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RESUMO

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é uma técnica biofisica amplamente difundida e
utilizada para fornecer informaces estruturais a respeito de proteinas e peptideos. Compostos
quirais apresentam espectro de CD caracteristico devido a diferenga de absor¢édo da luz
circularmente polarizada a direita e a esquerda. Do espectro de CD de uma proteina, extraem-
se informacOes acerca de sua estrutura secundaria no ambiente e nas condi¢cdes em que se
encontra, sendo possivel estimar as fracdes de cada tipo de estrutura secundaria presentes na
molécula. Todavia, assim como qualquer técnica experimental, deve-se ter cautela na escolha
dos parametros de entrada ao coletar um espectro de CD, visto que eles afetam diretamente a
qualidade do sinal obtido. No primeiro capitulo deste trabalho, foi investigado como a escolha
e a variacao de sete parametros de entrada afetam os resultados de CD. Um método Tipo-Monte
Carlo foi implementado para estimar as incertezas nas porcentagens de estrutura secundaria
predita. Uma mudanca sutil em alguns parametros foi capaz de afetar significativamente as
analises de CD, em destaque as variac@es na concentracao da amostra e na presenca de aditivos
(tais como os ions cloreto) na solucdo. No segundo capitulo deste trabalho, descreve-se a
implementacdo das reacdes de sintese de peptideos em fase sélida no IFUSP, e a interacdo do
peptideo PIn149 com diferentes monocamadas fosfolipidicas, utilizando medidas de presséo
superficial em monocamadas de Langmuir. Estes resultados evidenciam que a PIn149 pode
interagir tanto com monocamadas lipidicas negativamente carregadas (0 que ja se conhecia

previamente) quanto com superficies zwitterionicas.

Palavras-chave: Espectroscopia de Dicroismo Circular. Tensiometria. Monocamada de

Langmuir. Sintese de peptideos em fase solida. Método Tipo-Monte Carlo.



ABSTRACT

Circular dichroism (CD) spectroscopy is a widely used biophysical technique employed to
obtain structural information of proteins and peptides. Chiral compounds present a typical CD
spectrum due to the difference in absorption of right and left circularly polarized light. From
the CD spectrum of a protein one can extract information about its secondary structure in the
experimental conditions that the protein is found, and it is possible to estimate the content of
each type of secondary structure present in the molecule. However, as any other experimental
technique, caution must be paid in setting the data collection parameters, since they can directly
affect the quality of the CD signal. In the first chapter of this work, it was investigated how the
choice and the variation of seven collection parameters might affect the CD results. A Monte
Carlo-like method was implemented to estimate the uncertainties in the percentages of predicted
secondary structures. A slight change in some parameters was enough to significantly affect the
CD analysis, in special the changes in sample concentration and the presence of additives (such
as chloride ions) in the solution. In the second chapter of this work, the implementation of solid-
phase peptide synthesis reaction at IFUSP, the interaction of the peptide PIn149 with different
phospholipid monolayers, and measurements of surface pressure in Langmuir monolayers are
described. These results pointed out an evidence for PIn149 interaction with both negatively
charged monolayers (as was previously described by literature) and zwitterionic phospholipid

surfaces.

Keywords: Circular Dichroism Spectroscopy; Tensiometry. Langmuir monolayers; Solid
Phase Peptide synthesis; Monte Carlo-Like Method.
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Prologo

Esta dissertacdo estd dividida em dois capitulos. No Capitulo | é discutida a origem
fisica do fendbmeno de dicroismo circular (CD) com uma revisdo da literatura, sua importancia
no estudo da estrutural de proteinas e peptideos, e 0 uso complementar de ferramentas
bioinformética disponiveis atualmente para a analise de CD. Neste mesmo capitulo é
apresentada uma analise experimental sobre como 0s espectros obtidos a partir da técnica de
CD podem ser afetados por escolhas indevidas nos ajustes dos parametros da medida. Por fim,
sdo analisados os espectros de CD da Plantaricina 149.

No Capitulo I1, objetivando-se melhor investigar a Plantaricina 149 (e outros peptideos
antimicrobianos), a interacdo deste peptideo com modelos de membrana € investigada com
analises de tensiometria em monocamadas de Langmuir. Neste capitulo também sdo discutidos
a teoria e protocolo da sintese de peptideos em fase solida, que é utilizada para a sintese de
peptideos antimicrobiano da familia das temporinas.

Com este trabalho, espera-se ajudar novos usuarios a se familiarizarem com algumas das
principais técnicas implementadas pelo grupo Biofisica Aplicada do IFUSP, e desta maneira,

servir de referéncia para futuros estudos.
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Capitulo 1 - A espectroscopia de dicroismo circular

I — Introducéo

A técnica espectroscopica conhecida como dicroismo circular (CD) é utilizada para a
caracterizagdo de sistemas quirais. Este método é baseado no fendmeno Optico da absorcao da
luz circularmente polarizada (LCP). O dicroismo é a propriedade de um composto de absorver
luzes com polarizac6es diferentes de forma distinta. O fenémeno de CD ocorre quando duas
componentes de LCP, com sentido de polarizacdo opostos (uma a direita, e a outra a esquerda)
interagem com compostos quirais. Cada uma destas ondas é absorvida em proporc¢des
diferentes, e essa diferenca de absor¢do da origem ao sinal de CD (WALLACE; JANES, 2009;
FASMAN, 1996; BEROVA et al, 2012).

O efeito de CD pode ser observado em diversas regides do espectro eletromagnético.
Atualmente, existem duas principais faixas de interesse: A regido do infravermelho da origem
ao dicroismo circular vibracional (MAGYARFALVI et al., 2011) e a regido do ultravioleta - de
interesse desse trabalho - é conhecida como dicroismo circular eletrdnico, ou ainda dicroismo
circular convencional (WALLACE; JANES, 2009; FASMAN, 1996; BEROVA et al., 2012) .

Apoés a segunda metade do século XX, o CD se tornou bastante popular, e diversas
abordagens experimentais foram derivadas dessa mesma técnica, seja com a intencdo de
melhorar/aprimorar a aquisi¢do do sinal de CD, ou entdo de obter informacdes extras sobre a
molécula estudada. Como exemplo podemos citar dicroismo circular orientado (BURCK et al.,
2016), que nos permite obter a orientagdo de peptideos em a-hélices inseridos em modelos de
membrana lipidicas; o dicroismo circular magnético, que adiciona um campo magnético na
direcdo do feixe de luz incidente (HALES, 2011) ou ainda o considerado “estado-da-arte” do
método, 0 SRCD. O SRCD surge com a utilizacdo da radiacdo sincrotron como fonte de luz
para as medicOes dos espectros (KUMAGAI et al., 2017(a); KUMAGAI et al., 2017(b)).

Na natureza muitas biomoléculas (proteinas, carboidratos e acidos nucleicos) apresentam
quiralidade intrinseca (MIYAHARA et al., 2016; MATSUO; GEKKO, 2018; AMDURSKY;
STEVENS, 2015). Entre estas, as proteinas possuem um lugar de destaque na literatura de CD,
com um grande nimero de estudos realizados utilizando a técnica. Esta técnica € interessante

para o estudo de proteinas, uma vez que com ela é possivel identificar e estimar as estruturas

1 Nessa dissertacdo quando nos referirmos ao CD estara subentendido que estamos falando do dicroismo circular
eletrbnico.
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secundarias e terciarias de uma proteina, detectar mudangas conformacionais na molécula,
estudar a dindmica da proteina quando exposta a diferentes condi¢bes experimentais e/ou
estudar interacGes do tipo proteina-proteina, proteina-membrana, ou com diversos outros
interagentes (WALLACE; JANES, 2009; FASMAN, 1996; BEROVA et al., 2012).

Para cada tipo de estrutura secundaria (e.g. a-hélices, folhas-g, voltas-8, e néo
ordenadas) existe um espectro de CD caracteristico, que possui posi¢fes de bandas muito bem
definidas, e que surge devido a diferencas no momento de dipolo elétrico resultante de cada
tipo de estrutura secundaria. Geralmente, o espectro de CD de uma proteina complexa ¢é a
sobreposicdo dos espectros das diversas estruturas secundarias presentes na molécula. As
proporcOes de cada estrutura podem ser estimadas por softwares que realizam os processos de
desconvolucdo, muito dos quais estdo disponiveis online (WALLACE; JANES, 2009;
FASMAN, 1996).

A maioria dos algoritmos de desconvolucdo necessitam que haja uma normalizacdo do
espectro para uma escala independente da concentracdo e do caminho Optico do porta amostras
utilizado, o que exige que ambas informacGes sejam conhecidas com grande precisdo. Além
disso, com frequéncia os algoritmos apresentam uma maior precisdo nos resultados quando a
proteina estudada possui um conteudo mais elevado de a-hélices (MANAVALAN,;
JOHNSON, 1987). Isso acontece principalmente porque essa estrutura apresenta o maior
momento de dipolo magnético, o que realca a sua interacdo com a LCP, gerando sinais de CD
mais intensos. Além disso, estruturas do tipo fitas- apresentam caracteristicas morfoldgicas
mais distintas, as quais produzem um leque mais diversos de espectros de CD. (WALLACE,
2003). Com o passar dos anos, alguns outros algoritmos e base de dados, como o BeStSel
(MICSONAII et al., 2015), surgiram com o intuito de melhorar a qualidade na predicdo de
estruturas secundarias diferentes das a-hélices.

As analises de CD sdo normalmente usadas complementarmente a outras técnicas
biofisicas, tais como a difracdo de raios-x, a fluorescéncia, a ressondncia magnética nuclear, a
dindmica molecular e cryo-microscopia eletronica. A vantagem do CD é a capacidade de se
obter uma informacgéo estrutural global sobre a proteina de interesse nas mais diversas
condicBes experimentais, inclusive em forma nativa. Além disso, é uma técnica ndo destrutiva
(que possibilita a reutilizagdo da amostra em outras medidas), requer pequena quantidade de
material (~400 uL de uma solucdo a ~0,2 mg/mL), e apresenta um resultado rapido (~20 min
é, normalmente, o suficiente para a aquisicdo de um bom espectro) (WALLACE; JANES,
2009).
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A informacéo estrutural adquirida com o CD pode, muitas vezes, ser prejudicada pela
baixa qualidade do sinal medido. Kelly et al. (2005) apresentam uma revisao bibliogréafica
completa sobre os cuidados que devem ser tomados durante a obtencao de um espectro de CD.
Em resumo, os autores encontram evidéncias de que um espectro de boa qualidade apresenta
um valor alto de relacéo sinal ruido e minimiza a contribuicdo de solventes. Dessa forma,
prestar atencdo nos parametros de coleta (tanto relacionados com a varredura, quanto com o
preparo da solucdo) é um cuidado fundamental na hora de preparar o experimento, uma vez que
eles podem afetar significativamente o espectro final e, consequentemente, os resultados da

quantificacdo estrutural a ser obtida com o processo de desconvolucao.
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I1- Objetivos

O presente trabalho possui como objetivo geral verificar como a variacdo dos
pardmetros de coleta afeta os espectros de dicroismo circular e os seus resultados de
desconvolucédo, com intuito de guiar futuros usuérios da técnica que pretendem estudar sistemas
proteicos. Nesse trabalho, sete pardmetros de coleta foram variados como uma forma de
verificar os limites aceitaveis de cada um, de tal forma que ndo haja uma mudanca significativa
na qualidade do espectro final e no resultado de desconvolugdo. Aléem disso, foi implementado
um método de tipo-Monte Carlo capaz de produzir um resultado de desconvolucéo
considerando a incerteza experimental. Por fim, foi realizada uma analise estatistica sobre a
acuracia da concentracdo necessaria para se obter uma distribuicdo de pontos no espectro

normalizado que obedeca a uma funcgéo de distribuicdo gaussiana.

Para tanto, o trabalho se constituiu das seguintes etapas:

¢ Revisdo da literatura de dicroismo circular.

¢ Preparacdo das amostras de mioglobina (Mb) e Plantaricina 149 (PIn149) utilizadas.

¢ Medida dos espectros de dicroismo circular da proteina modelo em diferentes
condicdes.

