
de cobre por celula (Sarkar). Por isso esse metal de transicao,
tern sido alvo de muitos estudos e dentre as proteinas, existem
algumas que merecem atencao especial, as proteinas azuis.

As proteinas azuis sac assim chamadas devido a sua intensa
coloracao azul e possuem propriedades espectrosc6picas nao
usuais: alta intensidade das bandas de absorcao, forte
dicroismo circular associado a estas bandas e baixo valor de
interacao hiperfina. Algumas destas proteinas possuem varios
ions de Cu2+: a ceruloplasmina ou ferroxidase possue sete ou



oito, a laccase quatro, a plastocianina duas e as azurinas e
estelacianina apenas urn ion de Cu2+.

Em geral 0 peso molecular por ion de Cu2+ destas proteinas

invertebrados marinhos, e azul, porem, nao e considerada urna
proteina azul, pois a absortividade molar, por ion de Cu2+ e

tabela 1- propriedades magneticas e 6ticas de algumas proteinas azuis
contendo ion Cu2+

proteina origem All gll Amax absortividade
(gauss) (nm) (mM-1cm-1)

Azurina Pseudoma 57 2,260 625 3,50
aeruginosa

Umecianina horseradish 35 2,317 610 3,36
Poliporus

Lacasefungal 88 2,190 610 4,90
Versicolor

Superoxido Celulas
vermelhas 134 2,029 - -

Dismutase bovinas 2,108

SUl·ICO o~ BIBLIOTECA E lNFORMACl\O
I~JSI,;/USP • SETOR



as bandas menos intensas· em 500nm (19xl03cm-1) e em 800nm (13x

103cm-l), as proteinas azuis tem intensidade maiores que muitos
complexos de cobre pequenos.

Em pH neutro, 0 desdobramento hiperfino IAz I para estas
proteinas esta entre 30xIO-4cm-l a 60xlO-4cm-l (menor que 100
gauss), enquanto que para as proteinas nao azuis, este valor
varia entre 140x10-4cm-1 e 220x10-4cm-1 (maior que 140 gauss) .

Na tabela I, nao estao incluidas as proteinas azuis que

contem varios ions de cu2+, nem as que possuem cobres que nao
sac detectaveis por RPE.

Os ions de cobre que sac detectaveis por RPE sac
classificados em duas classes: tipo 1 e tipo 2.

o cobre tipo 1 possui IAzl menor que 100xIO-4cm-1, e tem
side encontrado apenas em proteinas que possuem bandas de
absorcao muito intensa em 600nm (16xI03cm-1).

o cobre tipo 2 tem IAzI maior que l40xlO-4cm-1
(Vanngard,1967), e e encontrado para todos os outros complexos

de cobre incluindo aqueles que nao sac azuis, existindo poucas
excecOes a estas generalizacao.

Tem-se estudado mui to complexos formados entre peptideos
com 0 ion Cu2+, pois eles sac quimicamente muito parecidos com
as proteinas cupricas. Entao, estes modelos de pequenos
peptideos com 0 ion Cu2+ tem permitido muitos esclarecimentos a
respeito de complexacao de proteinas com metais de transicao.

Os peptideos apresentam urngrande nUffierode possibilidade
de coordenacao que dependem do pH, do comprimento da cadeia, se



(Brill,1977) .
Os proprios aminoacidos complexam com metais de transicao.

Sportelli e colaboradores (SpQrtelli, 1976), mostraram que em
complexos de Cu2+ com aminoacidos aromaticos (tirosina,
triptofano e fenilalanina) com estequiometria 2:1, na faixa de
pH 4,2-6,8, os nitrogenios amina e os oxigenios carboxilicos
participam como ligante. Forma-se urn complexo com simetria
quadrado planar, apresentando absorcao maxima ao redor de 720nm
para tyr, 690nm para trp e 630nm para phe. Os espectros de RPE
tem valores de go da ordem de 2,150 para os tres aminoacidos,
nao havendo diferencas significativas dos valores de g e A para
os tres aminoacidos.

Complexos de dipeptideos com estequiometria 1:1, em pHs
onde os nitrogenios peptidicos tem seus protons ionizados, sac
coordenados pelos nitrogenios amina e peptidico e pelo oxigenio
carboxilico, sendo 0 quarto ligante urna agua ou urn grupo OH-. A
absortividade maxima destes complexos e cerca de 80M-1cm-1,
perto de 640nm, sendo os espectros de RPE semelhantes aos
espectros apresentados pelos aminoacidos (Brill, 1977).

Os peptideos maiores geralmente formam complexos 1:1 com 0

ion Cu2+ em pHs alcalinos, participando da complexacao dois ou
tres nitrogenios amida, urn nitrogenio amina e urn ou nenhurn
oxigenio carboxilico ou agua, com absortividade maxima de
150M-l cm-1 ao redor de 550nm. Os espectros de RPE geralmente
apresentam desdobramentos hiperfinos, correspondentes a tres ou
quatro nitrogenios e parametros com simetria axial (com
pequenas distorcoes rombicasl.



Um esforco maior tem side colocado em estudos de complexos
de pequenos peptideos com ion Cu2+, com 0 objetivo de

reproduzir os dados espectrosc6picos apresentados pelas
proteinas azuis.

Os complexos de pequenos peptideos tem geralmente,
simetria quadrado planar muito pouco distorcida, e possuem
espectros de RPE apresentando simetria axial. 0 m~smo nao

ocorre para as proteinas onde devido a vinculos estruturais a
simetria do complexo pode ser mais baixa que a axial.

A possivel influencia de cadeias laterais, em pequenos
peptideos, pode em principio, gerar distorcOes na simetria do
complexo e, desta forma, gerar dados espectrosc6picos mais
pr6ximos das proteinas azuis que apresentam as mesmas
distorcoes.

Nesta linha Koslowski (Koslowski,1977) realizou um estudo
dos varios dipeptideos constituidos por Gly-x, onde x e um
aminoacido aromatico contendo cadeia lateral pesada pr6xima ao
grupo carboxilico terminal.

Koslowski observou espectros de RPE destes complexos com
simetria axial em uma faixa de pH ate pr6ximo de 11. Os
complexos de cobre com estes dipeptideos, geralmente formam
quelatos tridentados com 0 grupo amina, amida e carboxilico e
tem como quarto ligante uma molecula de agua ou hidroxila.

Em pH acima de 12,0 a simetria se torna rombica, com
excecao dos complexos gly-gly com cobre. Uma possivel
explicacao para esta distorcao seria dada pelo rompimento da
ligacao do oxigenio da carboxila com 0 ion por razoes
estericas, provocadas pelo alto valor de pH (Koslowski,1977) .



o argumento usado por Koslowski na importancia da cadeia
lateral pesada pode ser visto na tabela II pelo grau de
distorcao Igx-gyl crescente com 0 tamanho do residuo lateral.

Cu2+:ligante pH gx gy gz Ax Ay AI I Igx-gyl
(1:10) (G) (G) (G)

gly-gly 12,6 2,050 2,050 2,210 20 20 174

gly-spa 12,6 2,130 2,030 2,246 52 20 129 0,100

gly-glua 12,5 2,142 2,025 2,254 61 30 107 0,117

gly-tyr 12,6 2,155 2,015 2,267 70 30 98 0,140

com aminoacidos aromaticos, dipeptideos e tripeptideos que
possuiam aminoacidos aromaticos, tais como gly-phe, gly-gly-

diretamente dos espectros em geral decrescem na sequencia
aminoacido ~ dipeptideo >tripeptideo,enquanto que IAcI e IAIII

aumentam; 0 comprimento de onda da transicao d-d do cobre
decresce.

A tabela III apresenta alguns dos dados experimentais
espectrosc6picos apresentados por Sportelli.



tabela III- Parametros de RPE para diferentes complexos de Cu2+-
ligantes

Ligante IA//1±2 IA.LI±2 g// g.L Ao±2 go
(2mM) gauss gauss gauss

trp 164 21,5 2,257 2,053 69 2,121
gly-trp 173 18,5 2,234 2,058 70 2,117
gly-trp-gly 190 31 2,186 2,048 84 2,094

phe 169 20,5 2,051 2,051 70 2,119
gly-phe 172 20,5 2,057 2,057 71 2,117
gly-phe-ala 191 32 2,043 2,043 85 2,094

gly e a influencia da cadeia lateral pesada em funcao do pH.
Tambem estamos estudando a interacao da tyr e dos dipeptideos
com 0 ion Cu2+, e como este ion suprime a fluorescencia, em que

formacao de complexos.
Devido ao paramagnetismo do ion Cu2+ e em consequencia da



A tecnica de Ressonancia Paramagnetica Eletronica (RPE) e

urn tipo de espectroscopia que envolve a absorCao de energia de

urna fonte de microondas por urna amostra colocada em urn campo

magnetico externo. A amostra deve conter ions paramagneticos

(eletron desemparelhados) em sua estrutura, isto e, possuir

momenta magnetico para poder interagir com 0 campo magnetico.

Entretanto na natureza, nem todos os sitemas encontrados

sac paramgneticos. Desta forma aqueles sistemas que contem

centros paramagneticos intrinsecos podem facilmente ser

estudados. Na ausencia de paramagnetismo existem maneira de

criarmos estes centros, tais como introduzir moleculas ou

ions paramagneticos na rede cristalina (os marcadores de spin,

metais de transiCao); criar defeitos na amostra atraves de

irradiaCao de raio X, por exemplo.

Os espectros de RPE normalmente sac obtidos, variando-se

os campo aplicado para urna dada frequencia fixa. As frequencias

mais comuns existentes sao: banda Q (35 GHz), banda X (9,5

GHz), banda S (2-4 GHz) e banda L (1-2 GHz).

Atraves da tecnica de RPE podemos estudar estrutura e

dinamica de moleculas, mudancas conformacionais de proteinas,

interacoes de complexos quimicos. A tecnica tambem pode ser

usada como urn metodo de investigaCao de impurezas em amostras.



-+de urn campo magnetico estatico H ( efeito Zeeman ).

RPE e 0 caso de urn eletron colocado em urn campo magnetico. Este
sistema possui dois ni veis de energia e spin eletronico S = 1.

~
De acordo com a fisica classica 0 momento magnetico ~

-+interage com 0 campo magetico H apresentando urna energia de

-+ -+
E = -~. H

-+ -+
Jl = - ~. H

-+ -+
~ = -gp S

-+onde p e magneton de Bohr, S e 0 spin eletronico e g e 0 fator

-+ -+
Jl = gp S· H



E = g~HMs

onde Sz indica que, como os spins eletronicos sac quantizados,

tomam algumas orientacoes permitidas em relacao ao campo

- E = hv = g~H+ 0



posicao do espectro em funcao ao campo magnetico, jA que
hv 1

g = -.-
~ Ho

Absor~o f

Derivada da
AbsorC;ao

----------:>
1-1

fig.1 Desdobramento dos niveis de energia do spin eletr6nico 5=1/2 na
presenca de campo magnetico (Knowles, 1976l



quantizado e tern tres orientac;:Oes possiveis igualmente

provaveis correspondentes as projec;:Oes do spin: ~ = 1, 0, +1.

