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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a formagdo de complexos da
tirosina e de seus dipeptideos tirosil-glicina e glicil-
tirosina com o ion Cu2+_ Para a caracterizacdo destes complexos
foram utilizadas as técnicas espectroscépicas de Absorcado Otica
na regido do visivel (400 a 800 nm), Ressonadncia Paramagnética
Eletrénica em duas temperaturas (ambiente e ~-150°C) e a
técnica de fluorescéncia.

No caso da tyr os dados experimetais obtidos pela
espectrqscopia de RPE sugerem a formag3o de pelo menos duas
espécies distintas de complexos além do cobre hidratado. Os
complexos propostos foram: o Culg (ao redor de pH 3,5) e o CuLy
(na faixa de pH 4,0 e 12,0). J& para os dipeptideos sio
evidenciados trés tipos diferentes de complexos. Sao propostos
os‘seguintes complexos: Culy (ao redor de pH 4,5), CuL(H0)
( na faixa de pH 7,0 e 12,0) e CuL(OHJ2 ~ ( acima de pH 12,0).

Os espectros de RPE mostram claramente que com © aumento
de pH, ocorre a complexacdo 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 coordenacido de cCult
com dois nitrogénios. Quanto a tirosina, o espectro de seu
complexo com Cu2*, nao apresenta estrutura superhiperfina,
sendo o sinal obtido, tipico do complexo com Cult.

Da mesma forma que foi observado por RPE, pode-se
6bsefvar pelos espectros éticos, que em pHs baixos (2,0 a 3,5)
para os dipeptideos, os espectros apresentam uma banda larga e
mal resolvida, caracteristica do ion de Cu2l* livre em solucéo.

Observou-se também um deslocamento do maximo das bandas para o



azul, apresentando caraéteristicas tipicas das transicgdes d-d
correspondentes as varias espécies de complexos do metal em
equilibrio.

Os dados de fluorescéncia foram muito informativos. As
titulagles da tyr e dos dipeptideos puros em funcido do PH
permitiram a determinacdo dos valores de pKs dos grupos
ionizaveis.

O efeito de supressdo de fluorescéncia devido ao
paramagnetismo do cobre foi usado tanto para a determinacao da
estequiometria quanto para a determinacdo das constantes de
associacdo dos 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.

Um modelo simples de equilibrio foi desenvolvido e
esﬁimou—se as constantes de associacdo da ordem de 107/M-1 para

os complexos de dipeptideo-Cult,



ABSTRACT

The main goal of this work was to study the formation of
the complexes of tyrosine and its dipeptides tyrosil-glycil and
glycil-tyrosine with the transition metal ion Cut2,

The caracterization of these complexes was performed
through the use of spectroscopic techniques: optical
absorption, eletron paramagnetic resonance at both room
temperature and -150°C and fluorescence emission.

The EPR spectroscopy suggested for tyrosine two distints
species. The following complexes were proposed: Culgy (~pH 3,5)
and Culp (in the range of pH between 4,0-12,0). Three diferents
complexes were evidentiated for dipeptides-Cu?lt: Culs (~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 comblexation of cut? to the
dipeptides. Both at intermediate and high pHs and especially
above pH 10.0 a superhyperfine structure of five lines typical
for coordination of copper to two nitrogens was observed. In
the case of the aminoacid no superhyperfine structure is
observed. EPR data suggest that in a wide pH range between 7.0
and 11.0 the complex formed by the dipeptides was CulL (H20)

Eletronic optical absorption was measured at room
temperature as a function of pH in the range 2.0 - 13.0. It was
observed that at low pHs (2.0 -3.5) the spectra for the
dipeptides ‘was caracterized by a broad not well resolved band
around 800 nm characteristic of hidrated free Cut? in water
solution . EPR spectra are in agreement with this observation.

Increase of pH leads to a blue shift in the absorption band



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 10/M-1.



CAPITULO I- INTRODUGAO

1.1 Proteinas azuis

No estudo de interacdo de proteinas com metais de
transigdo, tem se dado especial atencdo ao cobre, pois ele é um
dos elementos essenciais para organismos vivos.Muitas proteinas
de Cu?t (em baixas concentracbes), exercem fungdes importantes
dentro da fisiologia animal e vegetal e o cobre faz parte de
sitios ativos em muitas enzimas. Uma das fungdes do cobre é a
sua participacdo nas reacgdes cataliticas. Quantidades
essenciais do cobre s3o necessarias para a vida, enquanto que a
deficiéncia ou excesso podem causar sérias lesdes nos tecidos
vivos, tais como a doenca de Wilson que é uma das doencas
graves do figado e a doenca de Menke onde h& uma degeneracao
progressiva do cérebro.

Em seres humanos o cobre é encontrado em ordem decrescente
de concentracdo: no figado, cérebro, coragdo, musculos e rins.
Nas células sanguineas também existem cerca de 7,0x10° Atomos
de cobre por celula (Sarkar). Por isso esse metal de transicio,
tem sido alvo de muitos estudos e dentre as proteinas, existem
algumas que merecem atencio especial, as proteinas azuis.

As proteinas azuis s&o assim chamadas devido a sua intensa
coloracdo azul e possuem propriedades espectroscépicas nao
usuais: alta intensidade das bandas de absorcao, forte
dicroismo circular associadc a estas bandas e baixo valor de
interacdo hiperfina. Algumas destas proteinas possuem vArios

ions de Cul*: a ceruloplasmina ou ferroxidase possue sete ou



oito, a laccase quatro, a plastocianina duas e as azurinas e
estelacianina apenas um ion de Cult.

Em geral o peso molecular por ion de Cult destas proteinas
variam de 14,000-20,000 daltons.

As verdadeiras proteinas azuis s3o coloridas quando o
cobre €& cuprico e clara quando cuproso. Por exemplo, a
hemocianina, que é um pigmento transportador de oxigénio em
invertebrados marinhos, é azul, porém, nio é considerada uma
proteina azul, pois a absortividade molar, por ion de Cul* é
baixa em comparagdo com as proteinas azuis.

A tabela I apresenta alguns valores experimentais
(parametros Oticos e magnéticos) de proteinas azuis que contém
apenas um unico ion de cobre.

tabela I- propriedades magnéticas e éticas de algumas proteinas azuis
contendo ion Cu2*t

proteina origem Asy g// Amax absortividade
(gauss) (nm) (mM~lcm—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

A absortividade méxima da banda em 600nm (16x103cm~1) ¢
duas ordens de grandeza maior que a dos complexos mais simples

e uma ordem de grandeza maior que a de muitos peptideos. Mesmos
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as bandas menos intensas em 500nm (19x103cm~l) e em 800nm (13x
103em~1), as proteinas azuis tem intensidade maiores que muitos
complexos de cobre pequenos.

Em pH neutro, o desdobramento hiperfino |Az| para estas
proteinas est& entre 30x10-4cm~l a 60x10-4cm-1 (menor que 100
gauss), enquanto que para as proteinas n3o azuis, este valor

varia entre 140x1074cm™! e 220x1074cm™! (maior que 140 gauss).

Na tabela I, ndo estdo incluidas as proteinas azuis que
contém varios ions de‘Cu2+, nem as que possuem cobres que nao
sdo detectaveis por RPE.

Os 1ions de cobre que s&do detectaveis por RPE siao
classificados em duas classes: tipo 1 e tipo 2.

O cobre tipo 1 possui |AZ| menor que 100x10-4%cm~l, e tem
sido encontrado apenas em proteinas que possuem bandas de
absorgc@o muito intensa em 600nm (16x103cm~1).

O cobre tipo 2 tem LAzl maior que 140x10"4cm-l
(Vanngard, 1967), e é encontrado para todos os outros complexos
de cobre incluindo aqueles que n3o s3o azuis, existindo poucas

excecdes a estas generalizacio.

1.2 Peptideos com cobre

Tem-se estudado muito complexos formados entre peptideos
com o ion Cu2+, pois eles s&o quimicamente muito parecidos com
as proteinas cupricas. Entdo, estes modelos de pequenos
peptideos com o ion Cult tém permitido muitos esclarecimentos a
respeito de complexagdc de proteinas com metais de transicéo.

Os peptideos apresentam um grande numero de possibilidade

de coordenacdo que dependem do pH, do comprimento da cadeia, se



a cadeia lateral possui ou néo grupos coordenéaveis

(Brill, 1977).

Os préprios aminoécidos complexam com metais de transicéo.
Sportelli e colaboradores (Sportelli, 1976), mostraram que em
complexos de Cu2* com aminodcidos aromaticos (tirosina,

triptofano e fenilalanina) com estequiometria 2:1, na faixa de
PH 4,2-6,8, os nitrogénios amina e os oxigénios carboxilicos
participam como ligante. Forma-se um complexo com simetria
quadrado planar, apresentando absorcio maxima ao redor de 720nm
para tyr, 690nm para trp e 630nm para phe. Os espectros de RPE
tem valores de g, da ordem de 2,150 para os trés aminoacidos,
ndo havendo diferencas significativas dos valores de g e A para
os trés aminodacidos.

Complexos de dipeptideos com estequiometria 1:1, em pHs
onde Oos nitrogénios peptidicos tém seus prétons ionizados, sio
coordenados pelos nitrogénios amina e peptidico e pelo oxigénio
carboxilico, sendo o quarto ligante uma &qua ou um grupo OH™. A
absortividade mé&xima destes complexos é cerca de 80M‘1cm'1,
perto de 640nm, sendo os espectros de RPE semelhantes aos
espectros apresentados pelos amino&cidos (Brill, 1977).

Os peptideos maiores geralmente formam complexos 1:1 com o
ion Cu2* em PHs alcalinos, participando da complexacdo dois ou
trés nitrogénios amida, um nitrogénio amina e um ou nenhum
oxigénio carboxilico ou 4agua, com absortividade maxima de
150M~1 cm™1 ao redor de 550nm. Os espectros de RPE geralmente
apresentam‘desdobramentos hiperfinos, correspondentes a trés ou
quatro nitrogénios e parametros com simetria axial (com

pequenas distorcdes rémbicas).



Um esforco maior tem sido colocado em estudos de complexos
de pequenos peptideos com ion Cult, com o objetivo de
reproduzir os dados espectroscOpicos apresentados pelas
proteiﬁas azuis.

Os complexos de pequenos peptideos tém geralmente,
simetria quadrado planar muito pouco distorcida, e possuem
espectros de RPE apresentando simetria axial. O mesmo nio
ocorre para as proteinas onde devido a vinculos estruturais a
simetria do complexo pode ser mais baixa que a axial.

A possivel influéncia de cadeias laterais, em pequenos
peptideos, pode em principio, gerar distorcdes na simetria do
complexo e, desta forma, gerar dados espectroscépicos mais
préximos das proteinas azuis que apresentam as mesmas
distorcgdes.

Nesta linha Koslowski (Koslowski,1977) realizou um estudo
dos varios dipeptideos constituidos por Gly-x, onde X é um
aminodcido aromético contendo cadeia lateral pesada préxima ao
grupo carboxilico terminal.

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

Em pH acima de 12,0 a simetria se torna rémbica, com
excecdao dos complexos gly-gly com cobre. Uma possivel
explicacdo para esta distorcdo seria dada pelo rompimento da
ligacdo do oxigénio da carboxila com o ion por razdes

estéricas, provocadas pelo alto valor de pH (Koslowski,1977).



O argumento usado por Koslowski na importadncia da cadeia
lateral pesada pode ser visto na tabela II pelo grau de

distorgéao |gx-gy| crescente com o tamanho do residuo lateral.

tabela II- paridmetros de RPE para diferentes dipeptideos com cu+

Cul*:ligante | pH gx gy gz Ax Ay Asy |gx-gy|
(1:10) (G) | (G) (G)

gly-gly 12,6 2,05012,05012,210120 20 174

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

;glg-glua 12,5 2,142 12,02512,254 |61 30 107 0,117
gly-tyr 12,6 2,15512,015(2,267 |70 30 98 0,140

Sportelli e colaboradores estudaram interacdes de Cu?lt
com aminoadcidos aromaticos, dipeptideos e tripeptideos que
possuiam aminodcidos arométicos, tais como gly-phe, gly-gly-
phe, gly-phe-ala, etc... (Sportelli, 1976 e 1977). Eles
concluiram que os valores de g, isto é go e g// medidos
diretamente dos espectros em geral decrescem na sequéncia
aminoacido 2 dipeptideo >tripeptideo,enquanto que |Ao| e |A//|
aumentam; o comprimento de onda da transicdo d-d do cobre
decresce.

A tabela III apresenta alguns dos dados experimentais

espectroscOpicos apresentados por Sportelli.



tabela III- Pardmetros de RPE para diferentes complexos de cult-
ligantes

Ligante |A//|12 IAiliz g// gL Aot2 | g0
(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

No presente trabalho através das técnicas de RPE,
Fluorescéncia e Absorgdo 6tica, estamos descrevendo o
comportamento da tyr e dois de seus dipeptideos gly-tyr e tyr
gly e a influencia da cadeia lateral pesada em funcido do pPH.
Também estamos estudando a interagdo da tyr e dos dipeptideos
com o ion Cu2t, e como este ion suprime a fluorescéncia, em que
proporcdo este ion se liga ao aminoidcido e peptideos na
formagcdo de complexos.

Devido ao paramagnetismo do ion Cul*t e em consequéncia da
complexagdo com a tyr e os dipeptideos ocorre uma supressao
significativa da fluorescéncia que pode ser usada no estudo da
formacdo dos complexos, determinando-se as constantes de

estabilidade e estequiometria.



Capitulo II -Ressonéncia Paramagnética Eletrdnica (RPE)

2.1 Introducdo

A técnica de Ressonancia Paramagnética Eletrdnica (RPE) é
um tipo de espectroscopia que envolve a absorcdo de energia de
uma fonte de microondas por uma amostra colocada em um campo
magnético externo. A amostra deve conter ions paramagnéticos
(elétron desemparelhados) em sua estrutura, isto é, possuir
momento magnético para poder interagir com o campo magnético.

Entretanto na natureza, nem todos os sitemas encontradbs
sdo paramgnéticos. Desta forma aqueles sistemas que contém
centros paramagnéticos intrinsecos podem facilmente ser
estudados. Na auséncia de paramagnetismo existem maneira de
criarmos estes centros, tais como : introduzir moléculas ou
ions paramagnéticos na rede cristalina (os marcadores de spin,
metais de transicgdo); criar defeitos na amostra através de
irradiacdo de raio X, por exemplo.