+ Desenvolvimento e implementacdo de programas de tratamento e analise dos espectros,
tais como o EasyCD e CDgenerator.

+ Utilizacdo de algoritmos de desconvolucgéo disponiveis no Dichroweb e BeStSel.

+ Implementacdo de ferramentas estatisticas para a analise e compara¢do dos resultados.
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I11 — Teoria do dicroismo circular

111.1 — O fendbmeno do dicroismo circular

Durante séculos perdurou-se a discussdo em torno da natureza da luz. No século XVII
surgiram duas teorias concorrentes capazes de descrever fendmenos luminosos, a primeira,
proposta por Isaac Newton no seu livro “Optica”, propunha o carater corpuscular para a luz. A
segunda, proposta por Christiaan Huygens no seu “Tratado sobre a Luz”, postulava a luz como
uma onda. Ambas teorias sdo capazes de explicar fenébmenos como a reflexdo e refracdo da luz,
mas foi apenas no século seguinte, com o famoso experimento de Thomas Young de fendas
duplas, que a comunidade cientifica passou a aceitar de forma consensual a teoria de Huygens.

Na década de 1861, o fisico James C. Maxwell reuniu quatro equacdes diferenciais
capazes de descrever qualquer fendbmeno do eletromagnetismo classico. Estas ficaram
conhecidas como as Equacdes de Maxwell (Tabela 1), e sdo formas reescritas/modificadas das
leis de Gauss, Ampére e Faraday. A surpresa para época, foi que a descri¢do da luz como uma
onda eletromagnética (JACKSON, 2007; GRIFFITHS, 2005), o que trouxe ainda mais prestigio
para o tratamento ondulatorio. Todavia, no século XX, com o advento da fisica moderna, houve
uma grande quebra de paradigma, isto €, alguns fenébmenos s6 podiam ser explicados com uma
teoria corpuscular. Assim, fisicos como Einstein e Max Planck propuseram a dualidade da luz,

a considerando tanto uma particula (o féton), quanto uma onda eletromagnética.

Tabela 1 — Equacdes de Maxwell

} - = p
Lei de Gauss V-E=—
€o
Lei de Gauss para 0 magnetismo V-B=0
_ - - 0B
Lei de Maxwell-Faraday VXE = —=
t
_ - . OE
Lei de Ampere VXB= Uo <] + €9 E)

A teoria capaz de explicar o CD surge de um tratamento semiclassico da mecanica
quéantica, ou seja, considerando-se a luz como uma onda eletromagnética e utilizando o
formalismo quéntico para descrever a interacdo desta onda com o0s elétrons presentes na

molécula de interesse. Portanto, para entender a origem do CD é necessario retomar alguns



20 Aplicagdes da espectroscopia de dicroismo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir

conceitos béasicos do eletromagnetismo, que possibilitam a compreensdo da natureza
ondulatoria de uma luz, dita circularmente polarizada.
Seguindo as demonstragdes presentes em Jackson (1983) verifica-se que em um meio

simples, néo condutor, com permeabilidade (o) e susceptibilidade (e,) constantes e na auséncia

de cargas externas, 0s campos elétrico (E) e magnético (B) presentes na luz seguem as equacoes

de onda tridimensional:

. 1 0%E
V2E = — (1)

Uo€y Ot?

R 1 92B
V2B = — 2)

Uo€y Ot?

A solucdo para cada um dos campos elétrico e magnético é descrita como uma onda
plana e monocromatica (frequéncia angular, ®, constante), como nas equacdes (3) e (4). As

quais mantém a natureza vetorial de E e B, implicita nos vetores constantes (e complexos) E,

w

e §0. A direcdo de propagacdo da onda é descrita pelo vetor de onda (E = k &;),emque k = —

c

,e ¢z = —— é a velocidade da luz no meio (JACKSON, 1983; GRIFFITHS,2005).

Ho€o

E eiki-wb) (3)

(4)

i
Il
<)

oe]]
Il
jee])
o
mﬁ
=
|
g

Devido a ndo existéncia de cargas, e pela lei de Gauss, decorre-se que os divergentes
dos campos sdo nulos, acarretando a simplificacao k- EO = k- §0 = 0. Logo, os dois campos
sdo ortogonais a direcdo de propagacdo. Da lei de Faraday é possivel obter que §0 =
i(k x E,). Portanto, E e B também s&o ortogonais entre si. Assim, 0s versores das diregdes
dos campos e do vetor de onda (&, €,,€3) formam uma base de R;. Essa Ultima relagdo é
importante, pois mostra como obter 0 campo magnético conhecendo a equagdo para 0 campo
elétrico. Dessa forma, torna-se possivel descrever apenas o campo elétrico (JACKSON, 1983;
GRIFFITHS,2005).

O produto vetorial entre EeB gera um vetor paralelo a direcdo de propagacao. Assim,
é definido o vetor de Poynting (5), que representa a energia por unidade de area, por unidade

de tempo (fluxo de densidade de energia). A média temporal (por ciclo) do modulo do vetor de
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Poynting é igual a intensidade (ou irradiancia) da luz (6), em que « é o angulo entre os vetores
de Poynting e normal a superficie incidente. Caso o feixe de luz seja perpendicular a amostra,
cos a = 1. Para uma onda plana monocromaética ¢ valida a segunda igualdade da equacéo (6),
na qual a intensidade da luz é proporcional ao quadrado de E,, que € o modulo da parte real da
amplitude do campo elétrico (JACKSON, 1983; GRIFFITHS,2005).

- 1 - —
S=—FEXB (5)
M
5 1
I= (S|)cosa =§ceE§ cos a (6)

[11.2 - A luz circularmente polarizada

A onda descrita pelas equaces (3) e (4) € linearmente polarizada, uma vez que possui
0 seu campo elétrico (portanto, magnético) apontado sempre para a mesma direcdo &, (e &,
para 0 magnético). Nesse caso, falamos que a luz esta polarizada na dire¢do €. A principio,
duas ou mais ondas linearmente polarizadas podem ser sobrepostas para formar uma onda mais
geral. Por exemplo, podemos somar duas ondas com o mesmo vetor de onda e frequéncia, mas
com vetores de polarizagdo linearmente independentes (7) (JACKSON, 1983;
GRIFFITHS,2010).

EUC); t) = (Eiéi + Ejéj)ei(r"f‘ wt) )

Os valores E; e E; sdo, a principio, nimeros complexos e podem ser escritos como E; j =

|Ei,j|ei‘PiJ, em que @;; € um fator de fase. Caso as ondas possuam a mesma fase, o campo

elétrico resultante serd: E (%, t) = E,pse'®¥-©t+® em que o mddulo de E,.; é igual a

E;

/El-z + Ejz, e a direcdo de polarizacdo forma um angulo # = tan~! = com relagéo a é;. Note

J

entdo que é recuperada uma onda plana linearmente polarizada (JACKSON, 1983;
GRIFFITHS,2010).

Quando as ondas apresentem fases distintas, a sobreposicdo sera elipticamente

polarizada. Caso a diferenca de fase seja de % e a amplitude das ondas seja igual (|E;| = |E]| =

E~2), chegamos no tipo de polarizagdo mais importante para este trabalho: a circular (8)

(WOODY,1996). Em que E, = EV2 é,,eé, = %2 (& £ i8)).
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Figura 1 — Sobreposicéao de duas ondas linearmente polarizadas

l

e

res

Sobreposicdo de duas ondas linearmente polarizadas (nas dire¢des €, € €,),
representadas pelos seus campos elétricos (E; e E,), gerando uma onda

linearmente polarizada na direcio do campo elétrico resultante E....
Adaptado de: J.A. Woollam (2021)2.

E@ t) = E, elk#-00) (8)

A resultante, portanto, € a soma dos dois versores, na qual o campo elétrico realiza um
movimento circular uniforme no plano formado por é; e &; (digamos, plano XY) girando em
sentido anti-horario. Assim, esta onda é nomeada como sendo circularmente polarizada a direita
(dextrogira), ou ainda com helicidade positiva. J& quando subtrai-se 0s dois versores, 0 campo
elétrico realiza um movimento circular uniforme, girando no sentido horario. Nesse caso, a
onda é chamada de circularmente polarizada a esquerda (levogira), ou ainda com helicidade
negativa (JACKSON, 1983).

A combinacdo de duas ondas circularmente polarizadas com a mesma amplitude,
frequéncia e vetor de onda, mas com helicidades opostas gera uma onda plana linearmente
polarizada. Isso pode ser verificado com a adicdo &, + é_ = +/28;, indicando a direcdo do
campo elétrico da onda resultante. Agora, se as amplitudes dos campos elétricos diferirem, a

sobreposicao das ondas gerard uma luz elipticamente polarizada (JACKSON, 1983).

2 Disponivel online: <https://www.jawoollam.com/resources/ellipsometry-tutorial/polarized-light>. Acesso em:
19 maio 2021
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Sejam Ee e Ed duas ondas circularmente polarizadas, a esquerda e a direita,
respectivamente, descritas pela equacéo (8). Ambas com mesmo comprimento de onda e vetor
de propagacao e com amplitudes dadas por E, > E; > 0. O campo elétrico resultante serd dado

pela equacdo (9).

Figura 2 — Sobreposicéo de duas ondas lineares com diferenca de fase de
90°

Sobreposicdo de duas ondas linearmente polarizadas (nas direcdes é;¢e €,),
entretanto com uma diferenga de fase de 90° gerando uma onda
circularmente polarizada. Adaptado de: J.A. Woollam (2021)3.

E(x,t) = (Eqéy + Eoe_)ei®E-wD -

O semieixo maior da elipse sera quando &, e &_ apontam para a mesma direcao, e 0 seu
valor é: E; + E,. J& 0 semieixo menor sera quando o angulo entre os versores € m, € 0 seu valor
é: E, — E;. A razdo entre os semieixos € igual a tangente do angulo 6 (como pode ser visto na
Figura 3). Quando E, + E; > E, — E, esse angulo é bem pequeno, de tal forma que podemos
realizar a aproximacéo expressa em (10). Esse angulo é a grandeza mensurada em grande parte
dos equipamentos de CD disponiveis atualmente (WOODY,1996).

6~ tang = ce _Ea 10
~RENY T E TR, (10)

3 Disponivel online: <https://www.jawoollam.com/resources/ellipsometry-tutorial/polarized-light>. Acesso em:
19 maio 2021
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Figura 3 — Sobreposicdo de duas ondas circularmente polarizada com
sentidos de rotacdo opostos

c)

Sobreposicdo de duas ondas circularmente polarizada com sentidos de
rotacdo opostos. (a) Ambas as ondas com a mesma intensidade, resultando
numa polarizacdo linear. (b) Com intensidades diferentes, gerando uma
onda eliptica. (c) identificacdo do angulo 6 expresso na equagdo 10.
Retirado de: Janes e Wallace (2009).

[11.3 — Interagdo da LCP com a materia

A explicacdo fisica do fendmeno de CD surge de um tratamento semiclassico da
mecéanica quantica. Primeiro, é necessario definir o Hamiltoniano de interesse e em seguida
utilizar a teoria de perturbacdo dependente do tempo para calcular a probabilidade de transicao
de um estado fundamental (o) para um estado excitado (a) (11). O leitor interessado pode
observar o apéndice dessa dissertacdo para os detalhes dessas operacfes, aonde apresenta-se a
origem quantica da absorcao da luz (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN,
1975).

2
P(o—a) = %t 8(W,e — ) (11)

O potencial V; apresenta contribui¢cbes do campo elétrico e magnético conforme:

V,=—-i-E—m-B (12)
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Em que 7 é o operador momento magnético (13), e representa a soma das contribui¢es
dos momentos angulares (L) e spin (S)de cada i — elétron no sistema, e ji € o operador

momento de dipolo elétrico (i = gx , em que q é a carga) (SCHELLMAN, 1975).
N e - X
m = [y Z(Li + 25) (13)
L

Para expressar 0 modulo quadratico do potencial V;, serd necessario reescrever as

componentes dos operadores /1 e 7 de forma analoga a equacéo (8) (SCHELLMAN, 1975).