Cada nucleo da origem a tres linhas como indica a figura 2

.Nesta figura 0 desdobramento hiperfino nos niveis de energia

sera dado por 1/2 A,onde A e a constante de desdobramento

hiperfino, pois a energia de interac;:ao hiperfina e dada por
A . I ·S. Entao, quando se tern a contribuic;:ao da interac;:aoz z

hv = g~H ± 1Am2 I

onde mI sao os possiveis valores de Iz. A constante hiperfina A

sera dada em unidades de energia(cm-1) ou em unidades de campo



Derlvada da
Abso~o

+!
2



dadas pela tabela IV. As intensidades relativas sac dadas pelos

coeficientes binomiais da expansao da expressao (1+x)n.

0 1
1 1 1
2 1 2 1
3 1 3 3 1
4 1 4 6 4 1
5 1 5 10 10 5 1
6 1 6 15 20 15 6 1

tabela IV-Intensidades relativas das linhas hiperfinas do nucleos
equivalentes

uma media dos valores principais dos tensores 9 e hiperfino,
respectivamente (9xx, 9yy, 9zz e A , A , A ). Estes valoresxx yy zz

sac conhecidos como 9 isotr6pico (go) e constante isotr6pica

hiperfina (Ao) e sac dados por:

A - 1 (A + A + A )o -"3 xx yy zz

90 = t (9xx + 9yy + 9zz)

(2.10)

(2.11)



pois, Azz = AI I e Axx=Ayy=2Al; analogamente

Geralmente estes espectros isotropicos possuem linhas



I J
100 G

que corresponde ao desdobramento hiperfino A//_ 0 valor de g//

e encontrado medindo-se 0 centro de gravidade destas linhas

espectrais, e gl. e 0 centro de gravidade da linha espectral



A espectroscopia de fluoresc~ncia tem side largamente
utilizada como ferramenta nas pesquisas quimicas, bioquimicas,
biofisicas e medicas. Este uso tem-se ampli,ado devido ao
desenvolvimento de novas tecnologias na producao e deteccao da
luz.

Varios fatores t~m contribuido para que esta tecnica seja
muito utilizada, entre eles a possibilidade de se trabalhar com
solucOes extremamente diluidas, tipicamente na faixa de 10-6 M
para proteinas ou 10-7 10-5 M para outros grupos
fluorescentes. Ja que a tecnica investiga apenas subunidades
moleculares que possuem grupos fluorescentes, ela permite
obtencao de informacOes da vizinhanca do crom6foro. A alta
sensibilidade da tecnica e urna consequ~ncia do tempo
relativamente longo (10-9s-10-6s) que urnamolecula fluorescente
permanece em urnestado excitado. A absorcao 6tica, por exemplo,
e urnprocesso que ocorre em urnperiodo extremamente curto, da
ordem de 10-15 s, e nesta escala de tempo a molecula e 0 meio
sac efetivamente estaticos. Ja na fluoresc~ncia, que e urn
fenomeno onde a molecula permanece excitada durante urn tempo
de ~s a ns, varios processos podem acontecer tais como: reacOes
de protonacao e desprotonacao, mudancas conformacionais em
proteinas e reorientacao do crom6foro. Tambem deve-se levar em
conta, que a emissao de luz pode revelar propriedades
completamente diferentes das propriedades estudadas ou obtidas
por analise da absorcao 6tica, urnavez que se obtem informacOes



tyr e a phe que podem ser usados como marcadores intrinsecos.
As proteinas que nao possuem crom6foros fluorescentes, isto e

proteinas. Alguns exemplos estao apresentados a seguir na
figura 4.

A fluorescencia e urn fenomeno que envolve a absorc;ao de
energia por urnamolecula. Quando esta absorve urn f6ton de luz,
um eletron e promovido do estado fundamental para urn estado



(processo nao radiativo), e entao hA 0 retorno para 0 estado
eletronico fundamental com emissao de luz.

[kq(Q)]. Portanto a fracao que representa a
atraves da fluorescencia e dada por:

4>F = kF
kF + k. + k. + k (Q)J.C J.s 5

Esta fracao 4>F e conhecida como rendimento quantico de
fluorescencia. Podemos ver atraves desta equacao que, se todos

(1) Conversao Interna (kic): Neste processo, a energia de
excitacao e perdida por colisao com 0 solvente ou por
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(2) Cruzamento intersistema (kis): Neste processo isoenergetico
a troca de spin (nominalmente proibida) converte urn singleto
excitado 51 em urn estado tripleto excitado T1, que decai
prontamente para 0 nivel vibracional fundamental T1, que se
converte para 0 estado singleto fundamental So' tanto por
fosforescencia (emissao de urn f6ton) ou por conversao interna.

singleto excitado 51' portanto, a fosforescencia ocorre em
comprimentos de ondas maiores que a fluorescencia. Como a



(3) Supressao de fluorescencia [Kq(Q)]. Geralmente e 0

resultado de colisoes ou de formacao de complexos com solutos
moleculares (Q) capazes de reduzir 0 tempo de vida do estado

excitado ou manter 0 complexo no estado fundamental
provo cando a supressao de fluorescencia.

Consideremos agora, 0 efeito de outros niveis eletronicos.
A fig.6 mostra esquematicamente a excitacao e emissao de
fluorescencia.

A conversao interna entre os singletos de energia
mais altos, tal como S3~S2 e muito mais rapida que as taxas
que consideramos ate aqui (Sl~So). A relaxacao vibracional dos
niveis vibracionais excitados de cada estado eletr6nico e mais
rapida que a emissao de f6ton. 0 resultado pratico e que toda
fluorescencia que observamos e normalmente originaria do nivel
vibracional fundamental do singleto excitado. Esta observacao
ternimplicacoes importantes (Brand,L):

o espectro de luz emitida deve ser independente do
comprimento de onda de excitacao, Aexc.
- Todos os espectros de fluorescencia estarao deslocados para
comprimentos de onda maiores (menor energia) que a banda de
absorcao.
- a forma da banda de emissao sera aproximadamente uma imagem
especular da banda de absorcao cujo maximo esta centrado em
comprimentos de ondas maiores que 0 da banda de absorcao. Este
deslocamento e conhecido como deslocamento de Stokes.
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3.3.2 Espectros de emissio da fluorescencia
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representa a transicao do nivel vibracional mais baixo do
primeiro estado excitado 81 para 0 estado fundamental 80. Tem-
se urninteresse particular nos espectros de emissao, pois ele e

o rendimento quantico ~F e definido como a razao entre 0

nfunero de quanta emitido pelo nfunero de quanta total
absorvido.

kF
kF + 1: k. + 1: k.[Q.]

. 1 . J J
1 J

kF e a constante de velocidade para emissao da
fluorescencia e ki sac as constantes de velocidade para os



crom6foro. Entao, devido a existencia destes varios outros
processos que competem com a emissao de fluorescencia, 0

rendimento quantico e sempre menor que 1 (~F < 1) .
As medidas de rendimento quantico podem nos dar ideia da

contribuicao da fluorescencia para reacoes do estado excitado,
enquanto que 0 espectro de absorCao fornece informacoes
principalmente sobre reacoes do estado fundamental.

o tempo de vida to' que equivale a k-1 e definido como 0

tempo requerido para que a populacao decaia para lie do valor
inicial atraves de urnmecanisme particular ( equacao 3.4 ).

constantes de velocidades e de tempos de vida que estao
envolvidos nos varios processos relacionados as transicoes
eletronicas.
tabela v* - Valores tipicos de parametros fotofisicos de moleculas

Processo cte.velocidadek(s-l) tn (s)
5,--+05, 1011 - 1014 10-14 - 10-11

51~5o 105 - 108 10-8 - 10-5

5, ~T, 107 - 108 10-8 - 10-7

T,~50 10-1 - 104 10-4 - 10

* (Dwaine,1976)

Como pode-se observar enquanto 0 tempo requerido para
absorver urn f6ton ultravioleta e de aproximadamente 10-15s, 0

tempo de relaxacao de moleculas em solventes organicos comuns e



aproximadamente de 10-115. Por outro lade a fosforescencia
caracteriza-se por tempos de vida mais longos que variam desde
10-75 ate valores na faixa de milisegundos. Por envolver

A -te-o to

Quando t = to
Ao

onde Ao e 0 nfrrnerode moleculas excitadas no instante que a luz
excitadora e desligada e A* e 0 nfrrnero de moleculas que
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fig.7 Diagrama esquematico de urn espectrofluorimetro. Lea fonte de luz;
M1 e urn monocromador de excita9ao; M2 e urn monocromador de emissao e PM e
uma fotomultiplicadora e s a amostra .(Cantor, 1980)

ter M2 fixe e Ml variando. Neste caso temos a produc;:aodo
espectro de excitac;:ao.Como todos os estados excitados de
energia mais alta decaem rapidamente para 0 estado vibracional



Na fluorescencia urnsingleto permanece no estado excitado
cerca de 10-9s. Neste tempo varios tipos de processos podem

processo que ocorre em 10-15 s, a molecula e seu meio sac

Q)
'0ro
~ O.S .

j .1---- .---------\()_._- .::_:'.~~~=.._._---_._-...-
2~O 300 '!O I,N 450 ~oo ;-~u

J.(nrn)

fig.a Espectro de excita9ao do brometo de etidina em solu9ao aquosa (linha
cheial ou ligado (linhas tracejadasl



Urnoutro efeito do meio, e 0 crornof6rofluorescente sofrer
supressao colisional devido a solutos rnoleculares. 0 oxigenio e
urn tripleto no estado fundamental que ao colidir com urn
singleto excitado promove 0 cruzamento entre sistemas

aurnentando a velocidade de conversao singleto-tripleto,
suprimindo a fluorescencia. Qualquer atomo pesado, como por
exemplo 0 iodeto e os ions de cesio, apresenta tambem
propriedade supressora, entretanto atraves de urn mecanisme
distinto (Cantor,1980) .

Urn crom6foro Iivre em solucao aquosa e muito sensivel
para tal supressao. Quando incorporado em uma estrutura
macromolecular ele se torna menos sensivel ao solvente·. Esta
blindagem e uma protecao contra a supressao da fluorescencia.
As medidas de fluorescencia em funcao da concentracao do
supressor podem ajudar a discriminar grupos de uma proteina que
estejam profundamente escondidos.

Denomina-se supressao de fluorescencia, qualquer processo
que diminui a intensidade da fluorescencia de uma dada especie.
Estes processos podem ser reacoes no estado excitado,
transferencia de energia, formacao de complexos e supressao por
colisao.

Dentre estes processos iremos discutir a supressao
colisional e a supressao estatica. Chama-se supressao
colisional ou dinamica aquela que e devido as colisoes entre
fluor6foros e supressores. Por oatro lado a supressao estatica
aquela devido a formacao de complexos.



A supressao da fluorescencia tem sido muito utilizada como

o fluor6foro e supressor, sendo que, este complexo nao e

urnprocesso dependente do tempo). Ap6s 0 contato, 0 fluor6foro
retorna ao estado fundamental sem a emissao de urn f6ton.

F-2.=
F



bimolecular de supressao; to e 0 tempo de vida do fluor6foro na
ausencia do supressor; [Q] e a concentracao do supressor.

Geralmente representamos graficamente Fo / F em funcao de
[Q] pois espera-se que Fo/F seja linearmente dependente da
concentrac;ao do supressor. Areta deste grafico deve
interceptar 0 eixo para Fo / F =1 e a inclinac;aonos fornece
a constante KSV, ( Ksv-1 e a concentrac;ao do supressor para 0

qual Fo / F = 2 ou seja 50% da intensidade seja suprimida).
Em geral, urn grafico de Stern-Volmer linear indica urna

(mica classe de fluor6foros ou pelo menos todos igualmente
acessiveis ao supressor. Se existir mais de urna classe de
fluor6foros, cujas acessibilidades ao supressor sac distintas,
entao 0 grafico de Stern- Volmer nao sera urngrafico linear.