Os espectros de RPE normalmente s3o obtidos, wvariando-se
os campé aplicado para uma dada frequéncia fixa. As frequéncias
mais comuns existentes s&o: banda Q (35 GHz), banda X (9,5
GHz), banda S (2-4 GHz) e banda L (1-2 GHz).

Através da técnica de RPE podemos estudar estrutura e
dindmica de moléculas, mudangas conformacionais de proteinas,
interacdes de complexos quimicos. A técnica também pode ser

usada como um método de investigagdo de impurezas em amostras.

2.2 A técnica de RPE



A técnica de RPE se baseia no desdobramento de niveis de
energia correspondentes ao spin eletrdnico mediante a aplicacao
de um campo magnético estatico ﬁ ( efeito Zeeman ).

O sistema mais simples para estudarmos os principios da

RPE é 0 caso de um elétron colocado em um campo magnético. Este

sistema possui dois niveis de energia e spin eletrdnico S==%.

Na auséncia de campo magnético os niveis de energia s3o

degenerados, mas sdoc desdobrados na presenca deste.

_)
De acordo com a fisica cléssica o momento magnético

-
interage com o campo magético H apresentando uma energia de

interagcdo E continua:
- S
E=-uH (2.1)
Na mecénica quantica esta energia possui valores bem
definidos, isto é, E é quantizado. Por isso a expressdo (2.1)
pode ser trocada por um Hamiltoniano de interacdo, dado por:

%=-pn H (2.2)

O momento magnético correspondente ao spin do elétron é

dado por :

H = —gBS (2.3)

onde B é magneton de Bohr, S & o spin eletrénico e g &€ o fator
giromagnético, cujo valor é caracteristico da espécie.
Substituindo a equacdo 2.3 em 2.2, temos:

%=gBS-H (2.4)
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A solucgdo deste Hamiltoniano fornece as possiveis energias

para o sistema.

Denotando-se por za direcdo do campo magnético, temos:

E = gBHMs (2.5)

onde S, indica que, como os spins eletrénicos s3o quantizados,
tomam algumas orientacdes permitidas em relacdo ao campo
magnético, correspondentes as energias distintas.

Para o caso do sistema de dois niveis de energia onde

S = };'asﬂenergias obtidas como solucdo para a equacdo 2.2 sio

= 4+14) =1

E+(M --+2) 2g'BH (2.6)
= -1y - _1

E_(Ms = 2)- 2gBH (2.7)

Podemos induzir transicdes fornecendo ao sistema uma
quantidade de energia 4E = gfH. Assim, se para o sistema for
fornecido energia através de uma fonte de microondas de

frequéncia v, a condicdo para a transicdo espectroscépica sera

dada por :
E_ - E+ = hv = gBHo (2.8)
onde h é a constante de Planck.
Se variarmos entdo o valor de H, podemos encontrar o campo

de ressonédncia H, e consequentemente o fator g, que indica a
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posicdo do espectro em fungdo ao campo magnético, j& que
hv 1

g=—-—.
B H
A absorcdo de energia gera um espectro que normalmente é

registrado na forma da primeira derivada da absorcdo e esta

mostrado na fig.l.

A
Absorcdo t '
-
Derivada da /
Absorgao .~
, >
o H

fig.l Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrénico S=1/2 na
presenca de campo magnético (Knowles,1976)

2.3 Desdobramento Hiperfino
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O desdobramento hiperfino origina-se da interacdo do
momento magnético eletrdénico com o momento magnético de nucleos
vizinhos. Para ions dos metais de transigdo, o desdobramento
hiperfino dominante vem do nucleo do ion paramagnético e a
estrutura superhiperfina, com desdobramentos menores, podem vir
dos ligantes, sendo o mais comum o0 nitrogénio.

| O numero de linhas hiperfinas de um dado nicleo depende do
seu spin nuclear I, este numero & dado por (2I +1), para uma

espécie com I=1, por exemplo o nitrogénio; cada spin nuclear é
quantizado e tem trés orienta¢des ©possiveis igualmente
provaveis correspondentes as projec¢des do spin: I, = 1, 0, +1.
Cada nucleo da& origem a trés linhas como indica a figura 2
.Nesta figura o desdobramento hiperfino nos niveis de energia
serd dado por 1/2 A,onde A é a constante de desdobramento
hiperfino, pois a energia de interacdo hiperfina é dada por

A-Iz -Sz. Entdo, quando se tem a contribuigcdo da interacao

hiperfina, a equacdo 2.8 se torna:

- 1
hv = gBH ¢ 3 Am_ (2.9)

onde my sd3o os possiveis valores de I,. A constante hiperfina A
serd dada em unidades de energia(cm‘l) ou em unidades de campo
magnético A/gBf (Gauss).

As linhas hiperfinas podem ser utilizadas para identificar

0 nuicleo o qual deu origem ao desdobramento hiperfino do

espectro de RPE.
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1;‘
74
o -3
Derivada da +
Absorgio A
Al a4 '
A7
|
i
0 M

fig.2 Desdobramento hiperfino para spin nuclear I=1.

As miltiplas linhas de um uUnico nicleo ou miltiplas linhas
de diversos nucleos equivalentes podem ser diferenciadas. Estas
Ultimas, embora igualmente espacadas, possuem intensidades
diferentes enquanto um uUnico nucleo, com maior momento nuclear,
dd origem a 1linhas de intensidades iquais . Em geral, os
desdobramentos hiperfinos para n nicleos equivalentes consistem

de (n+l) linhas que sdo igualmente espacadas e tem intensidades
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dadas pela tabela IV. As intensidades relativas s&o dadas pelos

coeficientes binomiais da expansdo da expressdo (1+x)D,

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 1IV-Intensidades relativas das linhas hiperfinas do  nicleos
equivalentes

2.4 Espectros de RPE
2.4.1 Espectros de amostras em solugdo

As moléculas em solucdo diluida e ndo viscosa possuem um
movimento répido e randomico, por isso, todos os efeitos da
anisotropia sdo anulados, isto €&, o0s espectros de amostras em
solugéo serao independentes da orientacdo magnética.
Consequentemente os valores de g e constante hiperfina seréo

uma média dos valores principais dos tensores g e hiperfino,

respectivamente (gxx,dyy,J9zz e .Axx,}\ ,Azz). Estes valores

Yy

sdo conhecidos como g isotrépico (g,) e constante isotrépica

hiperfina (Ay) e sdo dados por:

(A__+ A + A__) (2.10)

1
3
—;-(g +g. +4g_) (2.11)

Em caso de simetria axial, a expressdo se simplifica:
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=1
A = 3(A//+2A_L) (2.12)
pois, A= A// € Ayx=Ayy=ZA|; analogamente

=31
9% ~ 3(9// + ZQL) (2.13)

Geralmente estes espectros isotrépicos possuem linhas

finas.
2.4.2 Espectros de solugido congelada ou espectro de pd

Quando se abaixa a temperatura as moléculas ja& nido possuem
mais movimentos répidos nem randémicos, por isso os espectros
apresentados terdo a contribuigdo de todas as possiveis
orientagdes. Neste caso 05 valores de g e os desdobramentos
hiperfinos dependem da direcdo do campo magnético em relacio
aos eixos moleculares e um espectro com muito mais informacées
serd obtido.

Ao 1invés de linhas finas encontradas nos espectros
isotrdépicos, teremos agora espectros com linhas mais largas e
formas de linhas distorcidas.

A principio todos os valores principais de A e g deveriam
ser determinados nestes espectros. Entretanto devida a
superposigdo dos espectros, nem sempre todos os valores de g e
desdobramentos hiperfinos podem ser determinados.

A fig.3 mostra um espectro de amostra congelada de uma

proteina de cobre com simetria axial.



16

9%

I

Fig.3 Espectro de pé de uma proteina de cobre tipica a -150°C.

Avfig.3 mostra a disténcia entre os picos em campo baixo,
que corresponde ao desdobramento hiperfino Ass. O valor de g//
é encontrado medindo-se o centro de gravidade destas linhas
espectrais, e g| €& o centro de gravidade da linha espectral
para campo alto. Ndo se consegue determinar o valor de A|

através do espectro, pois ele deve ter um valor muito pequeno

para ser resolvido.
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CAPITULO III - FLUORESCENCIA
3.1 Introducéao

A espectroscopia de fluorescéncia tem sido largamente
utilizada como ferramenta nas pesquisas quimicas, bioquimicas,
biofisicas e médicas. Este uso tem-se ampliado devido ao
desenvolvimento de novas tecnologias na producdo e deteccdo da
luz.

Varios fatores tém contribuido para que esta técnica seja
muito utilizada, entre eles a possibilidade de se trabalhar com
solucdes extremamente diluidas, tipicamente na faixa de 10-6 M.
para proteinas ou 10°7 - 10°5 M para outros grupos
fluorescentes. J& que a técnica investiga apenas subunidades
qoleculares que possuem grupos fluorescentes, ela permite
ogtencéo de informa¢des da vizinhanga do croméforo. A alta
sensibilidade da técnica ¢é uma consequéncia do tempo
relativamente longo (10~ 9s-10-6s) que uma molécula fluorescente
permanece em um estado excitado. A absorgdo 6tica, por exemplo,
€ um processo que ocorre em um periodo extremamente curto, da
ordem de 1015 s, e nesta escala de tempo a molécula e o meio
sdo efetivamente estdticos. J& na fluorescéncia, que é um
fendmeno onde a molécula permanece excitada durante um tempo
de pus a ns, varios processos podem acontecer tais como: reacdes
de protonagdo e desprotonagdo, mudancas conformacionaié em
proteihas‘e reorientagdo do croméforo. Também deve-se levar em
conta, que a emissd3c de 1luz pode revelar propriedades
completamente diferentes das propriedades estudadas ou obtidas

por andlise da absorgdo 6tica, uma vez que se obtém informacdes
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sobre propriedades e reatividades dos estados excitados. Uma
outra vantagem é a seletividade do processo. Em proteinas, por
exemplo, existem apenas 3 aminoicidos fluorescentes, o trp, a
tyr e a phe que podem ser usados como marcadores intrinsecos.
As proteinas que niao possuem croméforos fluorescentes, isto é
que ndo contém aminodcidos aromaticos podem-se acoplar
covalentemente ou n3oc marcadores extrinsecos. Os marcadores
covalentes sdo principalmente aqueles que possuem grupos
reativos que modificam seletivamente tidis e aminas de

proteinas. Alquns exemplos est3o apresentados a seguir na

figura 4.
HC\ _~CHs
N~ HoN NH,
NcHycH,
S0,1
Iodeto de Dansila Pireno ‘ Brometo de etidium

fig.4 Algumas Estruturas de sondas de fluorescéncia (Cantor,1980)
3.2 Principios bésicos da fluorescéncia

A fluorescéncia é um fendémeno gque ehvolve a absorcao de
energia por uma molécula. Quando esta absorve um féton de luz,
um elétron é promovido do estado fundamental para um estado
excitado. Ocorre entdo, um relaxamento para o nivel vibracional

fundamental do estado excitado através da conversdo interna
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(processo ndo radiativo), e entdo hd o retorno para o estado

eletrénico fundamental com emissdo de luz.

Porém como mostra a fig. 5, competindo com a emisséo,
existem varios outros processos que contribuem para o estado
excitado perder energia.

Os proceésos ndo radiativos de relaxamento que competem
com a fluorescéncia (kp) sdo: conversdo interna (kig)s:
cruzamento intersistema (kjg5) e supressdo de varios tipos

[kq(Q)]. Portanto a fragdo que representa a deexcitacéo

através da fluorescéncia é dada por:

Ke
¢F= k k.  +k,_ +k (Q) (3.1)
F + ic is s(Q

Esta fracdo ¢p ¢é conhecida como rendimento quéntico de
fluorescéncia. Podemos ver através desta equac3o que, se todos
0S processos nao radiativos n3o existissem ou fossem
infinitamente despreziveis entio ¢p=1, ou seja o rendimento
quantico de fluorescéncia seria 100%, isto é, o dnico mecanismo
de relaxamento seria a fluorescéncia.

Discutindo ent3o, alguns dos fatores que afetam a

intensidade da fluorescéncia temos :

(1) Conversdo Interna (kjc): Neste processo, a energia de
excitacdo é perdida por colis3do com o solvente ou por
dissipacdo através dos modos vibracionais internos, geralmente
Kic e a temperatura sdo diretamente proporcionais,
consequentemente a fluorescéncia decresce com o aumento da

temperatura.
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fig.5 Os caminhos para produgdo e relaxamento de um estado excitado

(2) Cruzamento intersistema (kjg): Neste processo isoenergético
a troca de spin (nominalmente proibida) converte um singleté
excitado S; em um estado tripleto excitado Tj, que decai
prontamente para o© nivel vibracional fundamental T1, Qque se
converte para o estado singleto fundamental Sor tanto por
fosforescéncia (emissdo de um féton) ou por conversdo interna.
Geralmente o estado tripleto Tj, tem energia mais baixa que o
singleto excitado Sj, portanto, a fosforescéncia ocorre em
comprimentos de ondas maiores que a fluorescéncia. Como a
transicéo envolvida na fosforescéncia envolve mudanca de
multiplicidade S1-T{ e T;—Sy, © tempo de vida é muito mais

longo que o tempo de vida de fluorescéncia.
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(3) Supressdo de fluorescéncia [Kq(Q)]. Geralmente ¢é o
resultado de colisdes ou de formagdo de complexos com solutos
moleculares (Q) capazes de reduzir o tempo de vida do estado

excitado ou manter o complexo no estado fundamental

provocando a supressdo de fluorescéncia.

Consideremos agora, o efeito de outros niveis eletrénicos.
A fig.6 mostra esquematicamente a excitacido e emissdo de
fluorescéncia.

A conversado interna entre os singletos de energia
mais altos, tal como S3—S, é muito mais rapida que as taxas
que consideramos até aqui (S;—»Sy). A relaxacdo vibracional dos
niveis vibracionais excitados de cada estado eletrdnico é mais
réapida que a emissdo de féton., O resultado pratico é Que toda
fluoreécéncia que observamos é normalmente originaria do nivel
vibracional fundamental do singleto excitado. Esta observacao
tem implicag¢des importantes (Brand,L):

- O espectro de 1luz emitida deve ser independente do
comprimento de onda de excitacdo, Agxc-

- Todos os espectros de fluorescéncia estardo deslocados para
comprimentos de onda maiores (menor energia) que a banda de
absorg¢ao.