ﬁ _ ﬁi t iﬁ]
L=
B V2
PO (14)
N mj + m;
my = ————
* V2
Desta forma, pode-se escrever:
= f-é,+ e+ ;&
R - R (15)
7’?7. = ﬁl_h_,_ + T?l_,_h_ + ‘r/ﬁ.khk

Em que é; sdo os versores que indicam o sentido da polarizagéo circular do campo
elétrico, como presente na equagdo (8), e hy = (& i¢;)/V2 é o andlogo ao vetor &, mas
para 0 campo magnético. Esta notacdo facilita identificar que, para uma onda circularmente

polarizada a direita por exemplo, os produtos internos da equacao (12) seréo:

—A-Ey= —(f-&, + f,é_+ &) Eoé, = —Eofly (16)
_ﬁl * §+ = _(ﬁ\l_i\l_l_ + ﬁ\l+i\l_ + ‘fr\lkiik) * BO i\l_l_ = _Boﬁl+
Assim sendo:

Vit = —(Eofly + Bomy) 17)
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Como 0 nosso obijetivo é calcular o valor de |[(a|V;|o)|?, é conveniente escrever V; na
formaV, = a + ib, cujo médulo ao quadrado seraigual a |V;|?> = (a + b)?. Para tanto, assume-
se que as amplitudes E, e B, sdo reais. Em seguida um operador § = —im é introduzido. Por

fim insere-se a equacdo (14) em (16) e o potencial é obtido:
Vit = —(Eofli £ Bogi) — i(XEofl; + Bogj) (18)

Agora, basta tomar os brackets, obter o mddulo ao quadrado do potencial e realizar uma
média orientacional sobre os produtos das componentes vetoriais de mesma dire¢do ({a;b;) =

(@)
3

(ajb;) =

) (SCHELLMAN, 1975), o que resulta em:

(alglo)I?
3

_ Kalalo)l?

N 2
falvs <Jo)]* =45 Kald: 9100 ¢ g, 19

EyB
3 0Bo

E¢ + B¢+ 2

A cada termo multiplicando os campos é dado um nome especifico, mas apenas o Ultimo
difere devido a polarizago da luz (SCHELLMAN, 1975).

Doq = |{alit]o)|? Capacidade de dipolo elétrico (electric dipole strength)
G,qe = {alglo)|? Capacidade de dipolo magnético (magnetic dipole strength)
R,, = —|{alfi- glo)|> Capacidade rotacional (rotational strength)

Com essas redefinicdes e utilizando a equacdo (6), podemos finalmente reescrever a

equacéo (18) como:

8ml

2 D
alvs s} = 5 (2

n

+nG,, F 2R0a> (20)

Em que n é o indice de refragdo do meio (SCHELLMAN, 1975). Nesse sentido, a
probabilidade de transi¢do do estado fundamental para o estado excitado sera dado ao inserir 0
resultado da equacdo (20) na equagéo (11).

No caso de moléculas mais complexas em solugdo, hd uma imensidade de graus de

liberdade de baixa energia excitaveis. Essas vérias transi¢des produzes uma banda de absorcéo,
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cuja estrutura fina dificilmente é identificada em um espectrdometro convencional. Para levar
em conta todos esses outros possiveis estados intermediérios, € introduzida uma densidade de
transicdo especifica para cada termo da equacédo (20) (SCHELLMAN, 1975). Considerando as

densidades de transi¢ao devido a cada uma das “capacidades”, respectivamente nomeadas de

p(w), 1(w) e o(w), temos:

4rl Dya
P(o—a) = 2 t6(wgo — w) (p((‘)ao)_ + T(Wgo)NGoq
3ch n 21)

F 20(0a0)Roa)

Uma grandeza interessante de ser analisada é a taxa de absor¢do (22), definida como a

derivada temporal da probabilidade de transi¢éo (w,,+).

41c] D,
W0t (Wgo) = Wé(wao - w) (,0 (Wgo) T + 1(weo)NGoq
(22)

¥ 20(0a0)Roa)

A partir dessa grandeza, é possivel calcular a se¢do de choque de absorgédo a(w) (23),
que representa a energia total absorvida por unidade de tempo dividida pela intensidade total
da luz incidente (TOMAKOFF, 2020). Como a equacdo (22) define a taxa de absorcéo apenas
para wg,, & necessario integra-la em dw,, (SCHELLMAN, 1975).

h +oo hwaoi
1@ =70 [ Wapt @a)dvg, = 0 (23)
Substituindo o resultado de (22), tem-se:
41 D —
= 02 (@) 22 + T(@)nGoq F 20()Roq) (24)

Portanto, o coeficiente de extingdo molar da molécula para a onda circularmente

polarizada (a direita e a esquerda, respectivamente) seré:
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Na
8.{__(0)) = 2303 ai((l))

41tN,y (25)

~ “3(2303)ch

Doa
n

(p(w) + T(w)nGyq + Za(w)Roa>

Um material dicroico pode absorver luzes com mesma frequéncia, mas polarizadas em
direcdes diferentes, em quantidade distintas. O CD é entdo definido como a diferenca na
absorcéo das luzes circularmente polarizadas a direita e a esquerda. Essa diferenca de absor¢édo
é refletida num valor distinto para os coeficientes de extincdo molar €, e e_. Materiais que
apresentam sinais de CD possuem uma capacidade rotacional ndo nula, a qual é a responsavel

pela diferencga na absor¢éo, dado que:
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Um espectro de CD, tipicamente, possui no seu eixo vertical a variavel dependente Ae,
ja em seu eixo horizontal a variavel independente escolhida é o comprimento de onda da luz
(4), que no que lhe concerne pode ser relacionada com a frequéncia angular. De acordo com
Schellman (1975), devido a normalizacdo de o(w) €é possivel mostrar que wo(w) = Aa ().
Dessa forma, pode-se recuperar a capacidade rotacional total do material estudado através de
uma mudanca de variavel e uma integracao na equacéo (26) (SCHELLMAN, 1975; WOODY,
1996).
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I11.4 - A lei de Beer-Lambert

A Lei de Beer-Lambert € uma das equacfes fenomenologicas mais importantes para a
espectroscopia. Ela relaciona a absorbancia (4) de uma amostra com a sua concentracao (c), 0
seu coeficiente de extincdo molar (&) e o caminho Optico do recipiente em que a amostra se
encontra (I). A absorbancia é calculada como o logaritmo na base 10 da razdo entre a

intensidade da luz transmitida (I;) e emitida na amostra (I,).
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1
A= 10g101—0 = cle (28)
1

Utilizando a relacdo expressa na equacéo (6) para uma luz incidindo perpendicularmente
em uma amostra (@ = 0), e realizando uma mudanca de base do logaritmo na equacéo (28), €

possivel obter a amplitude do campo elétrico transmitido pela amostra como:

A
El = EOe_Eln 10 (29)

Essa relacdo também ¢é vélida para as amplitudes de ondas circularmente polarizadas a
direita e a esquerda. Com isso, pode-se inserir a equacdo (29) na equacédo (10) para relacionar
0 angulo 6 com a absorbancia. Como AA « 1 é possivel expandir em primeira ordem a
exponencial da equagéo (29) (e* = 1 + x) e desprezar o termo de ordem AA no denominador,
e ainda escrever a diferenca de absorbancia em termos do Ae. Desta forma, encontramos a

equivaléncia entre 8 e Ag, e como converter uma unidade para a outra (WOODY, 1996).
In10

O[rad] = cl As (30)

Como 6 € medido em graus, ainda é necessario converter a equacao (30).

0[] = 1n410 (1%0> cl A (31)

E comum encontrar em livros textos (WOODY, 1996; JANES; WALLACE, 2009) o
valor numérico aproximado de 32,98 para a multiplicacdo das constantes da equacédo (31). Ha
uma vantagem clara na utilizacdo do Ae como a nossa variavel dependente, uma vez que ele é
normalizado para a concentracdo e para comprimento do porta amostra. Entretanto, para tal
conversdo, é necessario obter ¢ e [ com uma Otima precisdo. Caso contrario havera uma
assimetria na distribuicdo de probabilidade de Ae, e com isso uma tendéncia de se obter
amplitudes maiores para essa grandeza. Uma discussdo completa desse problema se encontra
na se¢do V.12 desse capitulo.

Uma forma analoga ao Ae de representar os resultados de CD, ou seja, normalizada para

c e | é aelipticidade molar: [0] = 3298 Ae.

[11.5 - O CD aplicado ao estudo de proteinas e peptideos.
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Sistemas que possuem uma capacidade rotacional nula ndo apresentam sinal de CD. Isto
ocorrera apenas se o produto escalar £ - g for nulo, ou seja, se ao menos um dos momentos for
igual a zero, ou entdo se eles forem perpendiculares entre si. Ambos casos s6 ocorrem se a
molécula possuir um eixo de simetria especular (WOODY,1996). As moléculas que apresentam
capacidade rotacional ndo nula sdo nomeadas de quirais. Um objeto quiral apresenta uma
estrutura tridimensional que ndo pode ser superposta pela sua imagem especular (a mdo humana
é talvez o exemplo mais conhecido que ilustra esta assimetria). Uma molécula que possui
quiralidade pode apresentar uma estrutura de “mao-esquerda” (“left-handed”, como a maioria
dos aminoacidos encontrados na natureza) ou de “mao-direita” (“right-handed”, como a
maioria dos aglcares no nosso organismo). Ao comparar uma molécula quiral com a sua
molécula “especular”, sera possivel notar que ambas possuem as mesmas propriedades fisicas
escalares (por exemplo, a massa molecular, entalpia de formacdo, e densidade), sendo entéo
apenas distinguidas a partir da sua interacdo com a luz circularmente polarizada.

Grupos aquirais (formados por residuos de moléculas que ndo possuem quiralidade
intrinseca) também podem, todavia, apresentar uma capacidade rotacional ndo nula se fizerem
parte de moléculas complexas e quirais (WOODY,1996). Isso pode acontecer devido a
interacdo com outros grupos, que distorcem a estrutura eletronica e quebram a simetria do
residuo. Desta forma, como uma molécula complexa possui diversas regides capazes de
apresentar um sinal de CD, a estratégia para lidar com esse problema é dividir a molécula em
grupos funcionais: os cromoforos. Estes sdo justamente separados em dois grupos: 0s
inerentemente quirais e os aquirais com dissimetria (com simetria perturbada) (MOFFITT;
MOSCOWITZ, 1959; MOSCOWITZ et al, 1962).

Diversas moléculas bioldgicas possuem quiralidade intrinseca (KWIT et al, 2012). Mas
sdo as proteinas que destacam pelo grande nimero de estudos realizados utilizando o dicroismo
circular (KELLY et al, 2005). As proteinas, moléculas fundamentais para a vida, sdo polimeros
de residuos de aminoacidos capazes de se auto ordenar em estruturas complexas, que estdo
fortemente associadas com a funcgéo bioldgica da molécula. Um aminoacido (aa) é composto
por um carbono central (C,) que estd ligado a um grupo carboxilico, um grupo amino, um
hidrogénio e um terminal R, que varia em cada aa. Todos aa séo quirais, com excecao apenas
da glicina, cujo R terminal consiste em um hidrogénio (NELSON; COX, 2004).

Dois aa sdo capazes de se ligarem através de uma ligacdo peptidica entre 0s grupos
carboxilico e amino. Isto acontece atraves de uma reacdo que transforma ambos aa em residuos
de aminoécido, liberando uma molécula de agua. A ligacdo peptidica é mais rigida do que uma

ligacdo covalente convencional, assim sendo, ela forma um plano. Uma proteina entdo pode ser
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entendida como a juncdo de diversos planos formados pela ligacdo peptidica que podem
rotacionar um em relacéo ao outro atraves de dois angulos diédricos (¢ e ¥). Entretanto, nem
todas as duplas (¢,y) sdo possiveis, como € descrito pelo diagrama de Ramachandran.
Formam-se entdo estruturas canénicas locais que sdo estabilizadas atraves de ligagcdes de
hidrogénio entre residuos de aa proximos. Estas estruturas s&o nomeadas como estruturas
secundarias, enquanto a sequéncia dos residuos de aa por si € chamada de estrutura primaria.
As estruturas secundarias mais comuns numa proteina sao a-hélice, fita-g, voltas e estrutura
ndo-ordenadas, entretanto ha diversas outras que também sdo capazes de serem identificadas
com o CD (por exemplo, as hélices-3;, e hélices poliprolina) (NELSON; COX, 2004;
WALLACE; JANES, 2009; FASMAN, 1996).