E importante observar aqui, que apenas 0 grafico linear de
Stern-Volmer nao prova a ocorrencia de supressao colisional da
fluorescencia. Devemos ter maiores evidencias, das quais
falaremos mais adiante.

No caso da supressao estatica, ha formacao de urn complexo
nao fluorescente entre 0 fluor6foro e 0 supressor . Quando este
complexo absorve luz ele retorna ao estado fundamental sem a
emissao de urnf6ton.

Podemos relacionar a intensidade da fluorescencia com 0

supressor atraves da constante de associacao da formacao de
complexos. Esta constante sera dada por:



[F Q]
K =s [F][Q]

da fluorescencia que permanecer (Fo / F) sera dada pela fracao

F
f = ~

F

[F] - [F]o
[F][Q]

[F]o
[F][Q]

1
[Q]

K
5

=~_2-
nQ] [Q]

1 F - F
= [Q] { 0 F }

F= ~-1
F



F
-.Q. = 1 + K [Q]
F 5

Entao para distinguirmos qual e 0 tipo de supressao que
esta ocorrendo, precisamos conhecer a dependencia da supressao

apenas os estados excitados do fluor6foro e portanto nao hA
mudancas no espectro 6tico. Ja a formacao de complexos no
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fig.9 Espectro esquematico para urn par de doador e aceptor para medidas de
transferencia de energia (Cantor, 1980)

sejam separadas por uma distancia que nao varia durante 0 tempo
de vida do estado excitado do doador.



1

RO = 9, 7 x 103 (Jx:2n-4'0)6 cm

bandas de emissao do doador e de absorcao do aceitador, fD e a
fluorescencia normalizada do doador, n e 0 indice de refracao
do meio que separa 0 doador e 0 aceitador, cl>De 0 rendimento
quantico do doador na ausencia do aceitador, 1(2 e um fator
geometrico complexo que depende da orientacao relativa do
doador e do aceitador.



fluorescencia que se observa em proteinas: 0 trp, a tyr e a

e a - ropr1e a es espectrosc p1cas a pJ e, tyr e trp Sza 0, j

aminoacidos A.m~y (nm) E (M-1cm-1) cl>F A.l="m;~~;!iI"'l(nm)
fenilalanina 258 193 0.06 282

tirosina 275 1405 0.14 304

triptofano 275 5580 0.14 348

290 3935
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Geralmente as proteinas sao excitadas em urncomprimento de
onda proximo ou maior que 280nm. Em consequencia, a phe nao e
excitada; alem disso 0 rendimento quantico desta e muito mais
baixo e portanto a emissao deste residuo raramente e observado.

A absorC;ao de proteinas em 280 nm entao e devido aos
residuos da tyr e do trp. Em comprimentos de onda maiores que
295 nm, a absorc;ao e devido principalmente ao trp. Sugerindo
entao que a fluorescencia do trp pode ser excitada
seletivamente na faixa de 295nm a 305nm. Entretanto, trabalhos
recentes mostram que, a tyr tambem ternside utilizada como uma
marcador extrinseco de fluorescencia de proteinas,
(Huggins,1993; Lin,1991; Tadaki, 1993; Wells-Knecht, 1993). Em

proteinas que possuem os dois aminoacidos 0 trp e a tyr , pode-
se selecionar a emissao da tyr por metodos quimicos ( Casas-
Finet, 1992).

o espectro de emissao dos aminoacidos aromaticos estao
mostrados na fig.lOb. A emissao maxima do trp ocorre em 348 nm
e e altamemte sensivel a polaridade do solvente. A emissao
maxima da tyr ocorre em 304 nm , sendo praticamente insensivel
a polaridade do solvente. E por ultimo a emissao da phe ocorre
em 282nm.

Em muitas proteinas, a emissao da fluorescencia e dominada
pelo trp, quando 0 comprimento de onda de excitacao e maior que
280 nm. Isto esta ilustrado na fig.11; ela mostra 0 espectro de
emissao da albumina do soro humana (ASH), do trp e de uma
mistura de tyr e trp na razao molar 18:1.
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fig .11 Espectro de emissao da fluorescencia do ASH e aminoacidos
aromaticos. (l)ASH,(2)try,(3)mistura de tyr com try. (Lakowicz,1983)

para 0 azul e resultado da blindagem do trp pela agua. Embora
exista grande quantidade de tyr, 0 espectro de emissao do ASH e



proteinas e muito pequena e na maioria das vezes nao e
detectAvel.

A ausencia da emissao da tyr em muitas proteinas depende
da sua estrutura tridimensional. Geralmente a desnaturac;ao de
proteinas resulta no crescimento da emissao da tyro Foram
sugeridas muitas razoes para a ausencia da fluorescencia da tyr
nas proteinas: uma delas pode ser a transferencia de energia
para residuos do trp. Espera-se ·que a transferencia de energia
seja eficiente I desde que a distancia critica de Forster para
transferencia Tyr-Trp, seja aproximadamente 14 A, cujo valor
e comparavel ao diametro de muitas proteinase

Outra razao pode ser a supressao da fluorescencia da tyr
pela presenca de grupos pr6ximos a cadeia peptidica (grupos
carboxilicos carregados ou grupos aminos nao carregados). Tal
supressao e devido a transferencia de urn pr6ton para pr6tons
aceitadores durante 0 tempo de vida do estado excitado
(Lakowicz, 1983 ). Alem disso a fluorescencia da Tyr tambem
pode ser suprimida pelos grupos amino carregados e pelos grupos
carboxilatos neutros.



As estruturas quimicas da tyr e dipeptideos estao
apresentados na fig.12.

N~H-t-H
~t H ~

o 'NH-~~~~H

O~ 'OH



Para as medidas de absor<;ao 6tica foram utilizados os
espectrofotometros Varian modele Cary 2315 e Shimadzu UV-180.

As medidas de RPE foram realizadas em urn espectrometro

Varian modelo E-I09, operando em banda-X (9.5 GHz) em duas
temperaturas, ambiente e pr6ximo a do nitrogenio liquido

(-150°C)
A cavidade utilizada foi a retangular (Varian E-231) para

ambas temperaturas.
Para as medidas a temperatura ambiente foram utilizadas

como porta amostra urna cela plana de quartzo, a fim de se
evitar perdas dieletricas devido a presen<;a de agua na
cavidade. Ha urnminima de perda quando a parte larga da cela se
encontra paralela a lateral da cavidade e a camada de agua
corresponde a espessura da parede interna da cela que e cerca
de 0,1mm.

As medidas a temperatura baixa foram feitas por meio do
sistema de temperatura variavel da Varian. Neste sistema , 0

fluxo de nitrogenio e mantido resfriado por urna serpentina
imersa em nitrogenio liquido. Neste caso as amostras sac
colocadas em tubos de quartzo de 3,0 mm de diametro interno.

Para as medidas de fluorescencia utilizou-se urn
espetrofluorimetro Jasco FP777, e as concentra<;Oes foram
controladas espectroscopicamente atraves de medidas de absorcao
em 275nm em urn espetrofotometro Hitachi modele U-2000 ou
Shimadzu UV-180.

As mudancas de pHs das solucOes foram controladas pelo
pHmetro Corning modele 130.



As amostras foram dissolvidas em agua deionizada, sendo
que para a tyr utilizamos uma concentracao de 2mM e para os
dipeptideos 10mM. A menor concentracao de tyr foi devido a sua
baixa solubilidade na faixa de pH estudada. Nao foi possivel a
utilizacao de tampOes, pois a maioria destes complexam como 0

cobre.
Deve-se aqui ressaltarque para facilitar a dissolucao da

L-tyr e L-tyr-gly as solucOes foram alcalinizadas com pequenas
aliquotas de NaOH 1M e posteriormente 0 pH das solucoes foi
ajustado conforme 0 desejado.

A estas solucoes foram adicionadas, uma solucao de eus04
de modo a se obter a relacao ligante/metal de 10:1.

Variou-se 0 pH destas solucoes de 2.0 a 13.5 utilizando-se
solucoes estoques de varias concentracoes de NaOH e Hel,
tomando-se medidas a cada 0.5 unidades de pH.

Estas amostras foram utilizadas para as medidas de:
absorcao 6tica no visivel, medindo-se as bandas correspondentes
as transicoes d-d dos complexos de eu(!!) da tyr e dipeptideos,
obtendo-se espectros na faixa de comprimentos de onda de 400nm
a 800nm e para Ressonancia Paramagnetica Eletronica em duas
temperaturas ( ambiente e -150oe ). Foi utilizada a modulacao
dos sinais em 100KHz com amplitude de modulacao 2 Gauss pico a
pico e a potencia de microondas de 10mW. Os demais parametros
foram escolhidos de modo a se obter espectros sem distorcao
instrumental ou seja com velocidade de varredura menor do que



~ onde ~ e a largur"a de linha eta constante de tempo

utilizada. A calibracao dos espectros afim de obter os valores
de g dos complexos estudados foi realizada utilizando-se de urn
frequencimetro HP e padrao de er3

+ em oxido de magnesio, com
valor de g = 1,9797.

As solucoes de tyr e seus dipeptideos foram preparadas em
agua deionizada , com concentracoes em torno de 40~ afim de se

concentracoes foram controladas espectroscopicamente atraves
das medidas da absorbaneia em 275nm e usando-se 0 eoefieiente
de extincao molar 1405M-1 (Szabo, 1989) para a tyro

Para melhor dissolucao de tyr e tyr-gly foi necessaria a
adicao de NaOH as solucoes e subsequente ajuste do pH ao valor
desejado.

Determinamos a eoneentracao da tyr pela equacao da lei de
Beer-Lambert:

DODO = Eel => e = El

onde DO e a densidade otiea; E e 0 eoefieiente de extincao
molar (M-1em-1); 1 eaminho otico (em) e e e a eoneentracao da
solucao.

Observamos a intensidade da fluoresceneia destas solucoes
em funcao do pH, tomando-se medidas a eada 0.5 unidades de pH.



Realizamos tambem titulacoes das solucoes contendo ion
metalico Cu2+ nas seguintes relacoes ligante/metal: 1:1 ;2:1;
4: 1.

As variacoes do pH foram realizadas com a adicao de
pequenas aliquotas de NaOH e HC1.

Para se obter informacoes adicionais da tyr e seus
dipeptideos com 0 Cu2+, foram feitas titulacoes em funcao da
concentracao do metal em dois pHs fixos, pHs 7.0 e 9.0 •

Para todas as medidas, tomou-se 0 cuidado de proteger as
amostras da luz mantendo-as envoltas em papel alurninio.

Os resultados das titulacoes foram analisados conforme
descrito a seguir afim de se obter os valores de pK dos grupos
ionizaveis e das constantes de associacao de Cu2+ nos
complexes.

Com 0 objetivo de se obter valores de energias associadas
as transicoes d-d do cobre nos complexes em funcao do pH, os
espectros de absorcao 6tica foram decompostos em componentes
gaussianas. Para tal usou-se 0 programa SFG (Melo, 1992), onde
urn espectro eletronico, com forma de linha gaussiana ou
lorentziana pode ser decomposto em ate seis gaussianas.