- a forma da banda de emiss3o sera aproximadamente uma imagem
especular da banda de absor¢do cujo maximo estd centrado em
comprimentos de ondas maiores que o da banda de absorcdo. Este

deslocamento é conhecido como deslocamento de Stokes.
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fig.6 A excitagdo e emissdo de fluorescéncia. (Cantor,1980)
3.3 Medidas de fluorescéncia
3.3.1 Espectros de excitaclio da fluorescéncia

Os espectros de excitacgdo representam as intensidades da
fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda da 1luz
excitadora. No caso de uma solug3o pura de uma molécula
crombfora, o espectro de excitacdo corrigido correspondera ao
‘espectro de absorcido desde que a relaxamento radiativa ocorra
do nivel vibracional fundamental do estado eletrdnico excitado.
Este parametro ird mudar se a energia potencial relativa entre
os estados excitado e fundamental for modificado por alguma
pertubacio. |

3.3.2 Espectros de emissio da fluorescéncia
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Os espectros de emissio representam as intensidades da
fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda da emiss3o. Ela
representa a transigcdo do nivel vibracional mais baixo do
primeiro estado excitado S; para o estado fundamental So. Tem-
se um interesse particular nos espectros de emissdo, pois ele é
sensivel as reagdes quimicas ou perturbacdes de solventes

durante o tempo de vida do estado excitado.

3.3.3 Rendimento quéantico da fluorescéncia

O rendimento quéntico ¢p é definido como a razao entre o
numero de quanta emitido pelo nlmero de quanta total
absorvido.

.Para um dado composto, o rendimento quantico depende das
taxas de varios processos de relaxamento expresso pela equacgao
(3.1) énglobando-se as constantes de velocidade dos fendémenos

ndo radiativos dentro de uma somatéria:

k

¢ = E (3.2)
F ke + Tk, + Tk [Q.)
i 533

kp €& a constante de velocidade para emiss3o da
fluorescéncia e ki s3o as constantes de velocidade para os
varios processos ndo radiativos de relaxacio que competem com
a fluorescéncia e kj sdo as constantes de supressi3o pelas
sdbstancias Q.

Como consequéncia destes 'muitos caminhos para a dissipacdo
do excesso de energia, o rendimento quantico pode ser muito

sensivel ao meio e aos grupos estruturais que cercam o
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croméfbro. Entdo, devido a existéncia destes varios outros
processos que competem com a emissdo de fluorescéncia, o
rendimento quéntico é sempre menor que 1 (dp < 1).

As medidas de rendimento quintico podem nos dar idéia da
contribuicdo da fluorescéncia para reacdes do estado excitado,
enquanto que o espectro de absorcdo fornece informacdes

principalmente sobre reagdes do estado fundamental.

3.3.4 Tempo de vida do estado excitado (14)

O tempo de vida 145, que equivale a k™1 & definido como o
tempo requerido para que a populagio decaia para 1/e do valor
inicial através de um mecanismo particular ( equacdo 3.4 ).

Na tabela V estao apresentados valores tipicos das
constantes de velocidades e de tempos de vida que estdo

envolvidos nos varios processos relacionados as transigdes

eletrdénicas.
tabela V* - Valores tipicos de parimetros fotofisicos de moléculas
orgénicas

Processo cte.velocidadek(s~1) Ty (8)

So—S7 1011 - 1014 10-14 - 10-11

S1S4 105 - 108 10-8 - 10-5

S1—-T1 107 - 108 10-8 - 10-7

T1—S0 10-1 - 104 1074 - 10

* (Dwaine, 1976)
Como pode-se observar enquanto o tempo requerido para
absorver um féton ultravioleta é de aproximadamente 10-15s, o

tempo de relaxacdo de moléculas em solventes orgadnicos comuns é
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aproximadamente de 10115, Por outro lado a fosforescéncia
caracteriza-se por tempos de vida mais longos que variam desde
10-7s até valores na faixa de milisegundos. Por envolver
transigdes entre estados de multiplicidades distintas a emissao
de fluorescéncia como em um processo de decaimento, é de

primeira ordem e pode ser descrito por uma funcdo exponencial:

A* =ne=t (3.3)
o 1
0
At
Quando t = T 2 - el
A
o
* A
AT =2 (3.4)
e

onde Ay € o numero de moléculas excitadas no instante que a luz
. . . % P ” 2

excitadora € desligada e A" é o numero de moléculas que

permanecem excitadas em um instante t, apdés a luz excitadora

ser desligada e e=base natural do logaritimo=2,71828.
3.3.5 Arranjo experimental para a medida de fluorescéncia

A fig.7 mostra uma montagem esquemadtica tipica para as

medidas de fluorescéncia.
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M,

il

fig.7 Diagrama esquemitico de um espectrofluorimetro. L é a fonte de luz;
M; é um monocromador de excitagido; M> é um monocromador de emiss3o e PM é
uma fotomultiplicadora e s a amostra .(Cantor,1980)

Este arranjo pode ser usado de duas maneiras: se variarmos
o0 monocromador de emissdo My mantendo-se fixo o monocromador de

excitacdo Mj, temos um espectro de emissio, que é a

distribuicdo da intensidade em func¢do do comprimento de onda de
luz emitido pelo singleto excitado. Alternativamente podemos
ter My fixo e M; variando. Neste caso temos a producdo do

espectro de excitacdo. Como todos os estados excitados de

energia mais alta decaem rapidamente para o estado vibracional
mais baixo do primeiro estado eletrdnico excitado antes da
emissdo, o espectro de excitacdo de um composto puro deve ter

exatamente a mesma forma do espectro de absorcio.

3.4 Sensibilidade da fluorescéncia ao meio

Geralmente a emissdo da fluorescéncia é muito mais
sensivel ao meio ambiente em que se encontra o croméforo que a
absorcdo de luz. Portanto, a fluorescéncia é uma técnica muito
mais efetiva para se estudar as ligacdes dos ligantes ou

mudancas conformacionais de proteinas. A sensibilidade da
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fluorescéncia & uma consequéncia do longo tempo que a molécula

permanece no estado excitado antes da relaxamento.

Na fluorescéncia um singleto permanece no estado excitado
cerca de 1079s. Neste tempo varios tipos de processos podem
ocorrer, tais como reagdes de protonagdo ou desprotonacio,
mudancas conformacionais locais de proteinas, alterando a
natureza quimica ou a coordenada de ligacdo afetando assim as

caracteristicas da emissdo. No caso da absorcdo 6tica, que é um

processo que ocorre em 10°15 s, a molécula e seu meio sao
efetivamente estaticos.

Muitas moléculas fluorescentes tem uma propriedade
conveniente: ter a fluorescéncia suprimida quando estdo em
solucdo aquosa; porém quando estdo em meio rigido ou nao polar,

tem a intensidade da fluorescéncia aumentada.

10
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fig.8 Espectro de excitagdo do brometo de etidina em solugdo aquosa (linha
cheia) ou ligado (linhas tracejadas)

Se um marcador for ligado a um sitio nao polar ou rigido
de‘uma proteina o espectro de fluorescéncia serd dominado por
espécies ligadas. Um exemplo ¢é o caso do brometo de etidina

apresentado na fig.8
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Um outro efeito do meio, & o cromoféro fluorescente sofrer
supressdo colisional devido a solutos moleculares. O oxigénio é
um tripleto no estado fundamental que ao colidir com um
singleto excitado promove o <cruzamento entre sistemas
aumentando a velocidade de conversdo singleto-tripleto,

suprimindo a fluorescéncia. Qualquer 4tomo pesado, como por
exemplo o iodeto e os ions de <césio, apresenta também
propriedade supressora, entretanto através de um mecanismo
distinto (Cantor,1980).

Um croméforo livre em solucdo aquosa é muito sensivel
para tal supressdo. Quando incorporado em uma estrutura
macromolecular ele se torna menos sensivel ao solvente. Esta
blindagem é uma protegdo contra a supress3o da fluorescéncia.
As medidas de fluorescéncia em funcdoc da concentracao do
supressor podem ajudar a discriminar grupos de uma proteina que

estejam profundamente escondidos.
3.5 Supressido de fluorescéncia

Denomina-se supressdo de fluorescéncia, qualquer processo
que diminui a intensidade da fluorescéncia de uma dada espécie.
Estes processos podem ser : reacgdes no estado excitado,
transferéncia de energia, formagcdo de complexos e supressao por
colisédo.

Dentre estes processos iremos discutir a supressao
colisional e a supressdao estatica. Chama-se supressao
polisional ou dindmica aquela que é devido as colisdes entre
fluoréforos e supressores. Por outro lado a supressdo estatica

aquela devido a formacao de complexos.
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A supressdo da fluorescéncia tem sido muito utilizada como
ferramenta. Estas apliéacées sdo devido a propriedades
favoravéis do processo de supressdo. Os dois tipos de supressao
requerem um contato entre o fluoroféro e o supressor, e

consequentemente fornecem informagcdes importantes sobre o

fluordforo.
No caso da supressdo estdtica, um complexo é formado entre

o fluoréforo e supressor, sendo que, este complexo nio é
fluorescente.

No caso da supressao colisional, o supressor precisa
difundir com o fluoréforo durante o tempo de vida excitado (é
um processo dependente do tempo). Apbés o contato, o fluordforo
retorna ao estado fundamental sem a emiss3do de um féton.
Através desta observacido, pode-se conhecer, por exemplo, a
acessibilidade do fluoréforo ao supressor. Se um dado solvente
é muito viscoso, entdo a difus3o é muito lenta, portanto, a
supressdo serd inibida. Com isso a supress3o pode revelar a

velocidade de difusido do supressor.

3.5.1 Supressio colisional

A supressdao colisional da fluorescéncia é descrita pela

equacdo de Stern-Volmer:

F

02 - =
e 1+ tho[Q] =1+ K_,,I[Q] (3.5)

SV

F e Fo sdao as intensidades de fluorescéncia na presenca e

na auséncia de supressores, respectivamente; kp é a constante
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bimolecular de supressdo; 15 € 0 tempo de vida do fluoréforo na
auséncia do supressor; [Q] é a concentracdo do supressor.

Geralmente representamos graficamente Fo / F em fungdo de
(Q] pois espera-se que Fo/F seja linearmente dependente da
concentragao do supressor. A reta deste grafico deve
interceptar o eixo para Fy / F =1 e a inclinagdo nos fornece
a constante Kgy, | st‘l é a concentragdo do supressor para o
qual Fy / F = 2 ou seja 50% da intensidade seja suprimida).

Em geral, um grafico de Stern-Volmer linear indica uma
Unica classe de fluoréforos ou pelo menos todos igualmente
acessiveis ao supressor. Se existir mais de uma classe de
fluoréforos, cujas acessibilidades ao supressor sdo distintas,
entdo o gréfico de Stern- Volmer ndoc serd um grafico linear.

E importante observar aqui, que apenas o grafico linear de
Stern-Volmer ndo prova a ocorréncia de supressio colisional da

fluorescéncia. Devemos ter maiores evidencias, das quais

falaremos mais adiante.

3.5.2 Supressido estatica

No caso da supressdo estdtica, hd formagdo de um complexo
ndo fluorescente entre o fluoréforo e o supressor . Quando este
complexo absorve luz ele retorna ao estado fundamental sem a
emissdo de um féton.

Podemos relacionar a intensidade da fluorescéncia com o
supressor através da constante ‘de assocliacdo da formac3o de

complexos. Esta constante seri dada por:
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[F Q]
s [F)[Q]

K

(3.6)

[F-Q] é a concentracéao do complexo; [F] e [Q] s&o
respectivamente as concentracdes do fluoréforo e supressor
livres.

Se a espécie complexada é ndo fluorescente, entdo a fracdo
da fluorescéncia que permanecer (F, / F) serd dada pela fracio

dos fluoré6foros que permaneceram livres (f), isto é:

F
f=-=2 (3.7)
F
Denominando-se [Flo como a concentragdo total de
fluoréforos, temos que:
[F], = [F] +[E_Q] (3.8)

Substituindo a equagdo (3.8) em (3.6),

_[F -] (Rl

K = -
S [F1{Q] (FI[Q] [Q]

(3.9)

Como a razdo das concentracdes de fluoréforos [F]/([Fl,

equivale a razdo entre as intensidades de fluorescéncia F/Fq,

temos:

K, = o — (= } (3.10)
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F
£ =1+K [0Q] (3.11)
F S

Podemos notar, que a equacdo (3.5) é idéntica a equagao

(3.11), com excecdo da constante de supressio que na equacao
(3.11) representa a constante de associacio.

Entdo para distinguirmos qual é o tipo de supressdo que
esta ocorrendo, precisamos conhecer a dependéncia da supressio
com o tempo de vida, com a temperatura e com a viscosidade.

Medidas de tempo de vida da fluorescéncia é o método mais
efetivo para se distinguir entre os dois tipos de supressao.

As medidas de supressdo em funcdo da temperatura podem
indicar qual o mecanismo de supressio que estd ocorrendo. A
supressao dindmica depende da difus3o e para altas temperaturas
o coeficiente de difus3o aumenta e portanto espera-se que a
constante de supressdo bimolecular também aumente. Ao
contrdrio, na supressdo estatica a estabilidade do complexo
decresce com a aumento da temperatura e consequentemente
diminui o valor da constante de supressdo estatica .

Podemos também distinguir por meio dos espectros o6éticos
qual é 0 tipo de supress3o. A supress3o colisional afeta
apenas os estados excitados do fluoréforo e portanto nao ha
mudangas no espectro 6tico. J& a formacdo de complexos no
estado fundamental frequentemente resulta na perturbacdao do

espectro ético do fluoréforo.

3.6 Transferéncia de energia
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A transferéncia de energia é definida como a tranferéncia
do estado excitado de um doador (d) para um aceitador(a). Esta
transferéncia €& resultante da interacdo dipolo - dipolo entre o

doador d e o aceitador a.

fig.9 Espectro esquemidtico para um par de doador e aceptor para medidas de
transferéncia de energia (Cantor,1980)

A taxa de transferéncia de energia depende da superposicio
dos espectros de emissdo do doador e de absorcdo do aceitador,
da orientacdo relativa do doador e do aceptor, e da distancia
entre as moléculas. A partir da medida da transferéncia de
energia pode se medir disténcias entre doadores e aceptores.
Como demonstraremos em seguida tais medidas requerem que d-a
sejam separadas por uma distdncia que n3o varia durante o tempo
de vida do estado excitado do doador.