E na ligacdo peptidica (mais especificamente, no grupo amida) que o principal
cromoforo das proteinas e dos peptideos € encontrado. As transicOes eletrénicas presentes neste
grupo acontecem principalmente na regido do UV-distante (160-240nm), sendo assim esta é a
regido mais utilizada para investigar a estrutura secundaria dessas moléculas. E importante
ressaltar que ha outros possiveis croméforos encontrados nas proteinas, como, por exemplo, 0s
residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina, e as ligacGes dissulfeto. Entretanto, estes grupos
apresentam um sinal de CD predominante apenas na regido de UV-préximo (1 > 290nm). A
figura 4 representa esquematicamente as transi¢des passiveis de ocorrer no grupo amida, o qual
possui trés orbitais m e dois pares ndo ligantes de elétrons (n) presentes no oxigénio. As
transicdes possiveis sdo do tipo ™, que levam a molécula do estado ligante (rr) para o anti-
ligante (7*), e as do tipo nm* (BULHELLER et al, 2007;WALLACE; JANES, 2009;
FASMAN, 1996).

Quando se trata do espectro de CD de polipeptidios, que apresentam diversos
cromoforos, a situacdo torna-se um pouco mais complicada para analise. Na metade do século
XX surgiram os primeiros modelos capazes de explicar o espectro de CD de alguns polimeros
com estruturas bem definidas (MOFFITT ,1956; MOFFITT et al,1957; TINOCO,1962). A
maioria deles apresentou a estratégia de dividir a molécula em N cromoforos independentes
(cada um com n; estados) que possuem uma funcdo de onda monomérica ¢;;, em que i é 0
indice do cromdforo, e s 0 seu estado. A funcdo de onda que representa o polimero em um
estado excitado k (W*) é entdo aproximada como sendo uma combinagéo linear de todas as
configuracdes eletronicas. Cada configuragéo eletrénica €, no que lhe concerne, definida como

®iq = Piq - [1j+i ®jo - Em outras palavras, tem-se o produto das fungdes de ondas de todos os
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cromoforos diferentes de i no estado fundamental multiplicado pela funcdo de onda do
cromoforo i no estado excitado.

Figura 4 — Transicoes eletrénicas no CD
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Adaptado de: Bulheller, Rodger e Hirst (2007).
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Moffitt (1956) foi uma das primeiras pessoas a propor uma teoria que descrevesse as
transicdes eletrénicas presentes em polimeros helicoidais, estrutura modelo para uma a-hélice.
No trabalho, o autor utiliza um formalismo de perturbag&o para obter a solu¢do da equagéo (32),
com a qual é capaz de identificar duas transicdes eletronicas possiveis, uma paralela a direcdo
da hélice e outra perpendicular (duplamente degenerada) a esse eixo. A primeira apresenta uma
capacidade rotacional negativa, ja a segunda, positiva.

Entretanto, como descrito por Woody (1996), a teoria proposta por Moffitt (1956) estava
incompleta e a sobreposicdo das bandas geradas por essas duas transi¢cdes ndo era suficiente
para reproduzir completamente um espectro de uma a-hélice. Foi entdo que no ano seguinte,
com o auxilio da teoria de osciladores acoplados degenerados de Kirkwood (KIRKWOOD,
1937), Moffitt e seus colaboradores (MOFFITT et al,1957), adicionam um termo na capacidade
rotacional, cujo espectro de CD apresenta duas bandas: uma negativa por volta de 180 nm e
outra positiva em torno 200 nm. Essa contribuicdo foi nomeada posteriormente de bandas de
hélice (WOODY,1996). As transi¢cdes propostas inicialmente por Moffitt (1956) sdo hoje

atribuidas a transi¢des wm*, e sdo chamadas de nmr) (paralela, que apresenta um vale centrado
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em 200 nm) e wr; (perpendicular, apresentando um pico em 190 nm). Além destas quatro
bandas, ainda é necessario incluir uma banda de transicdao do estado n para ©* (n*, com um
vale em ~220 nm), que surge devido a um efeito Cotton (SCHELLMAN; ORIEL, 1962) e é
menos provavel de acontecer e, portanto, apresenta uma capacidade rotacional com mdédulo
menor (WOODY, 1968). A Figura 5 mostra todas as bandas de absorgédo presentes em uma a-

hélices, e a sobreposicdo destas, formando o conhecido espectro dessa estrutura secundaria.

Figura 5 — Bandas de absorcéo a-hélices
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banda em hélice, e por fim a sobreposicdo de todas gera a linha continua (espectro
de CD de uma a-hélice). Retirado de Woody (1996).

Na década seguinte, Tinoco (1962) desenvolveu o método matricial para resolver o
problema expresso na equacéo (32) (WOODY,1996). Ele consiste em encontrar os autovalores
e autovetores da equacdo de Schrodinger (HW* = EXW¥), cujo o hamiltoniano é dado por uma
matriz em que os elementos diagonais sdo os autovalores de energia de cada estado, e 0s
elementos fora da diagonal sdo potenciais de interacdo entre diferentes transi¢fes. O leitor
interessado pode referir-se a Bulheller et al (2007) para mais detalhes deste método com uma
notacdo atual e de facil compreenséo.

Woody (1996) ainda descreve uma relacdo empirica (33) proposta primeiramente por
Chen et al (1974), a qual permite a estimacdo do comprimento de uma a-hélice atraves de seu
espectro de CD. Essa ferramenta é importante no contexto desta dissertacdo, dado que traz

argumentos para estimar a regido de hélice e ndo-ordenada em peptideos antimicrobianos. Na
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relacdo expressa em (33), Ae,,,, € 0 valor experimental obtido para o espectro do polipeptidio,
Ae,, € uma constante teodrica para o valor do espectro de CD de uma hélice infinita, k esta
relacionada ao nimero de amidas faltantes, e n € o nimero de amidas presentes na hélice.
Woody (1996) apresenta os resultados obtidos por Gans et al (1991) e Jackson et al (1991), os

2

quais apontam um valor de k = 4,58 e [0], = —41000 deg para A = 222nm

cm
dmole
(equivalente a Ae,, = —12,4 M~1cm™1) .
Ageyp = Aes(n — k) /n (33)
Além da estrutura em a-hélice, estruturas como fitas-g e nao-ordenadas também
apresentam um espectro caracteristico de CD, como representado na figura 6. A transicao

associada com a banda negativa das fitas-f em 215 nm € a nr*, enquanto a banda positiva na

regido dos 198 nm é referente a uma transicdo m* (WOODY, 1996).

Figura 6 — Espectros de CD de fitas-f e ndo-ordenadas
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Espectros das proteinas Concanavalina A (Estrutura ) e Inibidor de
Tripsina de Soja (Estrutura ndo-ordenadas). Espectros concedidos pela
Jéssica A. Pedro, resultados ainda ndo publicados.

A estrutura ndo-ordenada sera de grande relevancia na discussdo de peptideos
antimicrobianos desta dissertacdo. O espectro dessas estruturas, como descrito por Woody
(1996), € um dos mais dificeis de ser calculado teoricamente, dado que essa categorizagdo ndo

é a principio muito bem definida. Ela pode incluir proteinas com as mais diversas conformacées
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(ndo canonizadas), sofrer influéncia de diversas combinacdes dipeptidicas diferentes e ainda o
seu espectro pode ser facilmente confundido com um espectro de poliprolina tipo Il. Tanto as
estruturas ndo-ordenadas, quanto as poliprolina tipo Il apresentam uma banda negativa em torno
de 200 nm, sendo levemente distinguidas pela banda positiva em 220nm presente nas

poliprolinas tipo Il (Lopes et al. ,2014).
I11.6 - Métodos, servidores e algoritmos para analise do CD de proteinas

Proteinas apresentam, geralmente, mais de um tipo de estrutura secundaria compondo
Sua estrutura terciaria. Assim, o espectro de CD delas (S(A1)) pode ser interpretado como uma
combinacéo linear das contribui¢des de cada uma das estruturas secundarias presentes (4;(4))
(VENYAMINOV; YANG, 1996).

S = ) @k (34

l

Em que a; > 0 é a fracdo da proteina que possui estrutura secundaria 4;, assim, a soma
de todos os «; é normalizada para um. O problema entéo se torna encontrar os coeficientes «a; ,
dado um espectro de uma proteina e uma base de dados contendo os valores de A;. Isto se traduz
como uma desconvolucdo (VENYAMINOV; YANG, 1996). Entretanto, os valores exatos de
A; ndo sdo facilmente obtidos e podem variar bastante dependendo dos modelos polipeptidicos
escolhidos, principalmente para as estruturas em fitas-# e ndo-ordenadas. Na década de 80,
Provencher, e Glockner (1981) desenvolveram um método mais moderno de desconvolucéo,
optando por utilizar uma base contendo os espectros de CD de diversas proteinas com estruturas

cristalogréficas resolvidas. Desta forma, a equacgéo (34) é reescrita como:

S = ) yRM) (35)
j

Em que R; representa o espectro da proteina j da base de dados e y; pode ser relacionado

com a porcentagem de cada estrutura secundaria presente na proteina investigada por meio de:

a; = Z%’Fji (36)
7



36 Aplicacdes da espectroscopia de dicroismo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir

Onde, Fj; € a fracdo dos residuos da proteina j na conformagéo i. Essa informagéo e
obtida através da estrutura cristalogréfica, assim, independe do espectro de CD da proteina
contida na base de dados. O algoritmo proposto por Provencher,e Glockner (1981) capaz de
resolver as equacdes (35) e (36) € conhecido como Contin, e se baseia em um método estatistico
de regularizacdo de Tikhonov. Nos anos seguintes, Stokkum et al (1990), propds um método
de resolugdo similar ao de Provencher conhecido como “modelo linearizado localmente” (LL),
atualmente esse méetodo é nomeado de ContinLL.

Outros dois métodos amplamente utilizados sdo 0 CDSSTR e o Selcon3. O primeiro foi
desenvolvido na segunda metade da década de 80 pelo grupo do Dr. W.C Johnson, Jr. da Oregon
State University, em duas publicagdes (COMPTON; JOHNSON, 1986; MANAVALAN;
JOHNSON, 1987). A primeira versao desse método foi nomeada de VARSLC, e 0 método
utiliza um algoritmo de decomposicdo de valores singulares (SVD). A maior diferenca do
CDSSTR para as suas versdes anteriores € a restricdo do nimero de proteinas utilizadas na base
de dado para oito, que de acordo com Johnson (1999) aprimorou os resultados.

O Selcon3 é uma versdo atualizada do algoritmo Selcon, que foi inicialmente
desenvolvido na década de 90 pelo grupo do Dr. Woody, R.W (SREERAMA; WOODY, 1993).
Neste método, o0 espectro da proteina a ser analisada é incluido junto a base que contém os
espectros com estrutura resolvida. E dado um chute inicial para os valores de a; como sendo
igual ao da proteina contida na base cujo espectro de CD € o mais similar ao espectro da proteina
estudada. O método entdo utiliza uma mistura do algoritmo SVD e do modelo LL.

Sreerama e Woody (2000) realizaram uma comparacdo entre os trés algoritmos
utilizando diversas bases de dados diferentes, e de forma geral os resultados obtidos foram
similares. A recomendacéo dos autores é a utilizacdo dos trés métodos de forma conjunta, o que
aumenta a confianga nos resultados. Atualmente, existem portais online que permitem o0s
usuarios acessarem estes métodos e a diferentes bases de proteinas. Entre estes um dos mais
conhecidos é o Dichroweb (WHITMORE; WALLACE, 2004), que atualmente disponibiliza
quatro principais bases de dados, os trés metodos descritos e utiliza o valor do NRMSD (raiz
do erro quadratico médio normalizada) (37) como parametro para analisar a qualidade do

resultado.