E possivel variar a intensidade, a largura e a posicao de
cada componente individualmente e simultaneamente comparar
visualmente ou atraves do desvio padrao a composicao espectral
(espectro teorico) com os espectros obtidos experimentalmente.



Mui tas vezes os espectros de RPE se apresentam como urna
mistura de muitos complexos, com isso nem sempre e possivel
obter todos os parametros experimentais diretamente dos
espectros. Com a finalidade de se isolar os espectros puros e
obter os dados experimentais da melhor maneirapossivel

utilizaram-se diferencas espectrais.
A subtracao e feita atraves de urna equacao do tipo: C=B-

Ax, onde B e 0 espectro mistura (onde existe mais de urn
complexo), A e 0 espectro pure, Ceo espectro resultante da
diferenca entre B e A multiplicado por urn fator X, que
corresponde a porcentagem do complexo A presente no espectro
mistura Beque e ajustavel na otimizacao do espectro
diferenca.

4.4.3 Fluorescencia- Dete~na9io dos pKs e constantes de
associa<;ao

Os pKs dos grupos ionizaveis e as constantes de equilibrio
foram determinados pelas equacoes Al e A18 desenvolvidas no
apendice.

Os ajustes das curvas foram feitos por meio de regressao
nao linear, utilizando-se 0 metodo dos minimos quadrados.



As medidas de absorcao 6tica dos complexes dos dipeptideos
gly-tyr e tyr-gly com 0 ion Cu2+ foram realizadas variando-se 0

pH de 2,0 a 13,5 na faixa de comprimentos de onda de 400nm a
800nm.

A fig.13 mostra alguns dos espectros de absorcao 6tica
obtidos dos complexes de tyr-gly com 0 Cu2+ em funcao do pH.

A medida que aurnentamos 0 pH, podemos observar pelos
espectros de absorcao que ha urn deslocamento do maximo das
bandas para 0 azul, isto e comprimentos de onda menores,
apresentando caracteristicas tipicas das transicOes d-d
~orrespondentes as varias especies de complexes do metal. Acima
de pH 8,0 ha urn deslocamento para 0 vermelho. A inspecao dos
espectros demonstra a exist~ncia de urna banda larga que nao
permite a resolucao de todas as transicOes. Essa resolucao 56 e
possivel atraves de tratamento adequado dos espectros (por
exemplo, de decomposicao em Gaussianas).

o grafico da fig.14 nos mostra a variacao do comprimento
de onda do maximo da banda de absorcao dos 2 dipeptideos em
funcao do pH.

o grafico sugere a exist~ncia de pelo menos 4 especies
distintas. A primeira especie abaixo de pH 3,5 ; a segunda ao
redor de pH 5,0 ; a terceira ao redor de pH 8,5 e a ultima
acima de pH 11,0.

Sabendo que a medida que aurnentamos0 pH , varios grupos
vao se desprotonando e consequentemente favorecendo 0



aparecimento de especies distintas, podemos observar pela Fig.
13 que :

-Ate pH 3,5 os espectros apresentam uma banda larga e mal
resolvida, proxima a 800nm e caracteristica do ion eu 2+ livre
em solucao. Nestes pHs baixos, todos os grupos que apresentam
protons dissociaveis estao protonados e 0 ion Cu2+ deve estar,

entao coordenado com moleculas de aqua.

-Ao redor de pH 4,0 0 qrupo carboxilico ja esta
desprotonado, mas ainda tem bastante cobre hidratado.

-Ao redor de pH 5,0, os grupos carboxilicos certamente
estao desprotonados e os gupos amina ja devem estar comecando a
contribuir com uma fracao desprotonada. Podemos esperar, entao
o ion Cu2+ complexado com 2 ligantes atraves de um nitrogenio
amina e um oxigenio carboxilico por peptideo isto e 0 complexo
CuL2·

-Para pHs maiores que 6,0, os nitrogenios peptidicos ja
devem estar desprotonados. Podemos esperar entao 0 quelato
formado pelos nitrogenios amina e amida, pelo oxigenio da
carboxila e 0 oxigenio da agua como quarto ligante, 0 complexo
CuL(HP). Esta coordenacao tridentada dos dipeptideos em
complexes de cobre foi encontrada para diversos outros sistemas
(Nakon,1974 e Koslowski, 1977).

-Acima de pH 11,0 Koslowski (Koslowski,1977) sugere que 0

complexo observado e 0 eUL(OH)~-, onde a substituicao do
oxigenio carboxilico por uma hidroxila levaria a distorsao da
simetria do complexo que se torna muito baixa. Da figura 14
pode-se notar que Amax alcanca um valor minimo em torno de pH
8,5 voltando a aumentar em pHs alcalinos. Convem mencionar que
os espectros de ambos dipeptideos sac extremamente similares.



Por causa da baixa solubilidade da tyr em agua, a
concentracao utilizada em nossos experimentos tambem foi muito
baixa (2mM);devido a isso nao foi possivel obter as medidas de
absorcao 6tica para 0 arninoacido.



Tyr-Gly:Cu (II) (10:1)
[Tyr-Gly] = 10mM

fig.13 Espectro de absor~ao 6tica dos dipeptfdeos em fun~ao do pH.
Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados.



o Tyr-Gly:Cu(II) (10:1)

• Gly-Tyr:Cu(II) (10:1)
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fig.14 Varia9ao do comprimento de onda do maximo da banda de absor9ao
dos dipeptideos ern fun9ao do pH.



Com a finalidade de obter os valores de energias
associadas as transicoes d-d do Cu2+ nos complexos em funcao do
pH e caracterizar de modo mais completo a sua estrutura
eletronica, os espectros de absorcao foram decompostos em
componentes gaussianas. Utilizou-se para tal 0 programa
mencionado no capitulo de metodos. Os resultados das simulacoes
para ambos dipeptideos e alguns pHs escolhidos estao
apresentados nas figuras lSa,lSb,16a e 16b. De modo geral os
espectros podem ser decompostos em 3 gaussianas, sendo que uma
delas tem uma contribuicao muito menor que as outras duas. Nas
tabelas VII e VIII estao apresentados os parametros das
decomposicoes em funcao do pH, sendo que somente os dados das
duas bandas mais intensas foram incluidos. Sao apresentados a
posicao do maximo de gaussiana (A.), a sua area (que podem
fornecer informacoes a respeito da forca de oscilador) e 0

valor de energia correspondente a posicao, ou seja 1/1.. em cm-1.

o comportamento dos maximos das duas bandas e similar ao
da banda total de absorcao: ocorre diminuicao de Amax com
aumento de pH, passagem por um valor minimo e retorno a um
valor maior que 0 minimo, porem menor que 0 inicial para 0 meio
acido.

Nas figuras 17 e 18 as areas para as 3 gaussianas sao
mostradas em funcao do pH para os dois dipeptideos. Nota-se que
a contribuicao de banda menDs intensa em 490-S00nm aumenta no
gly-tyr somente acima de pH 10,0. Essa banda para 0 tyr-gly tem
uma contribuicao pequena, porem constante em toda a faixa de pH
acima de 7,0. As outras duas bandas centradas em S80-600nm e



650-660nm tern eornportarnentos diferentes nos dois dipeptideos:
para 0 gly-tyr na faixa de pH 7,50 a 11,0 a banda de 600nm e

mais intensa do que a banda em 660nm; para 0 tyr-gly oeorre em

pHs menores na faixa de pH 5,5-10,5. Considerando que as
larguras das gaussianas variam poueo com 0 pH a varia<;:ao de
intensidades eorresponde essencialmente a varia<;:aode areas e
reflete a proporcao das duas componentes em funcao do pH.
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fig.15 Decomposi~ao em gaussianas dos espectros 6ticos dos complexos

tyr-gly:Cu(II) (10:1). (a) pH 7,54 e (b) pH 9,59.
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banda 1 banda 2

pH A. Amp 1/A. A. Amp 1/A.
(nm) (crn-1) (nm) (crn-1)

3,95 663,5 0,0168 1,507 596,7 0,0111 1,676

4,47 663,5 0,0403 1,507 596,0 0,0420 1,678

5,08 663,5 0,0482 1,507 596,0 0,0574 1,678

5,54 664,0 0,0501 1,506 596,0 0,0624 1,678

6,06 661,0 0,0472 1,513 594,0 0,0613 1,684

6,56 659,5 0,0435 1,516 592,0 0,0644 1,689

6,90 657,0 0,0453 1,522 588,0 0,0623 1,699

7,54 652,0 0,0422 1,534 584,0 0,0624 1,711

8,08 650,5 0,0415 1,537 584,0 0,0628 1,712

8,48 651,5 0,0384 1,535 584,5 0,0634 1,711

9,03 651,5 0,0405 1,535 584,0 0,0612 1,712

9,58 653,0 0,0437 1,531 584,5 0,0600 1,711

9,96 654,0 0,4940 1,529 584,5 0,0557 1,711

10,53 655,0 0,0532 1,526 584,5 0,0520 1,711

11,08 656,0 0,0587 1,524 580,0 0,0444 1,724

12,08 667,5 0,0549 1,498 586,5 0,0441 1,705

12,43 668,0 0,0539 1,497 586,0 0,0442 1,706

012,95 667,5 0,0528 1,498 586,5 0,0399 1,705

13,52 669,0 0,0359 1,495 578,5 0,0288 1,702



6tica do Gly-Tyr:Cu2+ a temperatura ambiente

banda 1 banda 2

pH A. Amp 1/1.. A. Amp Amp
(nrn) (ern-I) (nrn)

4,55 665,9 0,0378 1,502 606,0 0,0322 1,650

4,96 658,9 0,0388 1,518 606,5 0,0474 1,649

5,52 654,5 0,0536 1,528 603,0 0,0575 1,658

6,02 652,0 0,0559 1,534 602,5 0,0616 1,660

6,53 650,0 0,0573 1,539 599,0 0,0607 1,669

7,01 647,0 0,0563 1,546 596,5 0,0603 1,676

7,54 664,5 0,0415 1,552 587,5 0,0585 1,702

8,01 641,5 0,0382 1,559 587,5 0,0584 1,702

9,02 639,5 0,0377 1,564 586,5 0,0587 1,705

9,59 641,0 0,0391 1,560 587,0 0,0575 1,704

10,45 646,5 0,0388 1,547 587,0 0,0563 1,704

11,07 654,0 0,0410 1,529 588,5 0,0531 1,699

11,45 656,5 0,0390 1,523 589,0 0,0457 1,698

12,00 657,0 0,0435 1,522 589,0 0,0464 1,698



2 K2 K/ /pH K/ / .L K.L

5,08 0,509 1,395 0,713 1,181

5,54 0,493 0,686 0,702 0,823

6,06 0,486 0,729 0,697 0,854

6,56 0,491 0,701 0,701 0,837

6,90 0,496 0,715 0,704 0,846

7,54 0,493 0,720 0,702 0,849

8,08 0,498 0,700 0,706 0,837

8,48 0,500 0,720 0,707 0,849

9,03 0,500 0,690 0,707 0,831

9,58 0,496 0,699 0,704 0,836

9,96 0,496 0,699 0,704 0,836

10,53 0,497 0,772 0,705 0,837

11,08 0,496 0,809 0,704 0,899

12,08 0,445 0,913 0,667 0,955

12,43 0,438 0,924 0,662 0,961

12,95 0,438 0,924 0,662 0,961

13,52 0,444 0,912 0,666 0,955

2 K2 K/ / K.LpH K/ / .l...

4,55 0,671 0,306 0,819 0,553
4,6 0,616 0,435 0,785 0,659

5,52 0,611 0,458 0,782 0,677
6,02 0,576 0,538 0,759 0,733
6,53 0,592 0,541 0,769 0,736
7,01 0,520 0,493 0,721 0,702
7,54 0,522 0,686 0,722 0,828
8,01 0,524 0,665 0,724 0,815
9,02 0,528 0,707 0,727 0,840
9,59 0,524 0,635 0,724 0,797

10,45 0,518 0,645 0,719 0,803
11,07 0,526 0,582 0,725 0,763
11,45 0,524 0,653 0,724 0,808
12,00 0,523 0,653 0,723 0,808

Tabela IX - Ktt e K~ sao respectivamente fator de redu9ao orbital (grau de covalencia) na dire9ao paralela
e perpendicular ao campo magnetico aplicado.