Considere um doador e um aceitador separados por uma
distancia fixa R. A teoria de Theodore Fdrster estabelece que,

a taxa de transferéncia de energia é dada por
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k. = (=26 (3.12)
R

Tp € o tempo de vida do doador na auséncia do aceitador e

Ry € a disténcia critica de Férster, dada pela equagao (3.13):

1
Ry = 9,7 X 103(Jx2n‘4¢D>6 cm (3.13)

onde J é a integral superposicao de recobrimento entre as
bandas de emissdo do doador e de absorcdo do aceitador, fp é a
fluorescéncia normalizada do doador, n é o indice de refracéao
do meio que separa o doador e o aceitador, ¢p € o rendimento
quantico do doador na auséncia do aceitador, k2 é um fator
geoméﬁrico complexo que depende da orientacdo relativa do
doador e do aceitador.
Um parametro que é medido frequentemente é a eficiéncia da
transferéncia de energia (E). Este parametro, a fracao de
doadores excitados que s3o deexcitados pela transferéncia de

energia para os aceitadores, & determinado pela equacdo (3.14)

E= — 2L (3.14)

Substituindo (3.12) em (3.14) , temos

P = R (3.15)
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Portanto a eficiéncia de transferéncia de energia pode ser
diretamente relacionada com as distancias entre um doador e um

aceitador.
3.7 Fluorescéncia de proteinas

Trés aminodcidos sao responsdveis pela emissio da

fluorescéncia que se observa em proteinas: o trp, a tyr e a

phe. Os espectros de absorcio estao mostrados na fig.1l0a e os

seus parametros tabelados na tabela VI.

tabela VI-Propriedades espectroscédpicas da phe, tyr e trp (Szabo,1989)

aminodcidos | Apay(nm) | g (M~lcm—1) or Aemissap (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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Fig.1l0 (b) Espectros de emissdo dos aminoacidos (Lakowicz,1983)
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Geralmente as proteinas s&o excitadas em um comprimento de
onda préximo ou maior que 280nm. Em consequéncia, a phe n3o é
excitada; além disso o rendimento quéantico desta é muito mais
baixo e portanto a emissdo deste residuo raramente & observado.

A absorgdo de proteinas em 280 nm entdo é devido aos
residuos da tyr e do trp. Em comprimentos de onda maiores que
295 nm, a absorgdo é devido principalmente ao trp. Sugerindo
entdao que a fluorescéncia do trp pode ser excitada
seletivamente na faixa de 295nm & 305nm. Entretanto, trabalhos
recentes mostram que, a tyr também tem sido utilizada como uma
marcador extrinseco de fluorescéncia de proteinas,
(Huggins, 1993; Lin,1991; Tadaki, 1993; Wells-Knecht, 1993). Em
proteinas que possuem os dois aminodcidos o trp e a tyr , pode-
se selecionar a emissdo da tyr por métodos quimicos ( Casas-
Finet, 1992). |

O espectro de emissdo dos aminodcidos aromaticos estao
mostrados na fig.1l0b. A emissdo madxima do trp ocorre em 348 nm
e é 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 emissdo da phe ocorre

em 282nm.
3.7.1 A emissdo do trp e da tyr

Em muitas proteinas, a emissdo da fluorescéncia é dominada
bpeld trp, quando o comprimento de onda de excitacdo é maior que
280 nm. Isto estd ilustrado na fig.l1ll; ela mostra o espéctro de
emissdo da albumina do soro humana (ASH), do trp e de uma

mistura de tyr e trp na razido molar 18:1.
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fig.1ll Espectro de emissdo da fluorescéncia do ASH e aminoacidos
aromaticos. (1)ASH, (2)try, (3)mistura de tyr com try. (Lakowicz,1983)

A emissd3o de trp de ASH ocorre em comprimentos de onda
menores quando comparados a do trp em &gua. Este deslocamento
para o azul é resultado da blindagem do trp pela &agua. Embora
exista grande quantidade de tyr, o espectro de emissd3o do ASH é
predominantemente devido ao trp. Isto é surpreendente, pois a
emissdo da tyr domina o espectro da mistura da tyr e do trp
18:1, que reproduz a proporgdo destes residuos no ASH. Apesar
da sua alta absortividade em 280nm, seu alto rendimento

quantico em solugdo aquosa, a emissdo da tyr de muitas
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proteinas € muito pequena e na maioria das vezes ndo é

detectavel.

A auséncia da emissdo da tyr em muitas proteinas depende
da sua estrutura tridimensional. Geralmente a desnaturacao de
proteinas resulta no crescimento da emissio da tyr. Foram
sugeridas muitas razdes para a auséncia da fluorescéncia da tyr
naé proteinas: uma delas pode ser a transferéncia de energia

para residuos do trp. Espera-se -que a transferéncia de energia
seja eficiente , desde que a distdncia critica de Férster para
transferéncia Tyr-Trp, seja aproximadamente 14 A, cujo valor
é compardvel ao diadmetro de muitas proteinas.

Outra razio pode ser a supress3o da fluorescéncia da tyr
pela presenca de grupos préximos a cadeia peptidica (grupos
carboxilicos carregados ou grupos aminos na&o carregados). Tal
supressédo € devido a transferéncia de um préton para prétons
aceitadores durante o tempo de vida do estado excitado
(Lakowicz, 1983 ). Além disso a fluorescéncia da Tyr também

pode ser suprimida pelos grupos amino carregados e pelos grupos

carboxilatos neutros.
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CAPITULO IV-MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Nesse trabalho foram wutilizados a L-tyr na forma
cloridrato (PM=217.7) e os peptideos gly-L-tyr e L-tyr-gly
(PM=238.2) obtidos comercialmente da Sigma Chemical Co.

As solugdes de cobre foram preparadas a partir de

CuSO,.5H,0 obtido comercialmente da Merck.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
As estruturas quimicas da tyr e dipeptideos estao

apresentados na fig.12.

H0—< >—<*&jﬁ:-H

L-tirosina

NH,

4 i
HCF_<<ij;>__Ckb-é-'* FF—i-—H
o’ \NH_'E?_H o \NH_E o __O_OH

o “oH o? “oH

L-tirosil-glicina Glicil-L-tirosina

fig.12 Estrutura molecular da L-tyr, L-tyr-gly e Gly-L-tyr
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4.2 Equipamentos

Para as medidas de absorgdo o6tica foram utilizados os
espectrofotdmetros Varian modelo Cary 2315 e Shimadzu UV-180.

As medidas de RPE foram realizadas em um espectrdmetro
Varian modelo E-109, operando em banda-X (9.5 GHz) em duas
temperaturas, ambiente e préximo 4 do nitrogénio 1liquido
(-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 uma cela plana de quartzo, a fim de se
evitar perdas dielétricas devido a presenga de 4agua na
cavidade. H4 um minimo de perda quando a parte larga da cela se
encontra paralela a lateral da cavidade e a camada de 4gua
corresponde a espessura da parede interna da cela que é cerca
de 0, lmm.

As medidas a temperatura baixa foram feitas por meio do
sistema de temperatura variidvel da Varian. Neste sistema , o
fluxo de nitrogénio é mantido resfriado por uma serpentina
imersa em nitrogénio 1liquido. Neste caso as amostras sio
colocadas em tubos de quartzo de 3,0 mm de diadmetro interno.

Para as medidas de fluorescéncia utilizou-se um
espetrofluorimetro Jasco FP777, e as concentracdes foram
controladas espectroscopicamente através de medidas de absorcao
em 275nm em um espetrofotdmetro Hitachi modelo U-2000 ou
Shimadzu UV-180. |

As mudancas de pHs das solucdes foram controladas pelo

pHmetro Corning modelo 130.
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4.3 Métodos
4.3.1 Absorcido Otica e Ressonidncia Paramagnética Eletrdnica

As amostras foram dissolvidas em &gua deionizada, sendo
que para a tyr utilizamos uma concentracdo de 2mM e para oOs
dipeptideos 10mM. A menor concentracdo de tyr foi devido & sua
baixa solubilidade na faixa de pH estudada. Nio foi possivel a
utilizacdo de tampdes, pois a maioria destes complexam como o
cobre.

Deve-se aqui ressaltar -que para facilitar a dissoluc3o da
L-tyr e L-tyr-gly as solug¢des foram alcalinizadas com pequenas
aliquotas de NaOH 1M e posteriormente o pH das solucdes foi
ajustado conforme o desejado.

A estas solugdes foram adicionadas, uma solugdo de CuSOy
de modo a se obter a relaglo ligante/metal de 10:1.

Variou-se o pH destas solucdes de 2.0 a 13.5 utilizando-se
solugdes estoques de varias concentracdes de NaOH e HCI,
tomando-se medidas a cada 0.5 unidades de pH.

Estas amostras foram utilizadas para as medidas de:
absorcdo 6tica no visivel, medindo-se as bandas correspondentes
as transigdes d-d dos complexos de Cu(II) da tyr e dipeptideos,
obtendo-se espectros na faixa de comprimentos de onda de 400nm
a 800nm e para Ressondncia Paramagnética Eletrdnica em duas
temperaturas ( ambiente e -150°C ). Foi utilizada a modulacio
dos sinais em 100KH; com amplitude de modulacdo 2 Gauss pico a
pico e a poténcia de microondas de 10mW. Os demais parametros
foram escolhidos de modo a se obter espectros sem distorcgio

instrumental ou seja com velocidade de varredura menor do que
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A% onde AH é a largura de linha e Tt a constante de tempo

utilizada. A calibracgdo dos espectros afim de obter os valores
de g dos complexos estudados foi realizada utilizando-se de um
frequencimetro HP e padrdo de Cr’* em 6xido de magnésio, com

valor de g = 1,9797.

4.3.2 Fluorescéncia

As solugbes de tyr e seus dipeptideos foram preparadas em
adgua deionizada , com concentragdes em torno de 40uM afim de se
evitar efeito de filtro interno mantendo DO,,, < 0,1.As
concentragfes foram controladas espectroscopicamente através
das medidas da absorbancia em 275nm e usando-se o coeficiente

de extingdo molar 1405M~1 (Szabo, 1989) para a tyr.
Para melhor dissolugdo de tyr e tyr-gly foi necesséria a
adicdo de NaOH as solugdes e subsequente ajuste do pH ao valor

desejado.

Determinamos a concentracdo da tyr pela equacdo da lei de

Beer-Lambert:

DO = ¢Cl = C = — (4.1)

onde DO é a densidade ética; € é o coeficiente de extingdo
_1 _1 0] ’ * ”
molar (M'Cm™) ; 1 caminho 6tico (cm) e C é a concentracido da
solucdo.
Observamos a intensidade da fluorescéncia destas solucdes

em funcdo do pH, tomando-se medidas a cada 0.5 unidades de pH.
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Realizamos também titula¢des das solugdes contendo ion
met&lico Cu2* nas seguintes relagdes liganté/metal: 1:1 ;2:1;
4:1,

As variacgdes do pH foram realizadas com a adicado de
pequenas aliquotas de NaOH e HCl.

Para se obter informag¢des adicionais da tyr e seus
dipeptideos com o cult, foram feitas titulacdes em funcdo da

concentragdo do metal em dois pHs fixos, pHs 7.0 e 9.0 .

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

Os resultados das titulagdes foram analisados conforme
descrito a seguir afim de se obter os valores de pK dos grupos
ionizaveis e das constantes de associacdoc de Cu2* nos

complexos.
4.4 Analise de dados
4.4.1 Absorgdo 6tica - decomposig¢io em gaussianas

Com o objetivo de se obter valores de energias associadas
as transicdes d-~d do cobre nos complexos em fungdo do pH, os
espectros de absorcido 6tica foram decompostos em componentes
gaussianas. Para tal usou-se o programa SFG (Melo, 1992), onde
um espectro eletrdénico, com forma de 1linha gaussiana ou
lorentziana pode ser decomposto em até seis gaussianas.

E possivel variar a intensidade, a largura e a posicdo de
cada componente individualmente e simultaneamente comparar
visualmente ou através do desvio padrido a composicdo espectral

(espectro téorico) com os espectros obtidos experimentalmente.
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4.4.2 RPE - subtragdes espectrais

Muitas vezes os espectros de RPE se apresentam como uma
mistura de muitos complexos, com isso nem sempre é possivel
obter todos os pardmetros experimentais diretamente dos
espectros. Com a finalidade de se isolar os espectros puros e

obter os dados experimentais da melhor maneira ‘possivel
utilizaram-se diferengas espectrais.

A subtracdo é feita através de uma equacdo do tipo: C=B-
Ax, onde B é o espectro mistura (onde existe mais de um
complexo), A é o espectro puro, C é o espectro resultante da
diferenca entre B e A multiplicado por um fator X, que
corresponde a porcentagem do complexo A presente no espectro

mistura B e que é ajustdvel na otimizacdo do espectro

diferenca.

4.4.3 Fluorescéncia- Determinag¢io dos pKs e constantes de

associacgido

Os pKs dos grupos ionizaveis e as constantes de equilibrio
foram determinados pelas equac®es Al e Al8 desenvolvidas no
apéndice.

Os ajustes das curvas foram feitos por meio de regressao

nao linear, utilizando-se o método dos minimos quadrados.
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CAPIiTULO V- RESULTADOS EXPERIMENTAIS
5.1 Absorcg¢do ética

As medidas de absorcgdo 6tica dos complexos dos dipeptideos
gly-tyr e tyr-gly com o ion Cu2t foram realizadas variando-se o
pPH de 2,0 a 13,5 na faixa de comprimentos de onda de 400nm a
800nm.

A fig.1l3 mostra alguns dos espectros de absorc3o o6tica
obtidos dos complexos de tyr-gly com o Cult em fun¢ao do pH.

A medida que aumentamos o pH, podemos observar pelos
espectros de absorgdo que ha um deslocamento do maximo das
bandas para o azul, isto é comprimentos de onda menores,
apresentando caracteristicas tipicas das transicdes d-d
correspondentes as varias espécies de complexos do metal. Acima
de pH 8,0 h4a um deslocamento para o vermelho. A inspec3o dos
espectros demonstra a existéncia de uma banda larga que nao
permite a resolucdo de todas as transicdes. Essa resolucdo sb é
possivel através de tratamento adequado dos espectros (por
exemplo, de decomposic3o em Gaussianas).

O grafico da fig.14 nos mostra a variacdo do comprimento
de onda do maximo da banda de absorc3o dos 2 dipeptideos em
funcdo do pH.

O grafico sugere a existéncia de pelo menos 4 espécies
distintas. A primeira espécie abaixo de pH 3,5 ; a segunda ao
~reddr de pH 5,0 ; a terceira ao redor de pH 8,5 e a ﬁltima
acima de pH 11,0.

Sabendo que & medida que aumentamos o pH , vAarios grupos

vao se desprotonando e consequentemente favorecendo o
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aparecimento de espécies distintas, podemos observar pela Fig.
13 que :
-Até pH 3,5 os espectros apresentam uma banda larga e mal

resolvida, préxima a 800nm e caracteristica do ion Cu 2% livre

em solugdo. Nestes pHs baixos, todos os grupos que apresentam

prétons dissocidveis estdo protonados e o ion Cu2* deve estar,

entdo coordenado com moléculas de 4qua.