2
ZN(Smod - Sexp) ) (37)

NRMSD =
( ZN Sezxp
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Smod representa o espectro modelo e S, 0 espectro obtido experimentalmente para a

proteina a ser analisada. N é o nimero de pontos medidos, que esta relacionado ao intervalo
escolhido para o comprimento de onda.

O NRMSD representa 0 qudo proximo o espectro modelo, gerado a partir da
sobreposicao dos espectros contidos na base de dados, é do espectro experimental. Assim, um
valor baixo (NRMSD < 0,100) é essencial para garantir que o método utilizado gerou um
resultado aceitdvel (WHITMORE; WALLACE, 2004). Entretanto, ndo é suficiente para
garantir que os valores de a; serdo acurados, como mostra Miles et al (2005), e nem precisos
(SOUSA et al ,2021).

Outro algoritmo disponivel online é o BeStSel (MICSONAI et al,2018), o qual utiliza
um método de deconvolugdo baseado no método dos minimos quadrados, e possui uma base de
proteinas desenhada para aumentar a acuracia na predicao da estrutura secundaria em folhas-g.

Como é descrito por Venyaminov e Yang (1996), todas as abordagens de deconvolucao
apresentadas aqui sdo validas apenas a partir de algumas hipoteses. Primeiro, é necessario que
a solucdo da estrutura das proteinas existentes na base de dados seja obtida em condicao
préxima a proteina estudada, uma vez que em outros meios pode haver alteracdo na estrutura
da proteina. Adicionalmente, que assume-se que podemos negligenciar efeitos da estrutura
terciaria no espectro de CD, que todas as proteinas em solucdo apresentam a mesma
conformacdo, e que o seu resultado serd expresso como na equacdo (34). Além disso, é
necessario assumir que a ligagdo peptidica é o Unico cromdforo, €, por fim, que cada estrutura

secundaria apresenta apenas um espectro caracteristico de CD.
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IV - Materiais e Métodos

IV.1 Proteina e peptideo modelo

Neste trabalho, foram obtidos espectros de CD de dois modelos distintos, uma proteina
globular, a mioglobina (Mb), e o peptideo antimicrobiano (PAM), Plantaricina 149 (PIn149).

A Mb de musculo esquelético de equino foi adquirida da Sigma Aldrich e utilizada como
proteina modelo para a maioria dos ensaios de CD aqui realizados. A Mb escolhida é uma
proteina pequena, com 153 residuos de aa, com massa molecular de aproximadamente 17kDa.
Ela possui 8 hélices conectadas por regides desordenadas, sendo 7 hélices ordenadas como uma
estrutura em a-hélices (equivalente a 70% da proteina), e a ultima uma hélice-3,, (EVANS;
BRAYER, 1990). Dessa forma, a Mb torna-se um 6timo modelo de proteinas em a-hélices, e

apresenta um espectro de CD muito proximo ao descrito na secao 1.3.

Figura 7 — Estrutura cristalogréafica da Mb (PDB 2NSS).

Adaptado do Protein Data Bank (PDB)*.

De acordo com a Sigma Aldrich, a amostra utilizada apresenta pureza entre 95% e 100%,
é essencialmente livre de sais e possui um contetdo de ferro entre 0,25 e 0,32%. Para todos 0s
ensaios, a mioglobina foi preparada em solucéo de tampé&o fosfato de sédio (PBS) 10 mM em
pH 7,0.

Ja a PIn149 é um PAM linear e catidnico, com a sequéncia de 22 residuos de aa:
YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG (KATO et al, 1994), naturalmente encontrado na bactéria
Lactobacillus plantarum NRIC149. A amostra utilizada neste trabalho foi sintetizada em fase

solida pelo Prof.Dr. José Luiz de Souza Lopes, utilizando a quimica do Fmoc (mais detalhes da

4 Disponivel online: <https://www.rcsb.org/structure/2NSS />. Acesso em: 20 maio 2021
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técnica no capitulo 2). A pureza do peptideo foi determinada como sendo maior que 95%, e sua
massa molecular calculada através de espectroscopia de massa como sendo 2423,7 Da (LOPES
et al, 2010).

Na literatura, existem diversos estudos com a PIn149 (LOPES et al, 2009;LOPES et al,
2010; LOPES et al, 2013% LOPES et al 2013b; KUMAGAI et al, 2019) apontando que em
solucdo puramente aquosa, esse peptideo apresenta uma estrutura ndo-ordenada, mas na
presenca de membranas lipidicas é capaz de sofrer uma transicdo para uma estrutura em a-

hélice.

V.2 Espectrometro de CD

De acordo com Kelly et al. (2005) e Johnson (1996) existem pelo menos trés métodos
para medir o efeito de CD. O primeiro, utilizado pelo J-815, é a partir da modulacéo, em que a
luz incidente é continuamente alternada entre a polarizacdo a direita e a esquerda. Além disso,
um espectro de CD poderia ser obtido através da subtracdo direta da absorbancia de LCP
medida separadamente. Por fim, os autores ainda descrevem que o efeito de CD pode ser

medido através do angulo 8, como mencionado nas se¢fes anteriores desta dissertacao.

Figura 8 — Esquematizacdo dos componentes presentes em um
espectrometro de CD.
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5 Disponivel online: <https://jascoinc.com/learning-center/theory/spectroscopy/circular-dichroism-
spectroscopy/>. Acesso em: 20 maio 2021
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A figura 8 apresenta um esquema dos espectrometros da Jasco, 0s quais possuem uma
fonte de luz (normalmente uma lampada de Xenon 150W) e um conjunto de dois prismas, o
primeiro sendo responsavel por selecionar o comprimento de onda desejado, e 0 segundo por
polarizar a luz linearmente. O equipamento também possui um modulador fotoeléstico (MFE),
uma peca de quartzo semirevestida por um material condutor. Tenséo é aplicada nessa regido,
0 que faz o material piezoelétrico vibrar gerando um estresse que induz uma birrefringéncia.
Assim, uma das componentes da LLP ao atravessar o MFE, torna-se defasada em 90°, gerando
uma LCP. A onda gerada sera dextrogira se o quartzo é comprimido, e levogira no caso
contrario (KELLY et al., 2005; JOHNSON,1996).

Em seguida, as LCP atravessam a amostra, que deve estar em algum porta-amostras
transparente ao comprimento de luz utilizado. Para este trabalho, foi utilizada uma cubeta
Suprasil de quartzo, com caminho optico de 0,1 cm (Hellma, Alemanha). Por fim, a luz atinge
um tubo de deteccdo fotomultplicador, o qual amplifica o sinal recebido. O quanto o sinal é
amplificado esta relacionado a tensdo aplicada no fotomultiplicador (HT), que € a mesma
aplicada no MFE. Valores de HT muito alto indicam que poucos fétons estao sendo detectados,
logo, diminuindo a relagdo sinal-ruido (S/N). A recomendacéo da Jasco é manter o HT menor
que 700V (JASCO INC.,2021; KELLY et al, 2005; JOHNSON,1996).

A relacdo S/N € diretamente proporcional a raiz quadrada da quantidade de fdtons
detectados (ny), visto que o sinal obtido (intensidade de luz) € proporcional a ng, e a fungdo de
probabilidade que descreve esse fendmeno é proxima a uma Poisson, a qual possui seu desvio

padrédo como sendo aproximadamente ,/n,. Portanto, aumentar a quantidade de fétons que

chegam ao fotomultiplicador é fundamental para aumentar a qualidade do espectro obtido. Para
tanto, € importante que haja um fluxo alto de nitrogénio, dado que o oxigénio pode absorver
luz na regido ~190 nm. Além disso, o oxigénio pode oxidar o conjunto de espelhos presentes
no espectrdmetro e diminuir a vida util do equipamento (JASCO INC.,2021; KELLY et al.,
2005; JOHNSON,1996).

Todos os espectros de CD para a Mb foram tomados utilizando 0 mesmo espectrometro
J-815 da Jasco (Japdo), disponivel no laboratério do Grupo de Biofisica Molecular “Sérgio
Mascarenhas”, Sao Carlos, IFSC, USP, com os parametros variados conforma a se¢do 1V.3, e
calibrado utilizando uma solucdo de D-(+)-10-acido camforsufénico (CSA) (MILES;
WALLACE, 2009; JOHNSON,1996). Ja os espectros da PIn149 foram tomados utilizando a
linha de luz AU-CD do sincrotron ASTRID2 no ISA (Universidade de Aarhus, Dinamarca).
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Uma das maiores vantagens da luz sincrotron para o CD é a alta intensidade da fonte de luz,
que reduz consideravelmente os valores de HT e nos permite alcancar comprimentos de onda
mais baixos (KUMAGAI et al., 2017(a); KUMAGAI et al., 2017(b)).

As amostras de PIn149 foram preparadas a 1 mg/mL (~410 uM), em solucdo aquosa, na
presenca de lipossomos de POPG e POPC numa proporcdo molar de 1/50 (P/L). Ambos
fosfolipidios foram comprados da Avanti Polar Lipids. A importancia da carga na interagdo
peptideo-membrana para o0 POPG foi também investigada em solugdo aquosa contando 0,25 M
ou 0,50 M de fluoreto de sodio. Foram realizadas trés varreduras de cada amostra, medindo

desde 280 nm até 170 nm, em intervalo de 1 nm, a 25°C.

IV.3 Parametros variados para os espectros da Mb

Sete parametros foram selecionados para serem variados conforme descrito a seguir:
1) O numero de varreduras (n): esse parametro esté diretamente relacionado com a relagdo
sinal-ruido (S/N) no espectro final, dado que este € uma media dos n espectros medidos, e
quanto maior n, maior ainda sera o nimero de fotons (n;). Entretanto, realizar uma mudancga
sutil (por exemplo, de n para n + 1) ndo havera uma melhora significativa em S/N (KELLY
et al., 2005).

2) A velocidade de varredura (ou taxa de varredura, v,,): esse parametro representa a rapidez
com que cada espectro € coletado, sendo muito relevante para os usuérios, visto que interfere

diretamente no tempo que sera dedicado ao experimento (KELLY et al., 2005).

3) A resposta de varredura (constante temporal, ou ainda Digital Integration Time (D.1.T.)):
esse parametro se relaciona com quanto tempo o detector permanecera coletando fétons antes
de transferir o sinal. Dessa forma, um valor alto de D.I.T gera uma melhora na relagéo S/N.
Quando a fonte de fotons € bastante intensa esse parametro tende a ndo interferir bruscamente
no experimento. A raiz quadrada do D.I.T também é diretamente proporcional a relacdo S/N,
assim, a raiz quadrada do produto do D.I.T com n pode ser relacionada com o S/N através da

proporcéo:

S
NocVn-D.T.I (38)

4) O intervalo de varredura: esse parametro representa o intervalo de comprimento de onda

utilizado durante a varredura (KELLY et al., 2005). H4 uma conexdo deste parametro com a
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velocidade de varredura e o D.I.T. De acordo com (Jones et al. 2004), uma “regra de geral”
para selecionar o intervalo ideal é dado pela inequacéo:

,
% -D.I.T < Intervalo (39)

5) O menor comprimento de onda (ou cutoff): o cutoff € um pardmetro importante, que
representa 0 menor comprimento de onda em que um espectro de CD pode ser mensurado com
precisdo (sem haver umarelacdo S/N baixa). Esse ponto é normalmente selecionado analisando
os valores de HT, ele deve ser escolhido de tal forma que HT < 700 V. Em um equipamento de
CD convencional, é comum ultrapassar essa marca ao atingir comprimentos de onda proximos
de 188-190 nm.

6) A concentracdo de proteina: a importancia da concentracdo da proteina numa medida de
CD esta expressa na Lei de Beer-Lambert, quanto maior for a concentracdo, mais luz sera
absorvida e mais intenso seréa o espectro de CD. A concentracdo das amostras foi determinada
utilizando a absorgdo a ligagdo peptidica em 205 nm (ANTHIS; CLORE, 2013), utilizando um
NanoDrop UV-Vis (ThermoFisher). Esse método garante uma incerteza na concentra¢do no
intervalo de 0,9% até 9,98% do valor medido, dependendo da proteina estudada, segundo
Anthis e Clore (2013).