Tyr-Gly:Cu(II) (10: 1)

[Tyr-Gly] = 10mM
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fig.1? Areas das gaussianas em fun9ao do pH para os comp1exos de tyr-gly:
Cu(II) (10:1) em fun9ao do pH.
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fig.18 Areas das gaussianas em fun9ao do pH para os complexos de gly-tyr:
Cu(II) (10:1) em fun9ao do pH.



Os espectros de RPE dos complexos de tyr e dos dipeptideos
com 0 ion Cu2+, foram obtidos a temperatura ambiente e a
temperatura em que a solucao esta congelada (--150°C).

A. temperatura ambiente devido ao rapido movimento destes
complexos, observa-se os espectros isotr6picos de RPE, dos
quais pode-se extrair a media temporal dos valores de g e
parametros hiperfinos. Os valores isotr6picos de g e A sac
dados por:

Quando a solucao e congelada, os complexes iraQ apresentar
urnmovimento mais lento e com isso, entao as contribuicoes de
todas as orientacoes possiveis poderao ser detectadas,o que
modificara a forma das linhas dos espectros. Observa-se,
entao, 0 chamado espectro do p6 ou espectro de amostras
congeladas.

As figs. 19, 20, 21 mostram respectivamente alguns dos
espectros de amostras em solucao a temperatura ambiente dos
complexes de tyr, tyr-gly e gly-tyr com 0 ion Cu2+ em funCao do
pH. Pode-se observar que a medida que 0 pH aurnenta ocorre a
complexacao do ion Cu2+ com'o aminoacido e com os dipeptideos.



Pela figura 19. observa-se que:
-At~ pH 2,50 os espectros obtidos sac tipico de Cu2+

hidratado, caracterizando-se por uma linha larga e estrutura
hiperfina nao resolvida. Nestes pHs, todos os grupos que
apresentam pr6tons dissociaveis estao protonados, 0 que faz com
que 0 ion Cu2+ deva estar coordenado com moleculas de agua.

-Nos pHs 3,0 e 3,5 0 grupo carboxilico deve estar
comecando a contribuir com uma fraCao desprotonada,formando com
isso 0 complexo CuL4.

-Entre 05 pHs 4,0 a 5,0, 05 espectros apresentam cinco
linhas,indicando a superposicao de pelo menos dois complexos.

-Entre 05 pHs 5,5 e 12,0 nao existem mudancas
significativas
caracteristico

entre 05 espectros e 0 sinal obtido e
de urn unico complexo. Nestes pHs, 0 grupo

carboxilico e 0 grupo amina
formando 0 complexo CuL2.

Em toda faixa de pH,
aminoacido com 0 metal

05 espectros dos complexes do
nao apresentaram estrutura

superhiperfina.
As figs 25 e 26 mostram 05 parametros go e Ao dos

complexos de tyr com cobre em funcao do pH.
Na- fig. 20, onde estao apresentados alguns dos espectros

dos complexes de tyr-gly com Cu2+ podemos observar que:
-Ate a faixa de pH 3.50, 05 espectros obtidos sac tipicos

de ion Cu2+ coordenado com agua.
-Entre os pHs 4,0-6,5 05 espectros apresentam uma forma de

quatro linhas, tipicos para complexes de Cu2+, relacionadas com
a interacao hiperfina eletron-mlcleo de cobre.
campo alto, observamos urna estrutura de cinco

Na linha de
linhas mal



resolvidas que correspondem a interacao superhiperfina com dois
nitrogenios equivalentes .

-Entre 05 pHs 7,0 a 9,5, 05 espectros sao semelhantes aos
anteriores em relac;ao a interac;ao hiperfina, mas a interac;ao
superhiperfina com nitrogenio desapareceu. Essa estrutura deve

corresponder a coordenacao de dois nitrogenios em posicoes nao
equivalentes (urnnitrogenio peptidico e 0 outro amina), e por
isso escondidos pela largura da linha de campo alto. Sabendo-se
tambem que a distancia media Cu-N de nitrogenios peptidicos
estA em torno de 1,92 A, enquanto que para nitrogenios do amina
terminal e de 2,00 A (Nascimento, 1985).

-Acima de pH 10.5 a estrutura superhiperfina de cinco
linhas reaparece, mostrando urn outro tipo de complexo que
predomina ate 0 pH mais alto. Essas linhas superhiperfinas sao
mais bem resolvidas que aquelas em pHs mais baixos (pH 4.0-
7.0), mostrando urna maior delocalizac;ao do eletron do metal
para 0 ligante ou urnamaior equivalencia entre 05 nitrogenios.
Estas estruturas sao tipicas da coordenac;ao do Cu2+ com 2
nitrogenios equivalentes.

05 espectros de amostras em soluc;ao de gly-tyr,mostrados
na fig.21 apresentam urncomportamento bastante semelhante ao do
outro dtpeptideo. Isto se deve ao fato, que a esta temperatura,
as moleculas estao girando muito rapidamente e 05 espectros
obtidos sao urnamedia de todas direc;oespossiveis.Neste caso a
cadeia lateral nao parece influenciar na estereoquimica dos
complexes formados.

05 graficos das figs. 27 e 28 onde estao apresentados 05

valores de go e Ao em func;ao do pH, mostram que 05 2
dipeptideos se comportam de modo similar.



As figs. 22 ,23 e 24 mostram respecti vamente alguns dos
espectros de RPE dos complexos de tyr, tyr-gly e gly-tyr
respectivamente com 0 ion Cu2+ em diferentes pHs a -150o.Pode-
se observar a esta temperatura que, linhas superhiperfinas nao
estao bem definidas devido a superposicao das linhas. em campo
alto, alem disso fica evidente a superposicao de espectros de
especies diferentes.

Para ambos os dipeptideos na faixa de pHs muito baixos ate
pH 3.0, os espectros obtidos apresentam estrutura hiperfina de
quatro linhas mal resolvidas, caracteristicos de Cu2+

complexado com agua.Notamos tambem nestes espectros a
existencia de urna superposicao de urna outra especie de
complexos.

Para tyr-gly-Cu~+ cujos
fig.23, observa-se que:

-Entre os pHs 3.5-4.5
espectro, 'onde nao pudemos

observamos urn mesmo tipo
obter os valores de All

de
dos

espectros de pHs 4.0, provavelmente devido a superposiCao de
dois complexos diferentes e a consequente baixa intensidade das
linhas nessa regiao.

-Entre os pHs 5.0-11.0, observa-se urn espectro de quatro
linhas hiperfinas bem resolvidas, sendo que no espectro de pH
5,08, observamos que ainda existe urna mistura com 0 complexo
que predomina nos pHs 3,0 -4,5.

-Acima de pH 11.5, podemos observar urna mudanca no tipo de
espectro a qual prevalece ate 0 pH 13.0. Nestes pHs, All teve

urn aurnento consideravel em relacao aos pHs mais baixos .Este



aumento pode indicar uma interacao hiperfina mais forte que nos
outros pHs.

Observa-se na fig.24, onde estao apresentados os
espectros do gly-tyr-Cu2

+ que:
-Entre os pHs 3,5-5,5 0 espectro essencialmente e 0 mesmo,

com quatro linhas hiperfinas mal resolvidas, provavelmente
tambem devido a superposicao de especies diferentes.

-Entre as faixas de pH 6.0 e 12.0 observamos espectros de
uma especie dominante,sendo que em pH 6.0 parece existir uma
superposicao dessa especie com um outro complexo predominante
em pHs mais baixos (3,5 - 4,5).

-Acima de pH 12.0, observamos uma mudanca brusca na forma
do espectro, sendo All bem menor em relacao aos pHs mais
baixos.

Comparando-se os parametros gll e All para tyr-gly e gly-
tyr, podemos observar nos graficos das figuras 29 e 30 que,
para pHs menores que pH 6,0 os dois dipeptideos apresentam
comportamentos opostos, ou seja, enquanto 0 valor de gll cresce
para tyr-gly, decresce 0 valor de gly-tyr, sendo 0 fato
confirmado para 0 grafico de All em funcao do pH. lsso pode ser
atribuido a mudanca no campo cristalino ocasionado pela posicao
do residuo lateral pesado que influi na estereoquimica do
complexo.

Nao ha grandes diferencas para os valores de gll e All

entre os pH 7,0-11,0, onde predomina 0 complexo CUL(~O) para
ambos os dipeptideos, evidenciando talvez 0 mesmo tipo de
complexo formado. Nesta faixa de pH 0 residuo lateral pesado
parece nao influenciar no tipo de complexo formado.



Acima de pH 12, 0, onde predomina 0 complexo CUL(OH);-,

podemos observar que All para tyr-gly (A//=195 gauss) e bem
maior que 0 gly-tyr (A//=85gauss). 0 valor de g// para tyr-gly
e de 2,197 e para 0 gly-tyr g//=2,278, demonstrando que houve
uma mudanca na estereoquimica deste complexo.

Os parametros obtidos dos espectros isotr6picos (go e Ao)
e dos espectros de amostras congeladas (g//e A//) dos complexos
de Cu2

+ com tyr e com os dipeptideos estao apresentados na
forma de graficos nas figs. 25,26,27,28,29 e 30 e tabelados nas
tabelas X,XI e XII.

Atraves de um programa adequado, tentamos separare
identificar algumas das especies dos varios complexos obtidos.

Os parametros espectrosc6picos medidos em pH 7,° dos
nossos dipeptideos estao de acordo com aqueles apresentados por
Sportelli e outros (Sporteli,1977), onde sac estudados por RPE
varios peptideos pequenos complexados com cobre (gly-trp, gly-
phe, gly-try-gly, gly-phe-ala, gly-gly-phe,etc ..) em um pH fixe
(pH 7,2). Tambem os parametros em pH mais alto (9,5 e 13,0)
estao de acordo com os dados apresentados por Koslowski
(Koslowski ,1976) .Koslowsky faz um estudo de varios complexos
de dipeptideos com cobre (gly-asp, gly-tyr, gly-gly, gly-glua)
que possuem cadeia lateral pesada e como isso pode influenciar
na baixa simetria destes complexos de pHs altos. Nossos dados
tambem estao de acordo com os dados apresentados por Nascimento
e outros (Nascimento, 1985)onde sac estudados complexos de gly-
trp com Cu2+ por RPE em varios pHs.