-Ao redor de pH 4,0 o grupo carboxilico 3j& esta
desprotonado, mas ainda tem bastante cobre hidratado.

-Ao redor de pH 5,0, os grupos carboxilicos certamente
estdo desprotonados e os gupos amina j& devem estar comecando a
contribuir com uma fra¢3o desprotonada. Podemos esperar, ento
o ion cCu2l+ complexado com 2 ligantes através de um nitrogénio
amina e um oxigénio carboxilico por peptideo isto & o complexo
CulLy.

-Para pHs maiores que 6,0, os nitrogénios peptidicos 3ja
devem estar desprotonados. Podemos esperar entd3o o quelato
formado pelos nitrogénios amina e amida, pelo oxigénio da
carboxila e o oxigénio da &gua como quarto ligante, o complexo
CuL(H,0). Esta coordenagdo tridentada dos dipeptideos em
complexos de cobre foi encontrada para diversos outros sistemas
(Nakon, 1974 e Koslowski,1977).

-Acima de pH 11,0 Koslowski (Koslowski,1977) sugere que o
complexo observado é o CuL(OHY", onde a substituicdo do
oxigénio carboxilico por uma hidroxila levaria a distorsdo da
simetria do complexo que se torna muito baixa. Da figura 14
pode-se notar que Apszx alcanga um valor minimo em torno de pH
8,5 voltando a aumentar em pHs alcalinos. Convém mencionar que

o0s espectros de ambos dipeptideos s&o extremamente similares.
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Por causa da baixa solubilidade da tyr em 4&gua, a

concentracdo utilizada em nossos experimentos também foi muito
baixa (2mM);devido & isso ndo foi possivel obter as medidas de

absorcdo 6tica para o aminoacido.



Tyr—-Gly:Cu (II) (10:1)
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fig.13 Espectro de absorg#o 6tica dos dipeptideos em fun¢3do do pH.
Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados.
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fig.14 Variagdo do comprimento de onda do maximo da banda de absorcio
dos dipeptideos em fungdo do pH.
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5.1.1‘Decomposicéo em gaussianas

Com a finalidade de obter os valores de energias
associadas &s transi¢des d-d do cul* nos complexos em funcdo do

PH e caracterizar de modo mais completo a sua estrutura
eletrdnica, os espectros de absorgdo foram decompostos em

componentes gaussianas. Utilizou-se para tal o programa

mencionado no capitulo de métodos. Os resultados das simulacdes
para ambos dipeptideos e alguns pHs escolhidos estao
apresentados nas figuras 15a,15b,16a e 16b. De modo geral os
espectros podem ser decompostos em 3 gaussianas, sendo que uma
delas tem uma contribuigdo muito menor que as outras duas. Nas
tabelas VII e VIII est3co apresentados os parametros das
decomposicdes em fungdo do pH, sendo que somente os dados das
duas bandas mais intensas foram incluidos. Sao apresentados a
posicdo do méximo de gaussiana (A), a sua Aarea (que podem
fornecer informacdes & respeito da forca de oscilador) e o

valor de energia correspondente a posicdo, ou seja 1/A em cm-1

O comportamento dos maximos das duas bandas é similar ao
da banda total de absorgdo: ocorre diminuicdo de Max com
aumento de pH, passagem por um valor minimo e retorno a um
valor maior que o minimo, porém menor que o inicial para o meio
acido.

Nas figuras 17 e 18 as 4reas para as 3 gaussianas s&o
mostradas em func@o do pH para os dois dipeptideos. Nota-se que
a contribuicdo de banda menos intensa em 490-500nm aumenta no
gly-tyr somente acima de pH 10,0. Essa banda para o tyr-gly tem
uma contribuicdo pequena, porém constante em toda a faixa de pH

acima de 7,0. As outras duas bandas centradas em 580-600nm e
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650-660nm tem comportamentos diferentes nos dois dipeptideos:

para o gly-tyr na faixa de pH 7,50 a 11,0 a banda de 600nm é
mais intensa do que a banda em 660nm; para o tyr-gly ocorre em
pHs menores na faixa de pH 5,5-10,5. Considerando que as
larguras das gaussianas variam pouco com o pH a variagdo de

intensidades corresponde essencialmente & variac3o de &areas e

reflete a proporgdo das duas componentes em fungdo do pH.
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Tyr-Gly:Cu2* (10:1) pH7,54
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figlé decomposigd@c em gaussianas dos espectros 6ticos dos complexos

gly-tyr:Cu(II) (10:1). (a) pH 7,54 e (b) pH 9,59.
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Tabela VII - Parametros de decomposigdo dos espectros de Absorgdo

ética do Tyr-—Gly:Cu2+ & temperatura ambiente.

banda 1 banda 2

pH A Amp 1/A A Amp 1/A
{nm) (em™1) {nm) {cm~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 0,9539 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




Tabela VIII - Parimetros de decomposi¢do dos espectros de absorgdo

ética do Gly-'I‘yr:Cu2+ a temperatura ambiente

banda 1 banda 2
PH A Amp 1/A A Amp Amp
(nm) (cm™1) (nm)

4,55 665, 9 0,0378 1,502 606,0 00,0322 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 60,0377 1,564 586,5 0,0587 1,705
9,59 641,0 0,0391 1,560 587,0 06,0575 1,704
10,45 646,5 0,0388 1,547 587,0 0,0563 1,704
11,07 654,0 0,0410 1,529 588,95 0,0531 1,699
11,45 656,5 00,0390 1,523 589, 0 0,0457 1,698
12,00 657,0 0,0435 1,522 589,0 0,0464 1,698




Tabela IXa - Tyr-Gly:Cu(II} (10:1) Tabela IXb - Gly-Tyr:Cu(II) (10:1)

| K7, K3 2 Ky pn | K7, K7 N Ky

5,08 | 0,509 1,395 0,713 1,181 4,55 | 0,671 0,306 0,819 0,553
5,564 | 0.493 | 0,686 | 0,702 | 0,823 1,6 0,616 0,435 0,785 | 0,659
6,06 | 0,486 | o 729 | 0,697 0,854 s.52 | o 61t 0,458 0,782 | 0,617
6,56 0,491 0,701 0,701 0,837 6,02 0,576 0,538 0,759 0,733
6,90 | 0,496 | o,715 | 0,704 0,846 653 | o502 0,541 0.765 | ©,736
7,54 0,493 0,720 0,702 0,849 7,01 0,520 0,493 0,721 0,702
8,08 | 0,498 | o,700 | 0,706 | 0,837 7,5¢ | 0,522 0,686 0,722 | 0,828
8,48 0,500 0,720 0,707 0,849 8,01 | 0,524 0,665 0,724 0,815
9,03 0,500 | o,690 | 0.707 0,831 9,02 | 0,528 0,707 0,727 0,840
9,58 0,436 0,699 0,704 0,836 9,59 0,524 0,635 0,724 0,797
9,96 0.4%6 | o,699 | 0,704 0,836 10,45 | 0,518 0,645 0,719 0,803
10,53 | 0.497 | o,772 | 9.705 | 0,837 11,07 | 0,526 0,562 0,725 | 0,763
11,08 | 0,496 0,809 0,704 9,899 11,45 | 0,524 0,653 0,724 0,808
12,08 | 0,445 0,913 0,667 9,955 | 12,00 | 0,523 0,653 0,723 0,808
12,43 | 0,438 | o 924 | 0,662 [ 0,961

12,95 | 0,438 | ¢ 924 | 0,662 | 0,961

13,52 | 0,444 | o915 | 0,666 [ 0,955

Tabela IX - K;// e K| sdo respectivamente fator de redugdo orbital (grau de covaléncia) na direg3o paralela
e perpendicular ao campo magnético aplicado.

LS



Tyr—Gly:Cu(Il) (10:1) O areal (850nm)
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fig.17 Areas das gaussianas em fungido do pH para os complexos de tyr-gly:
Cu(II) (10:1) em fungdo do pH.
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fig.18 Areas das gaussianas em funcdo do pH para os complexos de gly-tyr:
Cu(II) (10:1) em funcdo do pH.
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5.2 Ressondncia Paramagnética eletrdnica

Os espectros de RPE dos complexos de tyr e dos dipeptideos
com o ion Cu2t, foram obtidos a temperatura ambiente e a
temperatura em que a solucdo estd congelada (~-150°C).

A temperatura ambiente devido ao répido movimento destes
'complexos, observa-se os espectros isotrépicos de RPE, dos
quais pode-se extrair a média temporal dos valores de g e

parametros hiperfinos. Os valores isotrépicos de g e A sa3o

dados por:
A, = +(A_ + A, +A,)
9o = %(gxx + dy + g;.)

Quando a solugdo é congelada, os complexos irdo apresentar
um movimento mais lento e com isso, ent3do as contribuicdes de
todas as orientacdes possiveis poderdo ser detectadas,o que
modificard a forma das linhas dos espectros. Observa-se,
entdao, o chamado espectro do pé ou espectro de amostras

congeladas.
5.2.1 Espectros de amostras em solucido

As figs. 19, 20, 21 mostram respectivamente alguns dos
espectros de amostras em solugdo & temperatura ambiente dos
complexos de tyr, tyr-gly e gly-tyr com o ion Cu2* em fﬁncéo do
PH. Pode-se observar que a medida que o pH aumenta ocorre a

complexacdo do ion Cu2t com o aminoadcido e com os dipeptideos.
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Pela figura 19. observa-se que:

-Até pH 2,50 os espectros obtidos sdo tipico de cu2t
hidratado, caracterizando-se por uma linha larga e estrutura
ﬁiperfina ndo resolvida. Nestes pHs, todos os grupos que
apresentam prétons dissociéveis estdo protonados, o que faz com
que o ion Cu?t deva estar coordenado com moléculas de agua.

| -Nos pHs 3,0 e 3,5 o grupo carboxilico deve estar
comegando a contribuir com uma fracdo desprotonada, formando com
isso o complexo Culy.

-Entre os pHs 4,0 a 5,0, os espectros apresentam cinco
linhas, indicando a superposic¢do de pelo menos dois complexos. -

-Entre os pHs 5,5 e 12,0 nado existem mudancas
significativas entre os espectros e o sinal obtido é
caracteristico de um tunico complexo. Nestes pHs, o grupo
carboxilico e o grupo amina j& devem estar desprotonados,
formando o complexo Culjp.

Em toda faixa de pH, os espectros dos complexos do
aminoacido com o) metal nao apresentaram estrutura
superhiperfina.

As figs 25 e 26 mostram os parémetros g, e A, dos
complexos de tyr com cobre em fungdo do pH.

Na-fig. 20, onde estdo apresentados alguns dos espectros
dos complexos de tyr-gly com cul+ podemos observar que:

-Até a faixa de pH 3.50, os espectros obtidos sdo tipicos
de ion Cu?t coordenado com &gua.

-Entre os pHs 4,0-6,5 os espectros apresentam uma forma de
quatro linhas, tipicos para complexos de Cu’',relacionadas com
a interacdo hiperfina elétron-nicleo de cobre. Na 1linha de

campo alto, observamos uma estrutura de cinco 1linhas mal
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resolvidas que correspondem a interacdo superhiperfina com dois
nitrogénios equivalentes .

-Entre os pHs 7,0 a 9,5, os espectros sao semelhantes aos
anteriores em relagdo & interacdo hiperfina, mas a interacao
superhiperfina com nitrogénio desapareceu. Essa estrutura deve
corresponder & coordenacdo de dois nitrogénios em posicdes néao
equivalentes (um nitrogénio peptidico e o outro amina), e por
isso escondidos pela largura da linha de campo alto. Sabendo-se
também que a distdncia média Cu-N de nitrogénios peptidicos
estad em torno de 1,92 A, enquanto que para nitrogénios do amina
terminal & de 2,00 A (Nascimento, 1985).

-Acima de pH 10.5 a estrutura superhiperfina de cinco
linhas reaparece, mostrando um outro tipo de complexo que
predomina até o pH mais alto. Essas linhas superhiperfinas sao
mais bem resolvidas que aquelas em pHs mais baixos (pH 4.0-
7.0), mostrando uma maior delocalizacdo do elétron do metal
para o ligante ou uma maior equivaléncia entre os nitrogénios.
Estas estruturas sd3o tipicas da coordenacdo do Cu2*t com 2
nitrogénios equivalentes.

Os espectros de amostras em solucdo de gly-tyr,mostrados
na fig.21 apresentam um comportamento bastante semelhante ao do
outro dipeptideo. Isto se deve ao fato, que a esta temperatura,
as moléculas estdo girando muito rapidamente e os espectros
obtidos s&o uma média de todas direc¢des possiveis.Neste caso a
cadeia lateral n&o parece influenciar na estereoquimica dos
complexos formados.

Os graficos das figs. 27 e 28 onde estdo apresentados os
valores de g, e A, em fungdo do pH, mostram que os 2

dipeptideos se comportam de modo similar.
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5.2.2 Espectros de amostras congeladas

As figs.22 ,23 e 24 mostram respectivamente alguns dos
espectros de RPE dos complexos de tyr, tyr-gly e gly-tyr
respectivamente com o ion Cu2t em diferentes pHs a -150°.Pode-
se observar & esta temperatura que, linhas superhiperfinas n3o
estdo bem definidas devido a superposicdo das linhas em campo
alto, além disso fica evidente a superposi¢do de espectros de
espécies diferentes.

Para ambos os dipeptideos na faixa de pHs muito baixos até
PH 3.0, os espectros obtidos apresentam estrutura hiperfina de
quatro linhas mal resolvidas, caracteristicos de cul+
complexado com &gua.Notamos também nestes espectros a
existéncia de uma superposicdc de uma outra espécie de
complexos.

Para tyr-gly-cu®* cujos espectros est3o mostrados na
fig.23, observa-se que:

-Entre os pHs 3.5-4.5 observamos um mesmo tipo de
espectro, + onde ndo pudemos obter os valores de A, dos
espectros de pHs 4.0, provavelmente devido a superposigdo de
dois complexos diferentes e a consequente baixa intensidade das
linhas nessa regiio.

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

~Acima de pH 11.5, podemos observar uma mudanga no tipo de

espectro a qual prevalece até o pH 13.0. Nestes PHs, A, teve

um aumento consideravel em relacdo aos pHs mais baixos.Este
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aumento pode indicar uma interac&o hiperfina mais forte que nos
outros pHs.