7) A concentracdo de NaCl: um bom tampédo para medidas de CD ndo pode apresentar
absorcéo na regido do espectro que sera medido. Isso ndo ocorre com tampdes que apresentam
NaCl em sua composicgéo, sal muitas vezes utilizado para corrigir o pH da solucdo. Entretanto,
esta molécula pode absorver luz UV na regido dos 195 nm (KELLY; PRICE,2009).

Além dos espectros da Mb variando os parametros de entrada, também foram coletados
espectros do tampéo, que serviram como uma linha de base (a ser descontada das contribui¢des
de cada amostra).

Cada um dos parametros selecionados foi variado conforme a tabela 2, para cada

parametro foi escolhido um valor padréo que foi fixo durante a varia¢do dos demais parametros.
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Tabela 2 - Valores dos parametros selecionados.
vy, D.L.T Intervalo [Mb] [NaCl]
: Cutoff (nm)
(nm/min) (s) (nm) (mg/mL) (M)
20 0.02
- 50% 85(5) 8'5 183 0.04 0.000*
4 100 1 '00* 1 b* 190* 0.08* 0.075
9 200 2 00 2 0 200 0.12 0.150
500 ' ' 0.16

*valores escolhidos como padrdo para cada parametro

IV.4 Tratamento dos espectros: EasyCD e CDtool.

Os espectros obtidos para a Mb foram tratados por meio de um script escrito em MatLab

nomeado EasyCD. Este programa foi desenvolvido como parte desta dissertacao e realiza as

seguintes operagdes:

1. Calcula a média, o desvio padrdo e o desvio padrdo da média das linhas de base.

2. Calcula a média, o desvio padrdo e o desvio padrdo da média dos espectros da

proteina analisada.

3. Realiza a subtracdo da linha de base do espectro da proteina estuda, e propaga as

incertezas desta operacao.

4. Desloca e espectro de forma que a regido entre 260 e 270nm apresente um sinal

nulo, propagando a incerteza nesse processo.

5. Normaliza o espectro e a sua incerteza para Ag, podendo ou ndo levar em conta as

incertezas na concentracdo e no caminho optico.

O programa pode ainda estimar a concentragdo da proteina caso seja fornecido um

espectro modelo, ou entdo um espectro da proteina que foi tomado com uma concentracdo

especifica. Mais adiante, é capaz de realizar alisamento da curva.

J& os espectros da PIn149 foram tratados utilizando o software CDTool (LEES et al,

2004), calculando a média das trés varreduras, subtraindo a respectiva linha de base e

suavizando os ruidos dos espectros utilizando um filtro Savitzly-Golay.
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V.5 Método tipo-Monte Carlo: CDgenerator

Cada espectro tratado foi submetido ao processo tipo-Monte Carlo, utilizando o script
em MatLab CDgenerator, que também foi escrito como um produto desta dissertagdo. O
programa Ié o espectro de CD e gera n espectros novos somando ponto a ponto o produto de
um namero aleatorio gaussiano no intervalo [-1,1] com o valor de uma barra de erro
experimental.

Para este trabalho foram gerados 20 espectros de CD para cada espectro tratado, cada
um destes foi submetido a processos de desconvolucgéo utilizando os algoritmos disponiveis do
DichroWeb e o BeStSel. Desta forma, foi possivel estimar uma incerteza na porcentagem de
estrutura de alfa hélice para o resultado de cada um dos parametros variados como sendo o

desvio padrdo dos 20 resultados.

IV.6 Desconvolucéo dos espectros

Os algoritmos CDSSTR, ContinLL, Selcon3 e BeStSel foram utilizados para a
desconvolucdo dos espectros de CD gerados através do método tipo-Monte Carlo. Os trés
primeiros foram utilizados para todos os parametros, com excecao do cutoff. O Dichroweb nédo
permite realizar desconvolucbes com cutoff > 190 nm, entdo, para este caso e para a
concentracdo de NaCl, foi implementado o BeStSel. A base de dados utilizada nos algoritmos
presentes no Dichroweb foi a SP175 (LEES et al., 2006).

V.7 Modelo Semi-Tedrico da Mb e testes de hipotese

Atualmente existem cerca de 100 estruturas da Mb de Equus caballus disponiveis no
Protein Data Bank. Dentre estas, solucGes cristalograficas foram selecionadas de trabalhos
diferentes (diminuindo efeitos de correlacdo) e com resolucdo minima de 2,6 A. Algoritmos
presentes no servidor 2StrucCompare (DREW; JANES, 2019) foram implementados para
verificar se a propor¢ao de estrutura secundaria em cada um dos PDB’s se manteve constante.
O teste de chi-quadrado (x?) foi utilizado com um nivel de significancia de 1%, e com a
hipotese nula de que o valor médio de a-hélices é uma boa representacdo para as estruturas
selecionadas (HEUMANN; SHALABH, 2016).
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Em seguida, espectros de CD foram preditos para cada estrutura PDB utilizando dois
métodos diferentes, 0o PDBMD2CD (DREW; JANES, 2020) e 0 SESCA (NAGY et al., 2019).
Cada espectro foi entdo desconvoluido utilizando os quatro algoritmos citados na sec¢éo anterior
e foram tomados as medias e os desvios padrdes dos resultados de a-hélices. Este valor foi
utilizado como um resultado semi-tedrico a ser comparado com os valores obtidos
experimentalmente. Nesta etapa foram realizados o teste-z e o teste-t com um nivel de
significancia de 5% . A hipotese nula prevé os valores experimentais e semi-tedrico como
equivalentes (HEUMANN; SHALABH, 2016).
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V - Resultados e Discussao

V.1 Calibracéo do espectrofotometro

E necessario ter bastante cautela nas condicdes experimentais para evitar erros na hora
de interpretar os dados. Como todos os espectros da Mb foram tomados utilizando o mesmo
espectrofotbmetro, & preciso garantir que este ndo gere erros sistematicos devido a ma
calibracdo. Além disso, uma boa calibracdo ir& permitir a comparacéo de espectros obtidos por
equipamentos distintos. Como mencionado em Miles e Wallace (2009), medidas de CD
tomadas em dois instrumentos diferentes podem, muitas vezes, apresentar pequenas diferencas
na magnitude espectral ou no comprimento de onda. Leves diferengas na polarizagdo da luz
incidente e a fonte de luz sdo exemplos de variaveis que podem produzir essa disparidade. Para
evitar esses artefatos experimentais, € importante realizar a calibracdo de todos os equipamentos
de CD (tanto calibracdo da magnitude espectral, quanto do comprimento de onda) antes de

coletar os espectros.

A calibracdo do espectrofotdmetro de CD ¢é tipicamente feita utilizando compostos
padrdes que apresentam picos com elipticidade molar conhecida. O valor absoluto Ae no
espectro de CD de uma solugdo de D-(+)-10-&4cido camforsufénico (CSA) é utilizado nos
comprimentos de onda de 290,5 nm e 192,5 nm. A razdo destes picos deve ser proxima de 2.
A figura 9 apresenta o espectro de CSA obtido com o equipamento utilizado nesse trabalho, a
razdo 619¢,5/6290,5 ficou proxima de 2,08, o que indica que o equipamento estava bem calibrado

durante as medigGes.

Figura 9 — Espectro de calibracé@o do espectrofotometro com CSA
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V.2 Modelo semi-teérico da Mb

A tabela 4 resume os resultados de porcentagem de hélices alfa para cada um dos PDB
selecionados para a Mb. Da segunda a quinta coluna séo apresentados os resultados de quatro
algoritmos presentes no 2StrucCompare (DSSP, STRIDE, PSEA e STICKS) e o resultado de
consenso entre eles (Consensus). A tabela ainda apresenta as médias entre todos os PDB de
porcentagem de hélices alfa para cada um dos algoritmos, e consenso, o qual resultou em
73,4 + 0,3% (~112 residuos de aa) para essa estrutura secundaria. O DSSP apresentou 0 maior
desvio padrdo (1,6%) equivalente a uma diferenca aproximada de 2,5 residuos de aa, 0 que €
insuficiente para completar uma volta de a-hélice (~3,6 residuos de aa). A ultima linha da tabela
apresenta os p-valores encontrados utilizando o teste y2, . Assim, ndo é possivel rejeitar a
hipotese nula de que a média das porcentagens de a-hélice é uma boa representagdo para o
conjunto com um nivel de significancia de 1%.

Em seguida, foi predito um espectro de CD para cada estrutura resolvida utilizando os
métodos PDBMD2CD e SESCA. A figura 10 representa os espectros gerados para ambos 0s
métodos. E notavel a presenca do pico em torno de 192 nm e dois vales em 208 e 222 nm, perfil
caracteristico de estruturas do tipo a-hélice. Esses espectros foram entdo desconvoluidos
individualmente utilizando o Dichroweb e o BestSel. As porcentagens para cada PBD do
resultado obtido através dos espectros do PDBMD2CD estéo representadas nas colunas 6 a 10
da tabela 4.

A figura 11 apresenta o espectro obtido através da média ponto a ponto dos espectros
de CD de todas as soluc¢des cristalograficas para os dois métodos utilizados, cuja barra de erro
representa 0 desvio padrdo destas solucdes. Na figura ainda estd presente o espectro
experimental obtido com trés varreduras, velocidade de 50 nm/min, resposta de 1 s, 1 nm de
intervalo, concentracéo de proteina de 0,08 mg/mL e sem NaCl em solucéo, esse espectro foi
considerado padréo, pois cada variacdo de parametro manteve fixado os parametros restantes
deste espectro. Analisando a figura 10 é possivel observar que os trés espectros sdo
equivalentes, considerando as barras de erro.

Por fim, a tabela 3 compara os resultados de desconvolu¢do da média dos espectros
semi-tedricos com a média das desconvolucdes individuais dos espectros para ambos 0s
métodos implementados. E possivel notar que por mais que haja uma pequena mudanca nos
valores, ao considerarmos a incerteza no valor médio, ambos sdo considerados equivalentes

para todos os algoritmos.
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Tabela 3 — Estimativa do conteddo de a-hélices para os espectros semi-tedricos.

Método Algoritmo Espectro Médio Media dos
espectros
CDSSTR 0,750 0,747 0,018
PDBMD2CD  Selcon3 0,688 0,688 0,018
ContinLL 0,721 0,713 0,021
BestSel 0,650 0,656 0,022
CDSSTR 0,730 0,735 0,014
SESCA Selcon3 0,698 0,697 0,014
ContinLL 0,700 0,700 0,013
BestSel 0,663 0,664 0,017

Figura 10 — Espectros de CD gerados a partir do PDB
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Figura 11 — Espectros semi-teoricos
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Tabela 4 — Estruturas cristalograficas selecionadas e comparacao de seu conteudo de a-
hélices.