Nossos parametros espectrosc6picos para tyr sac parecidos
com os dados apresentados por Sportelli e colaboradores
(Sportelli,1976). Nesse trabalho os autores estudaram a



interacao do cobre com os aminoacidos aromaticos, onde as
solu90es foram preparadas com a maxima concentracao soluvel em
agua onde seus pHs naturais variam entre 4,2 e 6,8 dependendo
da concentracao do aminoacidQ.



Tyr:Cu(II) (10: 1)

[Tyr] = 2mM

pH3.12

pH3.50

pH3.95

2800 3000 3200
Campo Magnetico(gauss)

Fig.19 Espectros de RPE dos complexos de tyr-Cu2+ (10:1) a temperatura
ambiente.Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados.O
marcador utilizado foi 0 Cr3+ em 6xido de magnesio.



Tyr-Gly:Cu(II) (10:1)

[Tyr-Gly] = 10mM

pH7.540

CD
'C pH9.59Cl
'C
'in
t:l pH9.96CD••t:l- pH10.53

pHl1.0B

Fig.20 Espectros de RPE dos comp1exos de tyr-g1y com Cu2+ ( 10:1) em
fun~ao do pH a temperatura ambiente. Os zeros dos espectros na
ordenada foram des1ocados.0 marcador uti1izado foi 0 Cr3+ em
6xido de magnesio.



Gly-Tyr:Cu(II) (10:1)

[Gly-Tyr] = 10mM

pH7.01
Cl>

"'0

~ pH9.59"'0.-f/)
s::
Cl>

pH10.45o+J

s::
>-<

pHl1.07

pH12.0

Fig.21 Espectros de RPE dos complexos de gly-tyr com Cu2+ (10:1) em fun9ao
do pH a temperatura ambiente. Os zeros dos espectros na ordenada fo-
ram deslocados. 0 marcador utilizado foi 0 Cr3+ em oxido de
magnesio.



Tyr:Cu(II) (10: 1)
[Tyr] 2rnM

pH 2,00

pH3.12

pH 3.50

pH 4.54

Q) pH 5.58"0

a:l
"0...•

pH 6.56rn
l::::
Q)
+J

l:::: pH 7.57•......

Fig.22 Espectros de RPE dos complexos de tyr-Cu2+ (10:1) em fun9ao do pH
a -150°C. Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados. 0
marcador utilizado foi 0 Cr3+ em oxido de magnesio.



Tyr-Gly :Cu(II) (10: 1)

[Tyr-Gly] = 10rnM

pH3.0B

Fig.23 Espectros de RPE dos complexos de tyr-gly corn Cu2+ (10:1) a tempe-
ratura de -150°C ern fun9ao do pH. Os zeros dos espectros na ordena-
da foram deslocados. 0 marcador utilizado foi 0 Cr3+ ern oxido de
magnesio.



Gly-Tyr:Cu(II) (10:1)

[Gly-Tyr] = 10mM

2800 3000 3200
Campo Magnetico(gauss)

Fig.24 Espectros de RPE dos complexos gly-tyr com Cu2+ (10:1) em fun9ao do
pH a -150°C. Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados. 0
marcador utilizado foi 0 Cr3+ em 6xido de magnesio.



Tyr:Cu(II) (10:1)

[Tyr ]=2rnM

•••••

••• •••••• ••• •
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Fig.25 Grafico do parametro go dos complexos de tyr-Cu2+ (10:1) ern fun9ao
do pH a temperatura arnbiente.



Tyr:Cu(II) (10:1)

[Tyr ]=2mM

•••• ••••••••••

•••

50
o

Fig.26 Grafico do pararnetro Ao dos complexos de tyr-Cu2+ (10:1) em fun9ao
do pH a temperatura ambiente.



o tyr-gly:Cu(II) (10: 1)

• gly-tyr:Cu(II) (10: 1)

[gly-tyr ]=[tyr-gly]= 10mM

2.20 ~~

go 2.16

2.10
o

••

Fig.27 Grafico do parametro go dos dipeptideos-Cu (10:1) em fun9&O do pH
a temperatura ambiente.



• gly-tyr:Cu(II) (10: 1)

[gly-tyr ]=[tyrgly]= lOmM

80--rn
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;::l o•••to o•• ~t:lD
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Fig.28 Grafico do parametro Ao dos dipeptideos-CU (10:1) em fun9ao do pH
a temperatura arnbiente.
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o tyr- gly:Cu(II) (10: 1)

• gly-tyr:Cu(II) (10: 1)

[gly-tyr J=[tyrgly J= 10rnM
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Fig.29 Grafico do pararnetro g// dos dipeptideos-Cu (10:1) ern fun9ao do pH
a -150°C.



o tyr-gly:Cu(II) (l 0: 1)
• gly-tyr:Cu(II) (10:1)

[gly-tyr ]=[tyrgly]= 10mM

a 00°o

o~oO~0e'i~ ••• o•••• • •••••

Fig.30 Grafico do parametro All dos dipeptideos-Cu (10:1) em fun9ao do pH a
-150°C.



pH 90 Ao(G) 911 All (G) 9l. Al. (G)

2,0 2,197 2,327 118 2,132
2,47 2,199 2,337 121 2,130

3,12 2,155 62 2,336 130 2,065 28

3,50 2,155 62

3,95 2,156 63

4,54 2,155 68 2,234 190 2,117

5,12 2,159 68 2,230 190 2,124

5,58 2,124 68 2,241 189 2,066 6

6,12 2,126 69 2,251 179 2,064 14

6,56 2,123 70 2,238 189 2,066 11

7,57 2,127 70 2,251 179 2,065 19

8,04 2,126 70 2,250 183 2,064 14

8,55 2,126 70 2,247 178 2,066 16

9,01 2,126 70 2,248 183 2,065 14

9,46 2,126 70 2,246 181 2,066 15

9,94 2,126 70 2,234 191 2,072 10

10,95 2,126 71 2,259 170 2,060 22

11,44 2,126 71

12,00 2,126 72 2,262 173 2,058 22

13,00 2,130 78 2,263 186 2,064 26



pH 90 Ao(G) 911 All (G) 9~ A~(G)

2,03 2,199 2,327 143 2.135

2,41 2,198 2,331 140 2.131

3,08 2,197 135 2.116

3,42 2,196 133 2.112

3,95 2,126 74

4,47 2,122 72

5,08 2,121 69 2,222 162 2.069 16

5,54 2,120 70 2,222 162 2.070 20

6,06 2,121 72 2,215 164 2.074 26

6,56 2,120 70 2,217 165 2,071 24

6,90 2,121 71 2,218 163 2,072 25

7,54 2,120 70 2,215 165 2,072 23

8,08 2,119 68 2,217 165 2,070 20

8,48 2,121 68 2,218 165 2,072 20

9,03 2,119 68 2,218 163 2,069 21

9,58 2,119 66 2,217 165 2,070 17

9,96 2,119 66 2,217 164 2,070 17

10,53 2,124 54 2,218 165 2,077

11,08 2,126 48 2,218 164 2,080

11,57 2,127 46 2,197 193 2,092

12,08 2,127 46 2,199 190 2,091

12,43 2,127 47 2,196 193 2,092

12,95 2,127 44 2,196 192 2,092

13,52 2,127 45 2,199 195 2,091



pH go Ao(G) g// A//(G) g.L A.L(G)

2,11 2,200 2,321 138 2,140

2,48 2,201 2,313 145 2,145

3,05 2,199 2,088

3,54 2,146 98 2,307 160 2,066 67

4,05 2,138 80 2,306 160 2,054 55

4,55 2,121 74 2,298 158 2,033 32

4,96 2,121 72 2,271 158 2,046 29

5,52 2,121 74 2,267 161 2,048 31 .
6,02 2,121 72 2,251 155 2,056 31

6,53 2,120 73 2,257 155 2,056 32

7,01 2,121 72 2,225 165 2,051 26

7,54 2,120 71 2,225 158 2,069 28

8,01 2,120 69 2,225 163 2,067 22

9,46 2,123 70 2,227 163 2,067 24

9,02 2,118 66 2,226 164 2,071 17

9,59 2,119 66 2,225 165 2,064 17

9,98 2,119 67 2,227 164 2,066 9

10,45 2,118 58 2,224 165 2,065 5

11,07 2,121 55 2,230 160 2,059 3

11,45 2,121 52 2,230 159 2,066

12,00 2,123 51 2,230 161 2,066

12,48 2,121 48 2,265 108 2,069 18

13,15 2,123 48 2,278 85 2,049 30



Na tentativa de se obter espectros dos complexos puros,

isto e, de espectros isolados de urnunico complexo, utilizamos
diferencas espectrais para alguns valores de pHs.

A subtracao e feita atraves de urna equacao da seguinte
forma: C=B-Ax ,onde B e 0 espectro mistura onde deve existir
mais de urn complexoi A e 0 espectro simples onde deve
predominar urn unico complexo ; Ceo espectro resultante da
diferenca entre B e A e x e urn fator conveniente que
corresponde a porcentagem do complexo A presente no espectro
mistura Beque e ajustavel na otimizacao do espectro
diferenca.

Os espectros experimentais de Cu2+-tyr em pHs acidos
apresentam contribuicao de cobre livre hidratado e de cobre nos
complexos com aminoacido. Inicialmente foi feita a subtracao
usando 0 espectro experimental nurndado pH ( espectro B ) e 0
espectro do cobre livre ( espectro A ) multiplicado pelo fator
x adequado. Na figura 19 0 espectro em pH 3,5 e 0 observado
experimentalmente, enquanto que 0 espectro da fig.31 no mesmo
pH corresponde ao espectro sem 0 cobre livre. Nos pHs 4,5, 5,5
e 6,5 as proporcoes de Cu2+ livre encontrados foram
respectivamente 45%, 23% e 13%.

Na faixa de pH 4,0-5,0 dos espectros de amostras em
soluCao da tyr Observa-se a existencia de cinco linhas. Isto
provavelmente e devido a existencia de mais de urn complexo,



pois 0 espectro tipico de complexos de Cu2+ de compostos de

baixo peso molecular deve ter quatro linhas. Nesta faixa de pH
existe a predominancia de uma especie com uma determinada forma
de linha, mas com caracteristicas de pHs anteriores (ao redor
de pH 3,5).

Desta forma, como mostra a fig. 31, consideramos que no
espectro A de pH 3.5 predomina uma unica especie, 0 espectro B
de pH 5.12 contem mais de uma especie e Ceo espectro
resultante, que e encontrado fazendo-se diferenca entre B e A
multiplicado por um fator 0,6. Conclui-se entao,que no espec~ro
de pH 5,12 existe cerca de 60% da especie pura em pH 3,50.
Analisando 0 espectro C, observa-se que este, tem a mesma forma
de linha e os mesmos valores de go e Ao dos espectros dos pHs
acima de pH 6,0. Com isso concluimos que na faixa de pH 4,0 a
5,0 ha uma mistura de duas especies (uma de pH baixo e outro de
pH alto).

Entao para a tyr verifica-se a existencia de 3 especies: a
primeira que existe ate 0 pH 3,5 (0 CuL4) com Ao=62G e
go=2,155, a segunda que predomina em uma grande faixa de pH de
4,0 a 12,0 (Cu~)com Ao=71G e go=2.126, e a terceira para pHs

acima de 12,0 com Ao=78G e go=2.130, na qual as mudancas em
relacao as especies anteriores sac relativamente pequenas.