Observa-se na fig.24, onde estdo apresentados 0s
espectros do gly-tyr-cu®* que:

-Entre os pHs 3,5-5,5 o espectro essencialmente é o mesmo,
com quatro linhas hiperfinas mal resolvidas, provavelmente
também devido a superposigdo de espécies diferentes.

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

~Acima de pH 12.0, observamos uma mudan¢a brusca na forma
do espectro, sendo A, bem menor em relacdo aos PHs mais
baixos. .

Comparando-se os parametros 9, € A, 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 o valor de g,, cresce
para tyr-gly, decresce o valor de gly-tyr, sendo o fato
confirmado para o grafico de A, em funcdo do pH. Isso pode ser
atribuido a mudanca no campo cristalino ocasionado pela posicéao
do residuo lateral pesado que influi na estereoquimica do

complexo.
Ndo ha grandes diferencas para os valores de g, e A,
entre os pH 7,0-11,0, onde predomina o complexo CuL(H,0) para
}ambbs os dipeptideos, evidenciando talvez o mesmo tipo de
complexo formado. Nesta faixa de pH o residuo lateral pesado

parece nao influenciar no tipo de complexo formado.
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Acima de pH 12,0, onde predomina o complexo CuL(OHJ,
podemos observar que A, para tyr-gly (A,,=195 gauss) é bem
maior que o gly-tyr (A, =85 gauss). O valor de g,) para tyr-gly
é de 2,197 e para o gly-tyr g,,=2,278, demonstrando que houve
uma mudanga na estereoquimica deste complexo.

Os parametros obtidos dos espectros isotrbpicos (g, e A))
e dos espectros de amostras congeladas (g, e A,) dos complexos

de Cu** com tyr e com os dipeptideos est3o apresentados na
forma de gréficos nas figs. 25,26,27,28,29 e 30 e tabelados nas
tabelas X,XI e XII.

Através de um programa adequado, tentamos separar 1e
identificar algumas das espécies dos varios complexos obtidos.

Os parametros espectroscédpicos medidos em pH 7,0 dos

nossos dipeptideos est3o de acordo com aquéles apresentados por
Sportelli e outros (Sporteli,1977), onde s3o 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 fixo
(pPH 7,2). Também os pardmetros em pH mais alto (9,5 e 13,0)
estdo 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
também estdo de acordo com os dados apresentados por Nascimento
€ outros (Nascimento, 1985)onde sdao estudados complexos de gly-
trp com Cu2* por RPE em varios pHs.

Nossos paréametros espectroscdpicos para tyr sdo parecidos
com os dados apresentados por Sportelli e colaboradores

(Sportelli,1976). Nesse trabalho os autores estudaram a
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interagdo do cobre com os aminoacidos aromaticos, onde as
solugdes foram preparadas com a méxima concentracido soluvel em

dgua onde seus pHs naturais variam entre 4,2 e 6,8 dependendo

da concentracdo do aminoacido.



Tyr:Cu(Il) (10:1)
[Tyr] = 2mM T. ambiente
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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 o Cr3t em éxido de magnésio.
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Tyr—Gly:Cu(II) (10:1)
[Tyr—Gly] = 10mM

Temp. ambiente
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pH2.03
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pH7.540
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Fig.20 Espectros de RPE dos complexos de tyr-gly com cu2+ ( 10:1) em

funcdo do pH a temperatura ambiente. Os zeros dos espectros na
ordenada foram deslocados.0 marcador utilizado foi o cr3t em
6xido de magnésio.
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Gly—Tyr:Cu(Il) (10:1)
[Gly—Tyr] =10mM
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Fig.21 Espectros de RPE dos complexos de gly-tyr com cu?t (10:1) em funcgdo
do pH a temperatura ambiente. Os zeros dos espectros na ordenada fo-
ram deslocados. O marcador utilizado foi o Cr3%* em éxido de
magnésio.
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Tyr:Cu(1l) (10:1)
[Tyr] 2mM
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pH 2,00
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H 5.58
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Fig.22 Espectros de RPE dos complexos de tyr-Cu2+ (10:1) em fungdo do pH

a ~150°C. Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados. O
marcador utilizado foi o Cr3t em 6xido de magnésio.



Tyr—Gly :Cu(ll) (10:1)
[Tyr—-Gly] = 10mM
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Fig.23 Espectros de RPE dos complexos de tyr-gly com cu?t (10:1) a tempe-

ratura de -150°C em fungdo do pH. Os zeros dos espectros na ordena-

da foram deslocados. O marcador utilizado foi o Cr3* em éxido de
magnésio.
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Gly—Tyr:Cu(Il) (10:1)
[Gly—Tyr] = 10mM

! I ] i
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pH13.15

| l | 1 !
2600 2800 3000 3200 3400

Campo Magnetico(gauss)

Fig.24 Espectros de RPE dos complexos gly-tyr com cult (10:1) em fungdo do

pH a -150°C. Os zeros dos espectros na ordenada foram deslocados. O
marcador utilizado foi o Cr3%* em éxido de magnésio.
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Tyr:Cu(Il) (10:1)

[Tyr]=2mM T.ambiente
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Fig.25 Grafico do parametro go dos complexos de tyr-Cu2+ (10:1) em funcgdo
do pH a temperatura ambiente.
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Tyr:Cu(ll) (10:1)

[Tyr]=2mM
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Fig.26 Grafico do pardmetro A, dos complexos de tyr-Cuz"' {(10:1) em funcgio
do pH a temperatura ambiente.
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O tyr—gly:Cu(ll) (10:1)

® gly—tyr:Cu(ll) (10:1)

[gly—tyr]=[tyr—gly]=10mM
2022 T LI ] T T T T I T T T 17‘]' T o0 l T T T 7 ' T T 1 T l T T T T

2.20

R
Je

2.18

go 2.16

2.14 ®

o 000000

LN § T T ' T T T T I T T L) T | 1 T T T ] T T 1 T I T T T T

PR YT NN T ST S WA NN SR ST S NS NN VAU NN S (N YUY WY ShO0 M N TR MO ST S A S S U0

2 4 6 8 10 12 14
pH

N
o

o

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



O tyr—gly:Cu(ll) (10:1)
® gly-tyr:Cu(ll) (10:1)

[gly-tyr]=[tyrgly]=10mM
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Fig.28 Grafico do parametro A, dos dipeptideos-Cu (10:1) em fungdo do pH
a2 temperatura ambiente.



g//

2.40

2.38

2.36

2.534

2.32

2.30

2.28

2.26

2.24

2.22

2.20

2.18

O tyr—gly:Cu(ll) (10:1)

® gly—tyr:Cu(ll) (10:1)

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

. N BRI ELALL AL LA L ]
- Q? ]
- ° E
i | X ]
3 ® E
2 oé
C %% ® ]
- ® o ]
3 00 00000005°" ]
: 0P 0000000 E
- 0% 0 O
_1 | Ll | N | P ' .-
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

77

Fig.29 Grafico do pardmetro gys dos dipeptideos-Cu (10:1) em fungdo do pH
a -150°C.
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O tyr-gly:Cu(ll) (10:1)
® gly—tyr:Cu(ll) (10:1)

[gly-tyr]=[tyrgly]=10mM
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Fig.30 Grafico do parédmetro Ay/ dos dipeptideos-Cu (10:1) em fungdo do pH a
-150°cC.



tabela X - Valores dos parametros de

RPE de tyr-Cu(II)
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pH 90 Ay (G) 9// Asy(G) 9l A (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




Tabela XI -Valores dos parametros de RPE de Tyr—Gly:Cu2+ (10:1)

80

pH 90 Ay (G) 9// VAL g1 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 2,001




Tabela XII- Valores dos pardmetros de RPE de Gly-Tyr:Cu2+(10:l)
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pH 9 A, (G) 9// As/(G) ay A (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 16l 2,048 31
6,02 2,121 72 2,251 15% 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
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5.2.3 Subtragdao espectral

Na tentativa de se obter espectros dos complexos puros,
isto é, de espectros isolados de um uUnico complexo, utilizamos

diferengas espectrais para alguns valores de pHs.
A subtragdo é feita através de uma equacdo da seguinte
forma: C=B-Ax ,onde B & o espectro mistura onde deve existir

mais de um complexo; A é o espectro simples onde deve
predominar um uUnico complexo ; C é o espectro resultante da
diferenca entre B e A e x é um fator conveniente que
corresponde a porcentagem do complexo A presente no espectro

mistura B e que é ajustdvel na otimizacdo do espectro

diferenca.

para tirosina

Os espectros experimentais de Cu2+-tyr em pHs Aacidos
apresentam contribuic¢do de cobre livre hidratado e de cobre nos
complexos com aminodcido. Inicialmente foi feita a subtracéao
usando o espectro experimental num dado pH ( espectro B ) e o
espectro do cobre livre ( espectro A ) multiplicado pelo fator
X adequado. Na figura 19 o espectro em pH 3,5 é o observado
experimentalmente, enquanto que o espectro da fig.31 no mesmo
PH corresponde ao espectro sem o cobre livre. Nos pHs 4,5, 5,5
e 6,5 as proporcdes de Cu2* livre encontrados foram
respectivamente 45%, 23% e 13%.

Na faixa de pH 4,0-5,0 dos espectros de amostras em
solucdo da tyr Observa-se a existéncia de cinco linhas. Isto

provavelmente &€ devido a existéncia de mais de um complexo,
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pois o espectro tipico de complexos de cu2* de compostos de
baixo peso molecular deve ter quatro linhas. Nesta faixa de pH
existe a predomindncia de uma espécie com uma determinada forma
de linha, mas com caracteristicas de pHs anteriores (ao redor
de pH 3,5).

Desta forma, como mostra a f£fig.31, consideramos que no
espectro A de pH 3.5 predomina uma unica espécie, o espectro B
de pH 5.12 contém mais de uma espécie e C é o espectro
resultante, que é encontrado fazendo-se diferenca entre B e A
multiplicado por um fator 0,6. Conclui-se entdo,que no espectro
de pH 5,12 existe cerca de 60% da espécie pura em pH 3,50.
Analisando o espectro C, observa-se que este, tem a mesma forma
de linha e os mesmos valores de g, e A, dos espectros dos pHs
acima de pH 6,0. Com isso concluimos que na faixa de pH 4,0 a
5,0 hd uma mistura de duas espécies {(uma de pH baixo e outro de
pH alto).

Entd3o para a tyr verifica-se a existéncia de 3 espécies: a
primeira que existe até o pH 3,5 (o Culy) com Ay,=62G e
go=2,155, a segunda que predomina em uma grande faixa de pH de
4,0 a 12,0 (CuL,)com Ay=71G e go=2.126, e a terceira para pHs
acima de 12,0 com A,=78G e go=2.130, na qual as mudan¢as em
relacdo as espécies anteriores sio relativamente pequenas.

Devido a baixa solubilidade da tyr, as solucdes utilizadas
para este experimento foram preparadas em baixas concentracdes,
O que nao possibilitou a obtencdo de espectros razoaveis de

tyr-Cu®* a -150°C com os quais pretendia-se fazer subtracdes

espectrais.
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Para os dipeptideos

Nos espectros dos dipeptideos a temperatura ambiente nao
fica clara a superposicado de complexos,ocu seja, parece existir
apenas um tipo de complexo entre os pH 4,5-10,5. Porém quando
as amostras sao congeladas, observa-se a superposicdo dos
espectros nesta faixa de pH. Por isso resolveu-se fazer
subtracgdes espectrais apenas dos espectros de amostras
congeladas dos dipeptideos.

Pode-se observar nos espectros de RPE & -150°C de gly-tyr
(fig.24) que, na faixa entre pH 3,0 e 7,0 n3o aparecem as
quatro linhas na regido de g,, bem definidas, caracteristicas
de um Unico tipo de complexo, isto é, os desdobramentos
hiperfinos n@oc estdo bem resolvidos, sugerindo claramente a
superposigcdo dos espectros de pelo menos duas espécies
distintas de complexos.

Pode-se observar que no espectro de pH 6,0, existe uma
superposicdo de dois complexos: um que predomina ao redor de pH
5,0 (Culp) e outro complexo tridentado [CuL(H,0)] que existe
predominantemente na faixa de pH 7,0-11,0.

Considerando-se o espectro de pH 7.01 como sendo o da
espécie pura e o de pH 6.02 como o espectro mistura e
utilizando-se subtracdo espectral foi possivel determinar um
dos espectros puros do complexo existente em pH 6,0 ,o0 complexo
Culp e com isso pudemos caracterizé-lo espectroscopicamente.
Encontramos para este complexo o0s seguintes parametros:
A,=168G, g,=2,26 e g,=2,07. A fig.32 mostra a subtracdo entre
Os espectros de pH 6,02 e pH 7,01 multiplicado por um fator

0,48. Portanto neste pH existe cerca 50% do complexo Culs.
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Este complexo apresenta alguma estrutura na linha de campo
alto. Essa estrutura deve corresponder as interacdes
superhiperfinas devido ao nitrogénio amina. Na fig.33 numa
escala ampliada apresenta-se o espectro diferenca.

Para este dipeptideo tem-se: para pHs em torno de pH 2,50
temos o Cult coordenado com agua, ao redor de PH 4,50 a
existéncia predominante do complexo Culp, na faixa de pH 7,0-
12,0 encontra-se a predominancia da espécie CuL(H,0) e acima do
PH 12,0  temos o complexo CuL(OH)".

Através do mesmo procedimento utilizado para o outro
dipeptideo (tyr-gly) e escolhendo-se os pHs 5,08 e 6,90

obtivemos como espectro resultante o espectro da fig.35. Os

parametros para este complexo sdo A, ,=168G, gq,=2,257 e
g,=2,070. A fig. 34 apresenta a subtragdo espectral entre os
PHs 5,08 e 6,90 multiplicado por um fator 0,38. Portanto existe
cerca de 40% desta espécie (Cul,) no pH 5,08.

Para o tyr-gly também existem pelo menos trés espécies
distintas: a primeira ao redor de PH 4,50 a segunda na faixa de

PH 6,5-11,0 e a terceira acima de pPH 11,5.

SER ICO U. BiGLIOTECA E INFORMAGAO
{FUSU/USP - SETOR - :




Tyr:Cu(Il) (10:1)

[Tyr]=2mM
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Fig.31 O espectro em PH 3,5 corresponde i diferenc¢a entre o espectro expe-
rimental nesse pH e o espectro de cobre multiplicado pelo fator
0,85. Os parametros correspondentes estdo na tabela II.Os parametros

espectroscépicos para a diferenca, espectro C, siao A,=68 gauss e
90=2,129.
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Gly—Tyr:Cu(Il) (10:1)

Intensidade
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Campo magnetico

Fig.32 Diferenca espectral entre os pHs 6,02 e 7,01 multiplicado por uma

fator 0,48, onde A é o espectro puro, B o espectro mistura e C o
espectro resultante desta diferenca.
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Gly—Tyr:Cu(II) (10:1)
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Fig.33 Espectro resultante da diferenca entre pPH 6.02 e 7.0 multiplicado
por um fator 0.48 (escala ampliada).