PDB  resolucdo (A) DSSP STRIDE PSEA STICKS  Consensus Selcon  Contin-LL CDSSTR  BeStSel
lazi 2 0730 0780 0800 0,740 0,710 0,659 0,670 0,680 0,633
1dwt 1,4 0760 0800 0820 0,740 0,770 0,675 0,702 0,740 0,652
1gjn 1,35 0750 0800 0,780 0,740 0,730 0,679 0,704 0,740 0,658
1hrm 1,7 0750 0,790 0,760 0,740 0,730 0,679 0,704 0,740 0,658
1npf 1,9 0760 0800 0,790 0,740 0,740 0,693 0,706 0,750 0,662
lrse 1,7 0,760 0800 0,770 0,740 0,730 0,672 0,702 0,740 0,618
1wla 1,7 0,750 0,790 0,770 0,740 0,710 0,676 0,685 0,730 0,644
2frj 13 0,760 0800 0,780 0,740 0,730 0,675 0,702 0,740 0,652
2frk 13 0790 0820 0,780 0,740 0,760 0,716 0,742 0,770 0,667
2in4 2,15 0780 0820 0,770 0,740 0,730 0,707 0,734 0,770 0,655
2nss 2 0800 0800 0800 0,740 0,720 0,730 0,744 0,790 0,675
2050 1,6 0,770 0,800 0,790 0,740 0,750 0,708 0,723 0,770 0,687
205t 1,6 0,770 0,800 0,780 0,740 0,740 0,704 0,727 0,760 0,688
2vle 13 0,760 0800 0,780 0,740 0,730 0,670 0,708 0,730 0,635
2vIx 13 0,770 0,800 0,780 0,740 0,730 0,710 0,735 0,760 0,699
2vmo 1,6 0750 0,780 0,780 0,740 0,730 0,674 0,709 0,730 0,643
3hco 2 0,760 0800 0,780 0,740 0,720 0,697 0,727 0,750 0,639
3rj6 1,23 X 0,800 0,790 0,740 0,750 0,668 0,693 0,740 0,643
3vav 1,65 0770 0,790 0,780 0,720 0,750 0,686 0,693 0,760 0,657
3vau 1,7 0760 080 0820 0,750 0,770 0,684 0,717 0,760 0,658
3wft 13 0,750 0,790 0,810 0,740 0,760 0,699 0,710 0,730 0,67
4dc7 15 0770 0800 0,780 0,740 0,730 0,679 0,714 0,750 0,635
4ns2 1,18 0,750 0,800 0,750 0,740 0,710 0,671 0,701 0,720 0,610
Atwu 1,08 0750 0,780 0,750 0,740 0,730 0,688 0,720 0,750 0,657
Sazq 1,4 0,740 0800 0800 0,740 0,770 0,673 0,703 0,740 0,646
5cn9 18 0,760 0,790 0,770 0,740 0,730 0,675 0,702 0,740 0,652
5d5r 1,6 0770 0,790 0,790 0,740 0,740 0,717 0,753 0,760 0,674
5yI3 15 0760 0810 0790 0,750 0,750 0,684 0,717 0,760 0,658
527e 18 0,760 0810 0,800 0,740 0,730 0,670 0,708 0,730 0,635
52ze 1,42 0780 0800 0,780 0,740 0,740 0,718 0,743 0,780 0,712
6158 23 0,760 0,790 0,790 0,740 0,730 0,703 0,717 0,760 0,671
Média 0763 0,798 0,783 0,739 0,734 0,688 0,713 0,747 0,656
Desvio padrdo 0,016 0010 0014 0,005 0,016 0,018 0,018 0,021 0,022
Desviopadrdo 4 053 9002 0003 0,001 0,003 0,003 0,003 0,004 0,004

da média
p-valor 0786 0635 0025 0459 0,254 - - - -
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V.3 Resultados de desconvolucao da Mb

A figura 12 resume os resultados de desconvolucdo obtidos para cada algoritmo e

pardmetro variado. Em cada grafico estdo representados todos os pardmetros em ordem

crescente da esquerda para direita. A linha preta representa a média entre os valores do SESCA

e do PDBMD2CD para estrutura secundaria obtida por cada algoritmo utilizando (ContinLL,

CDSSTR, Selcon3 e BeStSel). A linha tracejada representa um intervalo de dois o, que foi

propagado através das incertezas estimadas por Monte Carlo para os dois modelos semi-

tedricos. Uma discussao para cada um dos parametros esta presente nas se¢des seguintes (V.4

até V.10). Em seguida, as se¢des V.11 e V.12 interpretam resultados estatisticos extraidos

através dos espectros da Mb.

Figura 12 — Resultado das desconvolugGes para os quatro algoritmos utilizados.
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V.4 NUmero de varreduras

A figura 13 apresenta os espectros tratados utilizando 1, 3, 4 e 9 varreduras independentes.
Como o espectro final é uma média das varreduras, a incerteza no espectro € igual ao desvio
padrdo da média. Entretanto, neste trabalho, todos os espectros foram subtraidos de um espectro
de base (tampdo) o qual foi tomado apenas com 3 varreduras. Assim, as incertezas finais
presentes no espectro sdo propagadas através da incerteza do espectro da Mb e do espectro do
tampdo. Dessa forma, na figura 13, por mais que com apenas uma varredura seria impossivel
definir um desvio padrdo da média, 0 espectro em preto ainda apresenta uma barra erro, que
representa justamente o desvio padrdo da média do espectro do tampdo. Todavia, em um cenario
em que um usuario realizasse apenas uma varredura para a proteina e para o tampao, ndo seria
possivel estimar a incerteza da forma proposta neste trabalho, e por consequéncia seria
impossivel utilizar o método tipo-Monte Carlo para estimar a incerteza na porcentagem de
desconvolucéo.

N&do é possivel notar uma mudanca significativa no formato dos espectros obtidos
utilizando mais do que 3 varreduras. Ha apenas uma leve diminuicdo na barra de erro quando
utilizamos 9 varreduras, visto que o desvio padrdo da média € dividido por um fator de 3. A
figura 14 apresenta os espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para cada caso, nela é
notavel que ndo houve grande alteracdo nos espectros preditos, o que é resultado direto do
tamanho pequeno das barras de erro.

A tabela 5 apresenta os resultados de desconvolucdo para os 3 algoritmos presentes no
Dichroweb, assim como o desvio padrdo estimado pelo método tipo-Monte Carlo, o valor de
NMRSD, e os p-valores para 0s dois testes estatisticos implementados. O Gnico caso no qual é
possivel rejeitar a hipotese nula (de que o resultado de desconvolucdo experimental €
equivalente ao Semi-Tedrico) com um nivel de significancia de 5% é quando utilizamos o
algoritmo ContinLL paran = 1. Todos casos restantes ndo rejeitam a hipétese nula e apresentam
valores de a-hélices equivalentes dentro de um intervalo de dois o. E interessante notar que
para todos os casos, 0 CDSSTR indicou o maior valor para essa estrutura secundaria, e maior

o, por mais que apresentasse menor NRMSD.
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Figura 13 — Espectros de CD variando o nimero de varreduras.
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Tabela 5 — Resultados de desconvolucao e testes estatisticos para o niumero de

varreduras.

Namero de ’ Proporgo de Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA

varreduras Meétodo a-hélices NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
(nm/min) p valor p valor

1 CDSSTR 0,801 0,032 0,010 0,155 0,164 0,055 0,065
Selcon 3 0,740 0,016 0,085 0,034 0,039 0,046 0,052
ContinLL 0,770 0,008 0,081 0,004 0,006 0,000 0,000
3 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101
Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337
ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209
4 CDSSTR 0,766 0,039 0,011 0,679 0,682 0,459 0,466
Selcon 3 0,702 0,012 0,072 0,536 0,539 0,798 0,799
ContinLL 0,717 0,016 0,069 0,856 0,857 0,411 0,416
9 CDSSTR 0,769 0,048 0,013 0,684 0,691 0,500 0,507
Selcon 3 0,697 0,012 0,077 0,689 0,687 0,998 0,998
ContinLL 0,693 0,013 0,060 0,361 0,365 0,675 0,677
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Figura 14 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diferentes n.
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V.5 Velocidade de varredura

Aumentar da velocidade de varredura é uma estratégia muito utilizada para obter mais
varreduras em um intervalo de tempo limitado. Entretanto, as figuras 15, 16 e os resultados
presentes na tabela 6 demonstram que escolher velocidades muito altas podem afetar
significativamente a qualidade dos resultados obtidos. Na figura 15, nota-se que apos tratar os
dados, todos os espectros sdo equivalentes nas barras de erro, entretanto para a velocidade de
500 nm/min ha um aumento abrupto do HT préximo a 190 nm quando comparado com as outras
velocidades. Isso demonstra que menos fétons estdo interagindo com o fotomultiplicador, e,
por consequéncia, ha uma diminuicdo na relacdo S/R, 0 que aumenta a barra de erro presente
nesta regido. Este efeito se torna evidente ao analisarmos 0s espectros obtidos pelo método tipo-

Monte Carlo (figura 16), os quais apresentam uma maior dispersdo na regido acima de 195 nm,
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Analisando a tabela 5, nota-se que para a velocidade de 500 nm/min ha uma perda de

precisdo e acurdcia nos resultados. Para os trés algoritmos as porcentagens de a-hélices foram

inferiores a 70% e apresentaram os maiores ¢. Esses valores se refletem nos p-valores obtidos,

que foram os menores de todos, e para 0 CDSSTR foram tdo baixos que somos capazes de

rejeitar a hipdtese nula com uma significancia de 5%. E interessante ressaltar que para o

intervalo de medicdo de 270 a 190 nm, com uma velocidade de 200 nm/min é possivel obter 3

varreduras em 72 s. Nesse mesmo periodo, com uma velocidade de 500 nm/min é possivel obter

apenas 7 varreduras completas. De acordo com a se¢do anterior, ndo € esperado que um

aumento de 4 varreduras seja o suficiente para melhorar significativamente o espectro final.

Tabela 6 — Resultados de desconvolucao e testes estatisticos para a velocidade de

varredura.
; Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA
V\?Lc:’crlgidaud fage Método Prop'? rI(;_éo de NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
(nm/min) aoneliess p valor p valor

20 CDSSTR 0,759 0,035 0,015 0,776 0,778 0,520 0,526
Selcon 3 0,688 0,012 0,079 0,987 0,987 0,618 0,620
ContinLL 0,702 0,026 0,058 0,722 0,724 0,966 0,966

50 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101
Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337
ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209

100 CDSSTR 0,701 0,043 0,014 0,328 0,336 0,449 0,456
Selcon 3 0,678 0,012 0,102 0,650 0,652 0,313 0,318
ContinLL 0,701 0,015 0,065 0,610 0,613 0,980 0,980

200 CDSSTR 0,721 0,046 0,015 0,606 0,610 0,778 0,781
Selcon 3 0,684 0,016 0,066 0,877 0,877 0,548 0,551
ContinLL 0,696 0,014 0,059 0,455 0,458 0,817 0,818

500 CDSSTR 0,609 0,039 0,007 0,002 0,004 0,002 0,006
Selcon 3 0,649 0,031 0,116 0,265 0,273 0,149 0,161
ContinLL 0,645 0,024 0,097 0,025 0,031 0,044 0,054
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Figura 15 — Espectros de CD com diferentes velocidades de varredura.
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Figura 16 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, para diferentes v.
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V.6 Resposta de varredura

Conforme a figura 17 é evidente que uma menor resposta de varredura diminui a relagdo
sinal-ruido. Para 0,25 s nota-se um espectro mais ruidoso, que se torna ainda mais visivel ao
observar os espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo presentes na figura 18, que
apresenta diversos bicos ndo diferenciaveis. A medida que aumentamos a resposta, ha uma
melhora na relagdo S/R. A partir da equacdo (38), uma mudanca no D.I.T. de 0,25 s para 2 s
aumenta a relacdo S/R em um fator de v/8, o que se traduz na figura 18-c apresentando um
espectro muito menos ruidoso.

Pela da tabela 7 € notavel que para um D.I.T. de 0,25s o algoritmo CDSSTR apresentou
uma porcentagem de a-hélice muito abaixo de 70%, mesmo apresentando um NRMSD baixo,
0 que deixou o resultado fora da zona de confianca na figura 12. Utilizar uma resposta de 0,5s,
aumentando S/R em um fator de /2 foi o suficiente para obter uma porcentagem de a-hélice
aceitavel para todos os algoritmos, o0 que nao permite a rejeicdo da hipotese nula em nenhum

dos testes.

Figura 17 — Espectros de CD com diferentes respostas de varredura.
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Figura 18 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diverentes
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Tabela 7 — Resultados de desconvolucao e testes estatisticos para a resposta de

varredura.
; Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA
D(IS)T Método Prl(;r_)ﬁgﬁggsde NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
p valor p valor
0,25 CDSSTR 0,594 0,043 0,002 0,001 0,003 0,002 0,005
Selcon 3 0,723 0,037 0,146 0,389 0,397 0,501 0,508
ContinLL 0,727 0,024 0,139 0,636 0,639 0,328 0,335
0,50 CDSSTR 0,689 0,046 0,008 0,244 0,254 0,336 0,346
Selcon 3 0,688 0,018 0,094 0,992 0,992 0,706 0,708
ContinLL 0,717 0,032 0,086 0,923 0,924 0,640 0,644
1,00 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101
Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337
ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209
2,00 CDSSTR 0,764 0,038 0,014 0,703 0,706 0,476 0,483
Selcon 3 0,665 0,009 0,100 0,251 0,258 0,051 0,057
ContinLL 0,690 0,008 0,057 0,234 0,241 0,468 0,472
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V.7 Intervalo de varredura

A figura 19 apresenta os espectros tomados utilizando diferentes intervalos de varredura.
E possivel notar que, quanto menor o intervalo, mais ruidoso ¢ o espectro final. Por mais que
com um intervalo de 2,0 nm podemos de obter informag&o sobre o formato do espectro, esse
intervalo ndo se mostrou vantajoso, dado que nenhum dos servidores de desconvolugéo
utilizados foram capazes de analisa-lo.