Devido a baixa solubilidade da tyr, as solucOes utilizadas
para este experimento foram preparadas em baixas concentraCOes,
o que nao possibili tou a obtencao de espectros razoaveis de
tyr-Cu2

+ a -150°C com os quais pretendia-se fazer subtracOes
espectrais.



Para os dipeptideos

Nos espectros dos dipeptideos a temperatura ambiente nao
fica clara a superposicao de complexos,ou seja, parece existir
apenas urntipo de complexo entre os pH 4,5-10,5. Porem quando
as amostras sac congeladas, observa-se a superposicao dos
espectros nesta faixa de pH. Por isso resolveu-se fazer
subtracoes espectrais apenas dos espectros de amostras
congeladas dos dipeptideos.

Pode-se observar nos espectros de RPE a -150°C de gly-tyr
(fig.24) que, na faixa entre pH 3,0 e 7,0 nao aparecem as
quatro linhas na regiao de g// bem definidas, caracteristicas
de urn unico tipo de complexo, isto e, os desdobramentos
hiperfinos nao estao bem resolvidos, sugerindo claramente a
superposicao dos espectros de pelo menos duas especies
distintas de complexos.

Pode-se observar que no espectro de pH 6,0, existe urna
superposicao de dois complexos: urnque predomina ao redor de pH
5,0 (CuL2) e outro complexo tridentado [CuL(H20)] que existe
predominantemente na faixa de pH 7,0-11,0.

Considerando-se 0 espectro de pH 7.01 como sendo 0 da
especie pura e 0 de pH 6.02 como 0 espectro mistura e
utilizando-se subtracao espectral foi possivel determinar urn
dos espectros puros do complexo existente em pH 6,0 ,0 complexo
CuL2 e com isso pudemos caracterizA-lo espectroscopicamente.
Encontramos para este complexo os seguintes parametros:
A//=168G, g//=2,26 e gl.=2,07. A fig.32 mostra a subtracao entre
os espectros de pH 6,02 e pH 7,01 multiplicado por urn fator
0,48. Portanto neste pH existe cerca 50% do complexo CuL2'



existencia predominante do comple~ CuL2, na faixa de pH 7,0-
12,0 encontra-se a predominancia da especie CuL(H20) e acima do

gl=2,070. A fig. 34 apresenta a subtrac;:aoespectral entre os
pHs 5,08 e 6,90 multiplicado por urnfator 0,38. Portanto existe
cerca de 40% desta especie (CuL2) no pH 5,08.

Para 0 tyr-gly tambem existem pelo menos tres especies

SUI 1(;0 D,~ BHlLlOTEGA E INFORMAC)\O
IF'.jSt;jUSP • SETOR



Tyr:Cu(II) (10:1)

Fig.31 0 espectro ernpH 3,5 corresponde a diferen9a entre 0 espectro expe-
rimental nesse pH e 0 espectro de cobre multiplicado pelo fator
0,85. Os parametros correspondentes estao na tabela II.Os parametros
espectrosc6picos para a diferen9a, espectro C, sac Aa=68 gauss e
go=2,129.



Gly-Tyr:Cu(II) (10: 1)

Fig.32 Diferen9a espectral entre os pHs 6,02 e 7,01 multiplicado por uma
fator 0,48, onde A e 0 espectro puro, B 0 espectro mistura e C 0
espectro resultante desta diferen9a.



Gly-Tyr:Cu(II) (10: 1)

Campo magnetico(gauss)

Fig.33 Espectro resultante da diferen9a entre pH 6.02 e 7.0 rnultiplicado
por urn fator 0.48 (escala ampliadal.



Tyr-Gly:Cu(II) (10: 1)

Fig.34 Diferen9a espectral entre os pHs 5,08 e 6,90 multiplicado por urn
fator 0,38, onde A e 0 espectro puro, B e 0 espectro mistura e C
e 0 espectro resultante desta diferen9a.



Tyr-Gly:Cu(II) (10: 1)

Fig.35 Espectro resultante da diferen9a entre pH 5.08 e 6.90 multiplicado
por urn fator 0.38 (escala.ampliadal.



A fig. 36 apresenta as curvas de titulacoes da tyr pura e
do aminoacido com 0 ion cobre.na razao ligante metal (1:1).

A faixa de pH 2,0-4,0, e a regiao de ionizac;ao do grupo

carboxilico (pK 2,30),nesta regiao comeca ocorrer a supressao

da fluorescencia corna adicao do ion Cu2+.Fayet e colaboradores

(Fayet, 1971) encontraram para tyr 0 valor de pK 2,2
correspondente a protonacao do grupo carboxilico.

Pode-se observar que na ausencia do metal, na faixa de pH
4,0-9,0, a fluorescencia permanece quase que constante, nao
evidenciando a desprotonacao do grupo N~, cujo pK tem valor em

torno de pH 9,0, confirmando os resultados encontrados por
Fayet e outros (Fayet,1971). Fayet e colaboradores realizaram
urn estudo da variacao do espectro de fluorescencia e do
rendimento quantico em funcao do pH para os aminoacidos
aromaticos, no qual observou-se que 0 rendimento quantico da
tyr entre os pHs 4,0-8,0 era constante.

Entre os pHs 9,0 e 13,0 vemos que ha urna supressao muito
forte da fluorescencia. E nesta regiao, que ocorre a ionizacao
do grupo fen6lico de tyr (pK 10,28), sendo que a ionizacao
deste grupo reduz 0 rendimento quantico da fluorescencia para
valores despreziveis. Na titulacao do aminoacido pure parece
haver urna pequena diminuicao de fluorescencia em torno de pH
9,0, porem essa diminuicao certamente e mascarada pela
ionizacao do grupo fen61ico e portanto fica mal resolvida. Na
literatura (Edelhoch,1968) se encontraram respectivamente
valores de pKs 9,28 e 9,63 para os grupos amino e fen6lico. A



fig.37 mostra urn experimento controle de supressao de
fluorescencia do fenol com pK de 10,26.

A fig. 38 apresenta as curvas de titulacoes para 0 glicil-
tyr e 0 dipeptideo com Cu2+ nas seguintes estequiometrias: 1:1,

amino converte-se da forma protonada para nao protonada
+(NH3 ~ NH2) com pK 8,44.



devido a maior estabilidade do complexo formado pelo gly-tyr

com 0 Cu2+ 0 que implicaria a necessidade de excesso de Cu2+

para suprimir toda a fluorescencia do tyr-gly.
E interessante notar que no dipeptideo ambas .as

supressao da fluorescencia em fun<;:aodas razoes [Cu2+] / [tyr],
[Cu2+]/[gly-tyr] e [Cu2+]/[tyr-gly] e da concentra<;:ao de metal

associa<;:aometal-peptideo.
Pelos ajustes dos dados experimentais das titula<;:oes dos



grupo pK

l-tyr gly-l-tyr tyr-l-gly

carboxilico 2,30(2.2)a 3,00(3,00)a 2,98

amino (9,28)b 8,44(8,0-9,0)d 8,00

fen61ico 10,28(10,31)a 10,70(10,4)C 10,51
tabela XllI-valores dos pKs dos grupos carboxilico, amino e fenolico de
tyr-gly, gly-tyr.
obs: Entre parentesis os valores rnencionados por (Fayet,1971)a
(Edelhoch,1968)b'(White,1958)ce (Cowgill,1976)d.

dipeptideo pH cte de equilibrio(M-1)
gly-tyr 7,0 (1,09 ± 0,03 ) x 107

tyr-gly 7,0 (0,82 ± 0,06) x 107

gly-tyr 9,0 (1,48 ±0,01)X107

tyr-gly 9,0 (1,32 ± 0,02 ) x 107

tabela XIV-valores das constante de equilibrio para gly-tyr e tyr-gly ern
dois pHs:pH 7,0 e pH 9,0.



Fa =
F

constante de supressao de stern-Volmer, kn e a constante
bimolecular que representa em geral urnmecanisme colisional ,t

fluorescencia da tyr, do gly-tyr e do tyr-gly pelo Cu2+ estao

considera apenas a regiao de concentracoes mais baixas do
cu2+.Para mostrar este fato, nas figuras 44b e 45b apresenta-se



colisional pode ser excluida devido as baixas concentracoes de
fluor6foro e supressor utilizadas nos experimentos.
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Fig.36 Curvas de titula9ao da tyr e tyr-Cu2+ (1:1). 0 ajuste da curva foi
feito atraves do rnodelo descrito no apendice.
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Fig.37 Supressao da fluorescencia do fenol ern fun9ao do pH. 0 ajuste da
curva foi feito atraves do modele descrito no apendice.
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Fig.38 Intensidade da f1uorescencia de gly-tyr em fun9ao do pH na ausencia
e na presen9a de cobre. 0 ajuste da curva foi feito atraves do mode-
10 descrito no apendice.
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Fig.39 Intensidade da f1uorescencia de tyr-g1y em fun9ao do pH na ausencia
e na presen9a de cobre.O ajuste da curva foi feito atraves do mode-
10 descrito no apendice ..
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Ex: 275nm
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ganho:baixo [Tyr] =51. 2fLM

Fig.40 Intensidade da fluorescencia ern fun9ao da rela9ao [Cu2+]/[tyr] ern
dois pHs fixos (pH 7,0 e 9,0).
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Fig.41 Intensidade da fluerescencia des peptidees em fun9ae da [Cu2+] em
deis pHs fixes (pH 7,0 e 9,0). A concentra9ao de gly-tyr fei de
35,0 ~ e de tyr-gly foi de 45,3 ~. 0 ajuste das curvas foram
feitos atraves de urnmodele de equilibrio descrito no apendice.
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Fig.42 Intensidade da fluorescencia dos peptideos em fun9ao da rela9ao
[Cu2+]/[dipeptideos] em dois pHs fixos (pH 7,0 e 9,0).A concentra9ao
de gly-tyr foi de 35,0 ~ e de tyr-gly foi de 45,3 ~. 0 ajuste das
curvas foram feitos atraves de urnmodelo descrito no apendice.
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Fig.44 (a) Grafico de Stern-Volmer para gly-tyr nos pHs 7,0 e 9,0;
(b) grafico ampliado.
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Ambos dipeptideos apresentam bandas largas de absorcao

tipicas para complexos de cobre com urna dependencia de pH que

CuLH20. A tentativa de obter as energias das transicoes

produzidas entre os ni veis desdobrados pelo campo cristalino

originou nas tabelas IXa e
4 -1temos D1 = 1,535.10 cm e

tyr-gly:Cu2+ sendo que no
4 4~2 = 1, 703.10 ~2 = 1,703.10 . Supondo que 0 estado fundamental

IXb. Pode-se notar que
4 -1D2 = 1, 711. 10 cm

gly-tyr:Cu2+ ~1

para 0 complexo
4 -1= 1,561.10 cm e

e urn d 2 2 temos ~I que corresponde a transicao
JC -y

~2 a transicao dJC2_y2 -+dJCy que ocorre em simetria axial. Esses



equilibrio com os complexos diminui sensivelmente na regiao de
pH 3,0 - 5,0 enquanto que a concentracao de complexos aumenta
na mesma proporcao (figuras 17 e 18).