Tyr—-Gly:Cu(II) (10:1)
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Fig.34 Diferenga espectral entre os pHs 5,08 e 6,90 multiplicado por um
fator 0,38, onde A é o espectro puro, B é o espectro mistura e C
€ o espectro resultante desta diferenca.



Tyr—Gly:Cu(II) (10:1)
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Fig.35 Espectro resultante da diferenca entre pH 5.08 e 6.90 multiplicado
por um fator 0.38 (escala.ampliada).
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5.3 Fluorescéncia

A fig. 36 apresenta as curvas de titulacdes da tyr pura e
do aminodcido com o ion cobre na raz3o ligante metal (1:1).

A faixa de pH 2,0-4,0, é a regido de ionizagdo do grupo
carboxilico (pK 2,30),nesta regido comega ocorrer a supresséao
da fluorescéncia com a adicdo do ion Cu2+.Fayet e colaboradores
(Fayet, 1971) encontraram para tyr o valor de pK 2,2
correspondente a protonacdo do grupo carboxilico.

Pode-se observar que na auséncia do metal, na faixa de pH
4,0-9,0, a fluorescéncia permanece quase que constante, nao
evidenciando a desprotonagdo do grupo NH;, cujo pK tem valor em
torno de pH 9,0, confirmando os resultados encontrados por
Fayet e outros (Fayet,1971). Fayet e colaboradores realizaram
um estudo da variagdo do espectro de fluorescéncia e do
rendimento quantico em fungdo do pH para os aminoacidos
aromaticos, no qual observou-se que o rendimento quantico da
tyr entre os pHs 4,0-8,0 era constante.

Entre os pHs 9,0 e 13,0 vemos que hd uma supressdo muito
forte da fluorescéncia. E nesta regido, que ocorre a ionizagéao
do grupo fendlico de tyr (pK 10,28), sendo que a ionizacédo
deste grupo reduz o rendimento quantico da fluorescéncia para
valores despreziveis. Na titulagdo do aminodcido puro parece
haver uma pequena diminuicdo de fluorescéncia em torno de pH
9,0, porém essa diminuicdo certamente ¢é mascarada pela
ionizacdo do grupo fendlico 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 fendélico. A
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fig.37 mostra um experimento controle de supressdo de

fluorescéncia do fenol com pK de 10, 26.

Com a adigdo do cobre, ocorre supressdo consideravel da
fluorescéncia com pK ao redor de 5,0, e na faixa de pH 6,0-13,0
a fluorescéncia é praticamente nula.

A fig. 38 apresenta as curvas de titulacdes para o glicil-
tyr e o dipeptideo com cult nas seguintes estequiometrias: 1:1,
2:1 e 4:1.

Novamente podemos observar que na regido de ionizacdo do
grupo carboxilico (pK 3,0), a fluorescéncia n3o é afetada pela
preseng¢a do cobre.

Na auséncia do metal, podemos observar que

-Na faixa que wvai do pH 4,0 & 7,0 a fluorescéncia se
mantém constante, pois é nesta regido que o dipeptideo esta na
forma zwiteridnica.

-Entre os pHs 8,0 a 10,0, a intensidade de fluorescéncia
aumenta. Na regido de pH 8,0 a 9,0 segundo Edelhoch e
colaboradores (Edelhoch,1968) e Cowgill (Cowgill,1976) o grupo
amino converte-se da forma protonada para n3oc protonada
(NH] — NH,) com pK 8,44.

-Para pHs mais altos, ocorre praticamente a supressao
total da fluorescéncia, devido a ionizacdo do fenol com pK
10,7.

Podemos notar pela fig. 38 que ocorre uma supressdo da
fluorescéncia proporcional a concentracdo de cobre adicionado,
e 0s pKs do grupo amino e do grupo fenbélico mesmo com a adicédo
de cobre ndo parecem ter mudado ou alternativamente o peptideo
que ndo estd ligado ao metal tem o pK invaridvel enquanto o que

se liga ao metal tem o pK drasticamente reduzido.
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Para o tyr-gly fig.39, encontramos valores de pK muito
préximos do outro dipeptideo: pK 2,98 para o grupo carboxilico,
pK 8.0 para o grupo amina e pK 10,51 para o grupo

fenbélico.Notamos que embora o comportamento do tyr-gly seja

muito parecido com o gly-tyr, podemos ver que n3o h& uma

supressdo da fluorescéncia em torno do pH 9,0. Isto pode ser
devido a maior estabilidade do complexo formado pelo gly-tyr

com o Cu?* o que implicaria a necessidade de excesso de Cul*t
para suprimir toda a fluorescéncia do tyr-gly.

E interessante notar que no dipeptideo ambas as
desprotona¢des dos grupos -NH, e OH fendélico estio bem
evidenciados, enquanto que no aminoacido livre os valores de pK
parecem estar muito préximos um do outro, impedindo uma boa
resolugdo de ambos.

As fig. 40 , 41 e 42 nos mostram respectivamente a
supressdao da fluorescéncia em funcdo das razdes [Cu2+]/[tyr],
[Cu2+]/[gly—tyr] e [Cu2+]/[tyr-gly] e da concentracdo de metal
para dois pHs fixos: pH 7,0 e pH 9,0.

Das figuras 42 a e 42b podemos tirar que a estequiometria
dos complexos no caso dos dipeptideos é 1:1, enquanto que no
aminodcido é igual & 2:1 fig.40.

Os dados da figs.41 foram ajustados através de um modelo
simples descrito no apendice 2 que 1leva em conta a
estequiometria 1:1 e gque permitiu a obtencdo de constante de
associagao metal-peptideo.

Pelos ajustes dos dados experimentais das titulacdes dos
compostos puros, utilizando-se a equacdo Al determinamos os pKs
dos grupos carboxilico, amino e fenélico na auséncia de cobre.

Os resultados estao apresentados na tabela XIII.
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grupo pK
l-tyr gly-l-tyr tyr-1-gly
carboxilico 2,30(2.2)2 3,00(3,00)2 2,98
amino (9,28)F 8,44(8,0-9,0)d 8,00
fenélico 10,28(10,31)2 10,70(10,4)¢ 10,51

tabela XIII-valores dos pKs dos grupos carboxilico, amino e fenélico de
tyr-gly, gly-tyr.

obs: Entre parentesis os valores mencionados por (Fayet,1971)2
(Edelhoch,1968)br (White, 1958)€ e (Cowgill,1976)d.

Na tabela XIV apresentamos as constantes de equilibrio nos
pHs 7,0 e 9,0 que foram obtidas por meio dos ajustes dos dados
experimentais utilizando-se a equacdo Al8. As equacdes

utilizadas nesses ajustes estdo apresentadas no apéndice.

dipeptideo pH cte de equilibrio(M~1)
gly-tyr 7,0 (1,09 £ 0,03) x 10’
tyr-qly 7,0 (0,82 +£0,06) x 10’
gly-tyr 9,0 (1,48 £ 0,01) x 10’
tyr-qly 9,0 (1,32 £0,02) x 10’

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

Pelos dados da tabela XIII,observamos que nos dois pHs as
constantes de equilibrio para o gly~tyr s3o maiores que para o
outro dipeptideo, indicando que os complexos formados pelo
gly-tyr com Cult devem ser mais estaveis que o0s complexos de

tyr-gly com o metal.
| | Nos dois dipeptideos a constante de estabilidade do
complexo em pH 9,0 é maior que a constante em pH 7,0, pois no
PH 9,0 devem existir mais grupos desprotonados, e portanto os

complexos
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formados neste pH devem ser mais estaveis.

E comum analizar-se os dados de supressdo de fluorescéncia
pela equagdao de Stern-Volmer (Lakowicz,1983;Chen, 1986 e
Tabak, 1990) :

B

E; =1+ th[Q] =1+ kSV[Q]

onde F, e F s30 respectivamente as intensidades da
fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor,e kgy é a
constante de supressdo de Stern-Volmer, kp é a constarte
bimolecular que representa em geral um mecanismo colisional ;=
€ o tempo de vida da fluorescéncia na auséncia do supressor e
[Q] é a concentragdo do supressor . A inclinacdo da‘reta do
grafico de Fo/F pela concentragcdo do supressor fornece a
constante Kgy,

Os graficos de Stern-Volmer para a supressiao da
fluorescéncia da tyr, do gly-tyr e do tyr-gly pelo Cul2* estao
apresentados nas fig.s 43, 44a e 45b. Pode-se observar que ndo
€ possivel a linearizacdo dos graficos mesmo quando se
considera apenas a regido de concentracdes mais baixas do
Cult.Para mostrar este fato, nas figuras 44b e 45b apresenta-se
somente a regido de baixas concentrac¢des do supressor em escala
expandida e pode se observar facilmente que nao se trata de
uma relagdo linear.

O modelo para explicar a nado lineariade dos graficos de
Stern-Volmer deve ser mais complexo pois, pode estar ocorrendo

a formagdo de um segundo complexo, Jj& que a supressdo



96

colisional pode ser excluida devido as baixas concentracdes de

fluoréforo e supressor utilizadas nos experimentos.
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Fig.36 Curvas de titulagdo da tyr e t:yr—Cuz+ {1:1). O ajuste da curva foi
feito através do modelo descrito no apéndice.
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Fig.37 Supressdo da fluorescéncia do fenol em fungdo do pH. O ajuste da
curva foi feito através do modelo descrito no apéndice.
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[Gly-Tyr] = 35,0uM
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Fig.38 Intensidade da fluorescéncia de gly-tyr em fungio do pH na auséncia

€ na presenga de cobre. O ajuste da curva foi feito através do mode-
lo descrito no apéndice.
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[Tyr—Gly] = 45.0uM
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Fig.39 Intensidade da fluorescéncia de tyr-gly em funcdo do pH na auséncia

€ na presenga de cobre.O ajuste da curva foi feito através do mode-
lo descrito no apéndice. .
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Fig.40 Intensidade da fluorescéncia em fungdo da relacio [Cuz"’]/[tyr] em
dois pHs fixos (pH 7,0 e 9,0).
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Fig.41 Intensidade da fluorescéncia dos peptideos em funcio da [Cu2+] em
dois pHs fixos (pH 7,0 e 9,0). A concentracgdo de gly-tyr foi de
35,0 pM e de tyr-gly foi de 45,3 uM. O ajuste das curvas foram
feitos através de um modelo de equilibrio descrito no apéndice.
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Fig.42 Intensidade da fluorescéncia dos peptideos em fungdo da relacgido
[Cu2+]/[dipeptideos] em dois pHs fixos (pH 7,0 e 9,0).A concentracio
de gly-tyr foi de 35,0 uM e de tyr-gly foi de 45,3 uM. O ajuste das
curvas foram feitos através de um modelo descrito no apéndice.
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Fig.43 Grafico de Stern-Volmer para tyr em pH 7,0.
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[Gly—Tyr] = 35,1uM
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Fig.44 (a) Gréfico de Stern-Volmer para gly-tyr nos pHs 7,0 e 9,0;
{b) grafico ampliado.
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CAPITULO VI-DISCUSSOES E CONCLUSOES
6.1 Absorcdo dtica

Ambos dipeptideos apresentam bandas largas de absorcao
tipicas para complexos de cobre com uma dependéncia de pH que
evidencia o equilibrio em solucido de varias espécies (tipos de
complexos) .

Nossos resultados sugerem a existéncia de pelo menos 3
complexos distintos além da presenca de cobre hidratado nos pHs
mais &cidos. Na faixa de pH entre 8,0 e79,5 possivelmente o
complexo formado envolve os dois nitrogénios dos grupos amina e
amido, o carboxilato e uma molécula de agua sendo o complexo
CulHp0. A tentativa de obter as energias das transigdes
produzidas entre os niveis desdobrados pelo campo cristalino
originou nas tabelas IXa e IXb. Pode-se notar que em pH 8,5
temos D, =1, 535.10%cn™! e D, = 1,711.10%cm™! para o complexo
tyr-gly:Cu?t sendo que no gly-tyr:Cul+ Al =1,561.10%cm™ ! e
A2 = 1,703.104A2 = 1,703.104. Supondo que o estado fundamental
€ um d, , temos A, que corresponde a transicio dx,_yz ->d,_, e

A, a transiciao dx,_y2 —>d, que ocorre em simetria axial. Esses

dados permitem como veremos mais adiante a estimativa de
parametros relacionados com a estrutura eletrénica dos
complexos e s&o complementares as medidas de ressonancia
eletrdénica. Convém mencionar também que 0s dados de
concentracdo de cobre livre em pHs acidos obtidos nos ajustes
dos espectros de RPE foram utilizados nas determinacgdes dos
parametros (simulagdo por gaussianas) apresentados nas tabelas

VII e VIII. Desta forma a concentragdo de cobre livre em
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equilibrio com os complexos diminui sensivelmente na regido de
PH 3,0 - 5,0 enquanto que a concentracio de complexos aumenta

na mesma proporgdo (figuras 17 e 18).

6.2 Ressondncia paramagnética eletrdnica

As medidas com o aminoidcido foram realizadas em
concentragcdo mais baixa (2mM de aminoacido e 0,2mM de CuZt)
devido a baixa solubilidade da tyr em pHs abaixo de 8,0. Isso
obviamente torna dificil a analise dos espectros especialmente
0s congelados. Os resultados com o aminoacido sugerem .a

existéncia de pelo menos 2 complexos em meio acido e de um

unico complexo acima de pH 6,0 e que provavelmente é o CuL2. Os

parametros dos espectros em solucdo sugerem que do VvVaria muito
pouco numa ampla faixa de pH (5,5 - 12,0) aumentando bastante
para pHs abaixo de 5,0; por outro lado Ao, é constante na faixa
de pH 7,5 e 10,0 e a variacdo observada para pHs acidos (abaixo
de 6,5) é provavelmente devida a superposigdo de vArios
complexos em soloucdo (pelo menos dois). Os espectros dos
peptideos foram medidos a temperatura ambiente e a -150°C. A
temperatura ambiente os espectros sao semelhantes em toda a
faixa de pH. Estrutura superhiperfina devida a dois nitrogénios
evidencia a coordenacdo de ambos os nitrogénios 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 porém
menos resolvida. A dependéncia de do € Ap com o pH para ambos
os dipeptideos é bastante similar sugerindo uma gradual reducio
da quantidade de cobre livre e formacdo de complexos. Nota-se

pelo menos 3 regides caracteristicas onde ha a) mistura de
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cult livre e complexos de peptideo em meio &cido b) uma regiido

onde go é constante e préximo ao valor da tyr (go=2,12) , e c)
uma regido de pH acima de 11,0 onde go aumenta ligeiramente. O

valor de A, nessa ultima regido é bastante reduzido implicando
uma delocalizagdo do elétron desemparelhado do cobre. No caso
dos espectros congelados nota-se uma diferenca grande nos
pardmetros dos peptideos (g,eA,) tanto em pHs acidos (3,0 -
5,0) quanto altos (acima de 11,0, O comportamento de g,eA, é
compativel com o descrito para complexos de cobre em proteinas
azuis e modelos onde a diminuicdo de A, estd acompanhada pelo
aumento de g, . Na regi&o entre pH 7,0 e 11,0 n3o ha muita
diferenga evidenciando que o complexo CuLH»O deve ser muito
semelhante para os dois dipeptideos, pouco sensivel a posicao
do residuo aromitico.