As medidas com
concentracao mais baixa

o aminoacido foram realizada~ em
(2mM de aminoacido e 0,2mM de Cu2+)

devido a baixa solubilidade da tyr em pHs abaixo de 8,0. Isso
obviamente torna dificil a analise dos espectros especialmente
os congelados. Os resultados com 0 aminoacido sugerema
existencia de pelo menos 2 complexos em meio acido e de um
unico complexo acima de pH 6,0 e que provavelmente e 0 CuL2. Os

parametros dos espectros em solucao sugerem que go varia muito
pouco numa ampla faixa de pH (5,5 - 12,0) aumentando bastante
para pHs abaixo de 5,0; por outro lado Ao e constante na faixa
de pH 7,5 e 10,0 e a variacao observada para pHs acidos (abaixo
de 6,5) e provavelmente devida a superposicao de varios
complexos em soloucao (pelo menos dois). Os espectros dos
peptideos foram medidos a temperatura ambiente e a -150°C. A

faixa de pH. Estrutura superhiperfina devida a dois nitrogenios
evidencia a coordenacao de ambos os nitrogenios amina e amida
que fica bem evidente em pHs altos (acima de 11,0). Na regiao
acima de pH 4,0 - 6,5 aparece a estrutura superhiperfina porem
menos resolvida. A dependencia de go e Ao com 0 pH para ambos
os dipeptideos e bastante similar sugerindo uma gradual reducao
da quantidade de cobre livre e formacao de complexos. Nota-se
pelo menos 3 regioes caracteristicas onde ha : a) mistura de



cu2+ livre e complexos de peptideo em meio acido b) uma regiao

uma regiao de pH acima de 11,0 onde go aumenta ligeiramente. 0
valor de Ao nessa ultima regiao e bastante reduzido implicando
uma delocalizac;ao do eletron desemparelhado do cobre. No caso
dos espectros congelados nota-se uma diferenc;a grande nos
parametros dos peptideos (gll eAll) tanto em pHs acidos (3,0 -

compativel com 0 descrito para complexos de cobre em proteinas
azuis e modelos onde a diminuic;:aode All esta acompanhada pelo

diferenc;:aevidenciando que 0 complexo CuLH20 deve ser muito
semelhante para os dois dipeptideos, pouco sensivel a posic;ao

restante (40%) deve-se ao complexo de pH alto. Os parametros
medidos de go e Ao para 0 espectro puro correspondente ao
complexo de pH intermediario foram go= 2,129 e Ao = 68 gauss 0

que e urn pouco diferente dos valores medidos diretamente do

congelados e 0 use de subtrac;oes espectrais permitiu definir a
existencia de 3 complexos de Cu2+ para os dipeptideos na faixa
de pH estudada. Assim para pHs ao redor de 4,5 tem-se CuL2 ' na
faixa entre pH 7,0 - 12 tem-se CuLH20 e acima de pH 12,0 0

CUL(OH}22- para 0 Gly-tyr. No caso do tyr-gly 0 complexo CuLH20
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Na tabela IXa e IXb os valores KII e Kl de estao
apresentados para os dois dipeptideos em funcao do pH. Nota-se
que para 0 gly-tyr KII acima de pH 7,0 mantem-se

essencialmente constante erntorno de 0,72 enquanto que para 0

tyr-gly KII e menor, 0,70 ate pH 11,0 . Acima de pH 11,0 Kif

diminui 0 que sugere 0 aurnento do grau de covalencia. A
variacao de K~ e bem maior 0 que deve estar associado a
imprecisao nos valores de g~. No caso do gly-tyr observa-se·um
maximo para K~ em torno de pH 9,0 e a sua reducao em pHs
acidos e alcalinos. Para 0 tyr-gly K~ mantem-se constante em
torno de 0,85 ate pH 10,5 aumentando para 0,95 acima de pH
12,0. nossos resultados sugerem que a natureza dos complexes em
pHs alcalinos (acima de 11,0) e bem diferente para os dois
dipeptideos.

Os resultados obtidos demonstram claramente 0 efeito do
metal de transicao, Cu2+, como supressor de fluorescencia da
tyr e seus dipeptideos. As titulacoes do aminoacido e
dipeptideos puros em funcao do pH permitiram a determinacao dos
valores de pks dos grupos ionizaveis e os dados disponiveis na
literatura que sac esparcos concordam razoavelmente bem com os
nos50S. Na tyr 0 pKa do grupo amino e mascarado pela grande
mudanca na desprotonacao do grupo OH fen6lico tornando dificil
a sua determinacao. Observa-se ainda para 0 aminoacido que 0

efeito de Cu2+ na fluorescencia e 0 de supressao significativa



a pHs onde 0 grupo carboxilico esta desprotonado. 0 experimento
controle de supressao do fenol em presenca de Cu2+ sugere que 0

metal essencialmente nao interage com esse composto, sugerindo
entao que 0 complexo de cu2+-tyr envolve os grupos carboxilico

e amino do aminoacido. Titulacoes em funcao da concentracao do
metal mostraram que a estequiometria do complexo e 2:1 (L:M)

extrapolados dos graficos de Stern-Volmer para as constantes de
associacao metal-ligante estao na faixa de (2,9- 4,3).105M-1 0

que certamente e uma aproximacao grosseira ja que existem .em
equilibrio pelo menos duas especies CuL e CuL2 e no grafico de
stern-Volmer isso nao e levado em conta. Convem mencionar que 0

formalismo de Stern-Volmer e em geral utilizado para analisar

colisional que assume-se que ocorre a difusao colisional entre
fluor6foro e supressor no tempo de vida de fluorescencia. A
constante de Stern-Volmer Ksv pode ser decomposta no produto
kq.t como ja foi mencionado acima e onde kq e a constante
bimolecular. Supondo t = 3ns =3.10-9S 0 tempo de vida da tyr e
usando 0 valor de Ksv acima tem-se que kq =1014 M-1s-1 0 que e
muito maior do que os valores obtidos no limite difusional
(Lakowiks,1983). Isto significa que ksv s6 pode ser associada a
uma constante de supressao estatica, neste caso a constante de

seria uma constante media que nao leva em conta 0 equilibrio de
varias especies presentes em solucao.

No caso dos dipeptideos as titulacoes possibili taram a
determinacao dos valores de pks dos grupos ionizaveis
evidenciando pequenas diferencas dependendo da proximidade do



residuo aromatico do amino terminal. Para 0 qly-tyr 0 efeito de

supressao de fluorescencia s6 e observado ap6s a desprotonacao
do grupo carboxilico enquanto que no tyr-gly a presenc;a do
metal leva a reduc;ao de fluorescencia mesmo nos pHs mais
acidos. Na proporc;ao metal:ligante 1:1 acima de pH 6,0 a
fluorescencia e praticamente 100% suprimida. Foi desenvolvido
urnmodele simples de equilibrio que permitiu ajustar os dados
experimentais de fluorescencia em funcao de concentracao de

cobre e a obtenc;:aodas constantes de associac;:aopara ambos
dipeptideos. Os valores das constantes sac pr6ximas de 107 M-1

evidenciando urnacomplexac;:aoextremamente forte. Alem disso no
caso do gly-tyr as constantes sac urnpouco maiores do que para
o tyr-gly evidenciando urna maior afinidade do peptideo pelo
metal quando 0 residuo aromatico esta mais afastado do amino
terminal. Convem mencionar que na ausencia de metal a
fluorescencia de ambos os peptideos e bastante similar
sugerindo que nao existem efeito de supressao intramolecular
como ocorre como os derivados do triptofano. A estequiometria
dos complexes dos dipeptideos cornCu2+ e 1:1 0 que reforc;:aa
suposic;:aode que ernurnaampla faixa de pH 0 complexo formado e
o CuLH20 envolvendo 0 nitrogenio amina, 0 nitrogenio amida , 0

carboxilato e urnamolecula de agua. ° fato de que ernpHs altos
o tyr-gly recupera parcialmente a fluorescencia concorda corn0

enfraquecimento do complexo observado pelos dados de RPE, onde
a pHs altos os valores de ~I para 0 tyr-gly aurnentam de forma
significativa.

A tentativa de usar 0 formalismo de stern-Volmer nao
confiaveis para as

de altas, na faixa de
constantes
4.104 M-1

de

sac



bastante menores que aquelas obtidas do ajuste baseado no
modelo de equilibrio. A nao linearidade das curvas esta
associada ao fato de que, neste formalismo geralmente utiliza-
se concentrac;:ao de supres.sores livres, supoe-se que a
concentrac;:aode supressores e muito maior que a concentrac;:aode
fluor6foro ou seja, a concentrac;:aoinicial de supressores e
igual a concentrac;:aode supressores livres. 0 que nao e verdade
na situacao deste trabalho, onde foi utilizado concentracoes de



1) A decomposic;:aodos espectros de absorc;:ao6tica dos
dipeptideos Gly-tyr e Tyr-Gly permitiu a obtenc;:aodos valores
dos desdobramentos produzidos pelo campo cristalino com
simetria pr6xima da axial.

2) As medidas de RPE em solucao em funcao do pH a
temperatura ambiente e a -1500C permitiu a detec;:aode pelo
menDs 3 especies diferentes de complexes de cobre com os
dipeptideos em equilibrio, cada urn deles prevalecendo nurna
faixa limitada de pH. Ficou evidenciada a participac;:aode dois
nitrogenios, amina e amida, bem como do grupo carboxilato
formando 0 complexo, CuL(H20) nurnaampla faixa de pHs entre 7,0

e 11,0. Atraves do uso de subtrac;:aoespectral, os espectros dos
complexos puros foram obtidos e os parametros de RPE e de
absorc;:ao6tica indicam urngrau de covalencia acentuado em ambos
os complexes sendo maior para 0 Gly-Tyr.

3) As medidas de fluorescencia foram extremamente
informativas permitindo obter a estequiometria dos complexes
(relac;:aoligante:metal) em pH 7,0 e pH 9,0 que e 1:1 no caso
dos dipeptideos e 2:1 no caso do aminoacido. Essas
estequiometrias sac similares as observadas para derivados do
triptofano. Urnmodelo simples de equilibrio foi utilizado no
caso dos dipeptideos obtendo-se constantes de associac;:aona
faixa de 107M-1.

4) Finalmente e interessante notar a boa concordancia
entre os dados obtidos das medidas de fluorescencia onde a
concentrac;:aode peptideos e de 4.10-5 M e dos dados de RPE onde



a concentra<;ao e de 10-2 M, ou seja, cerca de tres ordens de

grandeza maior.



A figura abaixo apresenta uma titulac;:aode tyr-gly ja

mostrado anteriormente (fig.39), 0 ajusie da curva corresponde
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onde F4 e a fluorescencia onde todos os grupos estao
protonados, F3 onde grupo carboxilico esta desprotonado, F2 e a
fluorescencia onde 0 grupo amino esta desprotonado e Fl e a
fluorescencia onde 0 grupo fen61ico esta desprotonado.



F = F4 + l1~ (pH) + l1~ (pH) + £1f3(pH) (AI)

HB ++ H+ +B - (A2 )

..
[H+ )[B-] K [B- ]

(A3)K = => -- = --
[HB] [H+] [HB]

HB

e (1 - a)o e ao
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K
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fluorescencia experimental
a = F - F4 = A~

F3 - F4 F3 - F4



[CuL+ ]

[Cu2 + HL-]

xa
(M - xa)x(l - a)

(Kx2)a2 - (KMx + Kx2 + x)a + KMx = 0

Seja A = Kx2 , B = KMx + Kx2 + x e C = KMx, entao temos:

-B ± JB2
- 4AC

a = -------
2A



ligante(ligado)
a = ------- =

ligante(total)

. &F
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F - Fmax
F - F .max mln

F - F
a = max
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