Uma questdo interessante que convém mencionar esta
relacionada com a obtencido dos espectros puros dos complexos
existentes em solucdo.

No caso da tyr observou-se que a pPH 5,12 existe uma
mistura de cerca 60% do complexo observado em meio dcido e o
restante (40%) deve-se ao complexo de pH alto. Os parémetros
medidos de g, e A, para o espectro puro correspondente ao
complexo de pH intermediario foram &= 2,129 e A4, = 68 gauss o
que €& um pouco diferente dos valores medidos diretamente do
espectro experimental (tabela X). A analise dos espectros
congelados e o uso de subtracdes espectrais permitiu definir a
existéncié de 3 complexos de Cu2?t para os dipeptideos na faixa

de pH estudada. Assim para pHs ao redor de 4,5 tem-se Culy , na
faixa entre pH 7,0 - 12 tem-se CuLHZO e acima de pH 12,0 o

CuL(OH)22 " para o Gly-tyr. No caso do tyr-gly o complexo CuLH20
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ocorre na faixa entre pH 6,5 - 11,0, um pouco menor que para o
gly-tyr. Os parémetros para os dois dipeptideos sao
extremamente similares. As subtracdes espectrais permitiram
obter parédmetros para o complexo puro em pH 4cido (em torno de
6,0) ligeirament diferentes dos medidos no espectro
experimental : g, = 2,256 e A, =168 gauss. As tentativas de

ajuste dos espectros em pH alto (13,15) nd3o deram resultados

satisfatérios indicando que provavelmente esse espectro
corresponde a mistura de mais de uma espécie em solugdo ou como
O sistema tem baixa simetria os eixos dos tensores g e A poden
nao ser coincidentes.

No caso de tyr-gly as subtracdes espectrais foram feitas
em um pH um pouco menor do que para o gly-tyr. O resultado
mostrou que os parametros espectrais correspondentes ao
espectrc puro em meio &cido (pH 5,0) g = 2,257 e A, =168
gauss sdo muito parecidos aos obtidos para o gly-tyr por um
lado e por outro lado diferentes daqueles medidos nos espectros
que contém mistura (tabela X). Tendo em maos os parametros
medidos de absorcdo o6tica, energias de desdobramentos no campo
cristalino, os parametros medidos de RPE para os complexos de
cobre em fungdo do pH foi possivel determinar os parametros de
reducédo orbital (grau de covaléncia) associados aos complexos
em funcdo do pH. Assumindo simetria aproximadamente axial tem-

Se as expressdes para os valores de g dos complexos :

8AKZ
1
2
2XKL
g_L =9, -
e
AZ
SERYIGO DE BIBLIOTECA € INFORMACAG — 7 GSC

FISICA
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onde g = 2,0023

Na tabela IXa e IXb os wvalores K/; e KL de estao
apresentados para os dois dipeptideos em funcdo do pH. Nota-se
que para o gly-tyr K, acima de pH 7,0 mantem-se
essencialmente constante em torno de 0,72 enquanto que para o

tyr-gly K, é menor, 0,70 até pH 11,0 . Acima de pPH 11,0 K,

diminui o que sugere o aumento do grau de covaléncia. A
variacdo de K, é bem maior o que deve estar associado a
imprecisdo nos valores de g - No caso do gly-tyr observa-se .um
maximo para K, em torno de pH 9,0 e a sua reducdo em pHs
acidos e alcalinos. Para o tyr-gly K, mantém-se constante em
torno de 0,85 até pH 10,5 aumentando para 0,95 acima de pH
12,0. nossos resultados sugerem que a natureza dos complexos em

PHs alcalinos (acima de 11,0) é bem diferente para os dois

dipeptideos.
6.3 Fluorescéncia

Os resultados obtidos demonstram claramente o efeito do
metal de transicédo, Cu2+, como supressor de fluorescéncia da
tyr e seus dipeptideos. As titulacdes do aminoacido e
dipeptideos puros em funcdo do pH permitiram a determinacdo dos
valores de pks dos grupos ionizaveis e os dados disponiveis na
literatura que s&o esparc¢os concordam razoavelmente bem com os
nossos. Na tyr o pKa do grupo amino é mascarado pela grande
mudanga na desprotonagido do grupo OH fendlico tornando dificil
a sua determinac@o. Observa-se ainda para o aminoacido que o

efeito de Cu?t na fluorescéncia é o de supressdo significativa
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a pHs onde o grupo carboxilico est& desprotonado. O experimento
controle de supressdo do fenol em presenca de Cult sugere que ©
metal essencialmente ndo interage com esse composto, sugerindo

entdo que o complexo de Cu2+-tyr envolve os grupos carboxilico

e amino do amino&cido. Titulacdes em funcdo da concentracdo do
metal mostraram que a estequiometria do complexo é 2:1 (L:M)
consistente com a espécie Culp. Finalmente os valores
extrapolados dos graficos de Stern-Volmer para as constantes de
associag¢do metal-ligante estdo na faixa de (2,9-—4,3).105M"1 o
que certamente é& uma aproximagdo grosseira ja que existem .em
equilibrio pelo menos duas espécies Cul e Culy e no grafico de
Stern-Volmer isso ndo é levado em conta. Convém mencionar que o
formalismo de Stern-Volmer é em geral utilizado para analisar
supressao dinédmica de fluorescéncia, isto é, supresséao
colisional que assume-se que ocorre a difusio colisional entre
fluorbforo e supressor no tempo de vida de fluorescéncia. A
constante de Stern-Volmer Ksv pode ser decomposta no produto
kg.t como ja& foi mencionado acima e onde kg & a constante
bimolecular. Supondo T = 3ns =310"s o tempo de vida da tyr e
usando o valor de Ksv acima tem-se que kq =1014 M_ls—1 0 que é
muito maior do que os valores obtidos no limite difusional
(Lakowiks,1983) . Isto significa que ksv sé pode ser associada a
uma constante de supress3o estitica, neste caso a constante de
associagéo Cu2+-tyr (Tabak et al,1989,1990). Claro que essa
seria uma constante média que n3o leva em conta o equilibrio de
vdrias espécies presentes em solucio.

No caso dos dipeptideos as titulacdes possibilitaram a
determinacdo dos valores de pks dos grupos ionizaveis

evidenciando pequenas diferencas dependendo da proximidade do
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residuo aromatico do amino terminal. Para o gly-tyr o efeito de
supressdo de fluorescéncia sé é observado apbés a desprotonacio

do grupo carboxilico enquanto que no tyr-gly a presenca do
metal leva & reducdo de fluorescéncia mesmo nos pHs mais
dcidos. Na proporcdo metal:ligante 1:1 acima de pH 6,0 a
fluorescéncia é praticamente 100% suprimida. Foi desenvolvido

um modelo simples de equilibrio que permitiu ajustar os dados

experimentais de fluorescéncia em funcdo de concentracio de
cobre e a obtencdo das constantes de associaciao para ambos
dipeptideos. Os valores das constantes sdo préximas de 10’ M’
evidenciando uma complexacdo extremamente forte. Além disso no
caso do gly-tyr as constantes s3o um pouco maiores do que para
O tyr-gly evidenciando uma maior afinidade do peptideo pelo
metal quando o residuo aromdtico estd mais afastado do amino
terminal. Convém mencionar que na auséncia de metal a
fluorescéncia de ambos os peptideos ¢é bastante similar
sugerindo que ndo existem efeito de supress3o intramolecular
como ocorre como o0s derivados do triptofano. A estequiometria
dos complexos dos dipeptideos com Cu2* & 1:1 o que reforga a
suposicdo de que em uma ampla faixa de pH o complexo formado &
© CulH20 envolvendo o nitrogénio amina, o nitrogénio amida , o
carboxilato e uma molécula de &gua. O fato de que em pHs altos
O tyr-gly recupera parcialmente a fluorescéncia concorda com o
enfraquecimento do complexo observado pelos dados de RPE, onde
a pHs altos os valores de 4, para o tyr-gly aumentam de forma
significativa.

A tentativa de usar o formalismo de Stern-Volmer nio
permitiu obter dados confidveis para as constantes de

1

associagdo que apesar de altas, na faixa de 4.104 M sdo
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bastante menores que aquelas obtidas do ajuste baseado no
modelo de equilibrio. A n3o linearidade das curvas esta
associada ao fato de que, neste formalismo geralmente utiliza-
Se concentragdo de supressores livres, supde-se que a
concentragdo de supressores é muito maior que a concentracido de
fluordéforo ou seja, a concentracdo inicial de supressores é

igual & concentracio de supressores livres. O que nao & verdade

na situacdo deste trabalho, onde foi utilizado concentracdes de

supressores e fluordéforo com a mesma ordem de grandeza.
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6.4 Conclusdes

1) A decomposigdc dos espectros de absorcdo 6tica dos
dipeptideos Gly-tyr e Tyr-Gly permitiu a obtencdo dos valores
dos desdobramentos produzidos pelo campo cristalino com

simetria préxima da axial.

2) As medidas de RPE em solucdo em funcdo do pH a
temperatura ambiente e a -150°C permitiu a detegdo de pelo
menos 3 espécies diférentes de complexos de cobre com os
dipeptideos em equilibrio, cada um deles prevalecendo numa
faixa limitada de pH. Ficou evidenciada a participacdo de dois
nitrogénios, amina e amida, bem como do grupo carboxilato
formando o complexo, CuL(H>0) numa ampla faixa de pHs entre 7,0
e 11,0. Através do uso de subtrac3o espectral, os espectros dos
complexos puros foram obtidos e os parametros de RPE e de
absorcéo 6tica indicam um grau de covaléncia acentuado em ambos
os complexos sendo maior para o Gly-Tyr.

3) As medidas de fluorescéncia foram extremamente
informativas permitindo obter a estequiometria dos complexos
(relacdo ligante:metal) em pH 7,0 e pH 9,0 que é 1:1 no caso
dos dipeptideos e 2:1 no caso do aminoéacido. Essas
estequiometrias sdo similares as observadas para derivados do
triptofano. Um modelo simples de equilibrio foi utilizado no
caso dos dipeptideos obtendo-se constantes de associacdo na
faixa de 107M°1,

4) Finalmente é interessante notar a boa concordincia
entre os dados obtidos das medidas de fluorescéncia onde a

concentracdo de peptideos é de 4.10"° M e dos dados de RPE onde
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a concentracio é& de 10-2 M, ou seja,cerca de trés ordens de

grandeza maior.
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APENDICE

1.Equagdo para determinagio de pKs

A figura abaixo apresenta uma titulagcdo de tyr-gly 3ja
mostrado anteriormente (fig.39), o ajusie da curva corresponde

aos dados experimentais.
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onde F4 ¢é a fluorescéncia onde todos os grupos estéo
protonados, F3 onde grupo carboxilico esta desprotonado, Fy é a
‘fluérescéncia onde o grupo amino esta desprotonado e Fi é a
fluorescéncia onde o grupo fendlico esta desprotonado.

A fluorescéncia total F sera dada pela contribuicdo de

todos os "patamares":
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F = F, + Af; (pH) + AL, (pH) + A, (pH) (A1)

onde Afl=F—F4, Af2=F2—F3eAf3=F1—F2

Determinacdo de Af, Af e Af,

A constante de dissociagdo de uma reacido é dada por: .

HB & HY + B~ (A2)
+ —-— -

Kk = BB 1 Ii - [B] (A3)
(HB] (H] (HB]

Podemos escrever a equacdo (A3) em funcdo de a, onde o é

a fracdo do composto que foi dissociada.

HB © H* + B
Co(l - ) Coa C a (A4)

onde Co é concentracio

Entédo a equacdo (A3) em funcdo de a sera:

K Ca
— = 1° (A5)
("] Gl - a)
Isolando a temos:
K
Q = ——— (A6)
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o em termos da fluorescéncia experimental serad dada por:

Analogamente:

F-F A
a = 4 = %' (A7)
B-F FB-F
A il
=a,(F,-F,)= ——a2a—_ (A8)
% 13 4 [H+]+_Kl
A %2
= a.(E -~ F.) = (A9)
L = a,(F, - F 4 K,
Af ( f3
=a. (F -F)= —3 (A10)
3 3th - 5 H T+ K,

Determinando-se Kj;, K; e K3 teremos os pKs de todos os

grupos, pois

pPK = - logK

2. Determinagdo de constante de equilibrio

A figura abaixo representa esquematicamente um titulacao

de uma solugdo de dipeptideos com um solucdo de cobre.
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O equilibrio da reacdo pode ser representado pela equacio:

c?t o+ U PN cur’
M - xa x{1 - a) X0 (Al11l)

onde M é a concentracdo total de cobre; x é a concentracdo toal
de ligante, a é a fracdo de ligante complexado em relacdo a

quantidade total presente na amostra.

A constante de equilibrio serd dada pela equacéo:

+
K = [Cul’ ] . _ Xo (A12)
[Cu? L) M - xa)x(1 - a)
Xxa = KM - xa)x(1 — a) (A13)
(Kx?)a? - (KMx + Kx° + x)ot + KMx = 0 (Al4)

Seja A = Kx?2 , B=KMx + Kx2 + x e C = KMx, entdo temos:

o = (A15)

mas
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ligante.. ... F__ -F
19ante ¢ otal) max max min
F -F
a =—[ax (A17)
Fmax " “min
F = Fnax - @(Fmax - Fmin) (Al18)

onde o é dado pela equacdo AlS.

Fazendo-se o ajuste das curvas por meio da equacdo 18

determinaremos os valores das constantes de equilibrio.
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