Em relacéo a intervalos menores do que 1,0 nm houve uma melhora aparente na precisao
dos resultados, principalmente em relacdo ao algoritmo CDSSTR. Entretanto, um passo de
1,0 nm foi o suficiente para produzir um espectro de qualidade e um resultado de desconvolucéo

incapaz de rejeitar a hipdtese nula.

Figura 19 — Espectros de CD com diferentes intervalos de varredura.

As (M 'em™)

-10 1+ ; : : : : : , 200

A (nm)

Fonte: Elaborado pelo autor



60 Aplicagdes da espectroscopia de dicroismo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir

Figura 20 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, para intervalos de (a)
0,2nm e (b) 0,5nm.
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Tabela 8 — Resultados de desconvolucdo e testes estatisticos para o intervalo de

varredura.
Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA
Intervalo Método Proporg_éo de NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
(nm) a-hélices
p valor p valor
0,2 CDSSTR 0,750 0,041 0,011 0,951 0,957 0,729 0,732
Selcon 3 0,708 0,013 0,090 0,375 0,379 0,566 0,568
ContinLL 0,704 0,023 0,077 0,764 0,765 0,887 0,888
0,5 CDSSTR 0,763 0,029 0,011 0,667 0,670 0,389 0,397
Selcon 3 0,699 0,014 0,105 0,644 0,646 0,929 0,930
ContinLL 0,707 0,018 0,076 0,819 0,820 0,758 0,759
1,0 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,449 0,456
Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,313 0,318
ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,980 0,980
2,0 CDSSTR - - - - -
Selcon 3 - - - - -
ContinLL - - - - -

V.8 Menor comprimento de onda

O menor comprimento de onda em que se pode tomar um espectro de CD com confianga

¢ um importante pardmetro a ser controlado. Geralmente esse controle se da atraves do HT.

Lampadas Xenon em equipamentos de bancada emitem menos fotons na regido abaixo dos

200 nm, desta forma, nessa regido ha um aumento natural do HT, o qual deve ser mantido
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preferencialmente abaixo de 700V. Alguns fatores como a pureza do gas N utilizado no
equipamento e o tempo de vida da lampada podem contribuir para esticar por alguns
nanémetros a regido de medicdo, sem aumentar significativamente o ruido no espectro.

Com o espectrofotdbmetro da Jasco, obtivemos um espectro de CD até 185 nm com HT
abaixo de 700 V. Em 183 nm o HT alcangou um valor de 770 V, ainda abaixo de sua saturacdo
(1000 V). Nos espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, € possivel notar um leve
aumento no ruido abaixo de 190 nm. Entretanto, o ruido ndo afetou significativamente os
resultados de desconvolugdo (tanto com cutoff em 190 nm, quanto 200 nm). Por outro lado,
realizar um cutoff manual, ou seja, tomar o espectro até 200 nm ndo apresentou nenhuma
vantagem evidente. Perder a informacéo contida no pico em 190 nm aumentou tanto o desvio
padrdo, quando o NRMSD obtidos (tabela 9).

Figura 21 — Espectros de CD com diferentes cutoff
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Figura 22 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diferentes cutoff
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Tabela 9 — Resultados de desconvolucéo e testes estatisticos para o menor comprimento

de onda.
N Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA
M(e:rﬂ)r 4 Método Prg?ﬁgﬁigsde NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
p valor p valor
183 Bestsel? 0,653 0,028 0,019 0,911 0,911 0,397 0,869
Bestsel? 0,649 0,037 0,025 0,869 0,870 0,170 0,179
190 Bestsel* 0,689 0,024 0,018 0,312 0,317 0,397 0,170
Bestsel? 0,709 0,040 0,025 0,250 0,260 0,402 0,179
200 Bestsel? 0,692 0,055 0,026 0,543 0,548 0,424 0,431

1Cutoff de 190nm
2Cutoff de 200nm

V.9 Concentracdo de proteina

O efeito da concentracdo da amostra no espectro de CD esta representado na figura 22,
ndo normalizada para Ae. Segundo a lei de Beer-Lambert, a absorbancia é diretamente
proporcional a concentracao, e este fendbmeno pode ser observado tanto na figura 23, quanto na
figura 25, que apresenta o ajuste linear dos valores de 6 para os comprimentos de onda de
192 nm (figura 25-a) e 208 nm(figura 25-b). Se ndo ha proteina em solucdo, a luz que chega ao
fotomultiplicador é linearmente polarizada, logo ndo ha espectro de CD. Isso justifica a
convergéncia de ambas as retas para o ponto (0,0).

Com auxilio do método tipo-Monte Carlo (figura 24), € possivel notar que quanto menor

a concentragdo, mais ruidoso se torna o espectro, e € mais dificil de localizar os dois vales na
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regido >200 nm. Por outro lado, quanto maior a concentracdo, mais fotons sdo absorvidos,
aumentando consideravelmente o HT na regi&o abaixo de 220 nm.

Conforme a tabela 10, concentracfes muito baixas de proteina afetam significativamente
os resultados de desconvolucéo, isso pode surgir devido a diversos fatores, por exemplo, pela
dificuldade de diferenciar dois vales na regido acima de 200 nm, ou entdo pelo aumento da
fragcéo o, /c que segundo a secdo V.12 pode gerar distor¢des na distribui¢do ponto a ponto dos
valores de Ae. Para as concentragfes menores que 0,08 mg/mL houve uma baixa acurécia nos
resultados preditos, e uma diminuigcdo da preciséo (aumento do desvio padrdo) para os trés
algoritmos utilizados. E interessante ressaltar os valores elevados de NRMSD obtidos pelo
ContinLL e pelo Selcon 3, o que demonstra uma dificuldade de ajustar os espectros contidos na
base de dados, com o espectro de interesse. Muitos espectros gerados pelo método tipo-Monte
Carlo foram estimados em poucos passos como possuindo 100% de a-hélices pelo ContinLL,

0 que € um sinal claro de que o algoritmo ndo esta conseguindo ajustar o espectro experimental.

Figura 23 — Espectros de CD com diferentes concentragdes de proteina
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Figura 24 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, para diferentes
concentracges de proteina.
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Tabela 10 — Resultados de desconvolugéo para a concentracéo de Mb.

Concentragéo ’ Proporgio de Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA
de Mb Método a-hélices NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
(mg/ml) p valor p valor
0,02 CDSSTR 0,510 0,050 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
Selcon 3 0,767 0,041 0,223 0,077 0,089 0,104 0,118
ContinLL 0,959 0,082 0,221 0,003 0,008 0,002 0,005
0,04 CDSSTR 0,641 0,029 0,003 0,003 0,005 0,004 0,007
Selcon 3 0,747 0,036 0,140 0,332 0,154 0,193 0,205
ContinLL 0,868 0,113 0,187 0,143 0,190 0,140 0,156
0,08 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,449 0,456
Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,313 0,318
ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,980 0,980
0,12 CDSSTR 0,769 0,054 0,012 0,381 0,707 0,535 0,542
Selcon 3 0,725 0,014 0,080 0,109 0,115 0,158 0,165
ContinLL 0,731 0,024 0,069 0,533 0,537 0,247 0,256
0,16 CDSSTR 0,773 0,041 0,013 0,452 0,587 0,384 0,393
Selcon 3 0,702 0,014 0,079 0,618 0,540 0,787 0,788
ContinLL 0,729 0,012 0,059 0,452 0,456 0,101 0,108

Figura 25 — Ajuste linear da elipticidade contra a concentracao de
mioglobina para (a) 192 nm e (b) 208 nm.
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Em (a) o R? ajustado foi de 0,99994, o coeficiente angular de 445,46 + 2,54
e um coeficiente linear de 1,14 + 0,15. Em (b) o R? obtido foi 0,98235 e os
coeficientes angular e linear foram -202,73 + 19,22 e 2,09913 + 1,11221,
respectivamente. Fonte: Elaborado pelo autor

V.10 Concentracdo de NaCl

O cloreto de sodio é utilizado em diversos tampdes para mimetizar condicdes fisiologicas.
Entretanto, o &nion cloreto possui alta taxa de absor¢do em comprimentos de ondas abaixo de
200 nm. Entdo, por mais que esse anion nao apresenta um espectro de CD caracteristico, ele
pode aumentar abruptamente o ruido em medidas de CD. Dado que os fétons sdo absorvidos,
menos luz é captada pelo fotomultiplicador e rapidamente o nivel de HT é saturado. Isso se
torna evidente ao analisar a figura 26.

Mesmo para a menor concentracdo de NaCl o espectro é altamente afetado na regido de
baixo comprimento de onda, isso € refletido em barras de erro maiores, que geram espectros

mais dispersos pelo método tipo-Monte Carlo. A tabela 11 aponta o comprimento de onda de
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cutoff, ou seja, A para o qual o nivel de HT é superior a 700 V para cada concentracdo de NaCl.
Sem sal em solucdo, seria possivel obter um espectro com baixo ruido até a regido de 185 nm,
entretanto, na presenca de Cl™ o limite passa a ser pelo menos 11 nm maior, o suficiente para
perder informacdes sobre o pico em ~190 nm. Esse fato ja é conhecido pelos usuarios de CD
mais experientes, portanto, muitos espectros com a presenca de NaCl sdo interrompidos na
regido de 200 nm. Neste trabalho, foi avaliado o resultado de desconvolugdo dos espectros
utilizando o comprimento de onda minimo como sendo 190 e 200 nm. A tabela 12 apresenta 0s
resultados.

Considerando o cutoff de 190 nm em 75 mM de NaCl, tanto o Selcon3 quanto o ContinLL
obtiveram resultados de desconvolucdo que séo incapazes de rejeitar a hipotese nula, entretanto
isso apenas ocorreu devido a grande imprecisdo dos dados. O primeiro algoritmo obteve um
desvio padrdo de ~9%, j& o segundo, de ~30%, indicando que o resultado ndo € confiavel. Para
concentracdes maiores de sal, a inacuracia no valor de a-hélice predito foi muito alta para todos
os algoritmos utilizados, o que acarretou a rejei¢do da hipotese nula.

O efeito do corte em 200 nm foi observado através do algoritmo BeStSel. Para este,
considerar um cutoff de 190 nm leva a rejeicdo da hipdtese nula em todas as concentracGes de
Cl> entretanto, em 200 nm a porcentagem de a-hélices foi predita com muito mais acuracia e
pode ser considerada equivalente ao valor semi-teérico independente da concentracdo de sal.
Entretanto, € importante ressaltar que em todos os casos o desvio padrdo estimado foi
relativamente alto, variando entre 4,5% (~6,9 residuos de aa ou ~2 voltas de hélice) e 7,0%

(~10,7 residuos de aa ou ~3 voltas de hélice).

Tabela 11 — Regido de Cutoff para cada concentracdo de NaCl

[NaCl] (mM) Cutoff (nm) (HT < 700V) HT > 593V* (hm)
0 185 190
75 196 197
150 197 198
300 198 199

* Valor do HT a 190nm para solucdo sem NaCl

Figura 26 — Espectros de CD com diferentes concentragdes de NaCl
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Figura 27 — Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diferentes
concentragdes de NaCl.

Ae (M om™)

Ae (M em™)

200 210 220 230 240 250 260 270
A (nm)

B
190 200 210 220 230 240 250 260 270
A (nm)

(@ 75mM, (b) 150mM e (c) 300mM.
Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 12 — Resultados de desconvolucao e testes estatisticos para a concentracao de
NaCl.
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Modelo PDBMD2CD

Modelo SESCA

Concentragéo ) Proporgo de
de NaCl Método a-hélices NRMSD Teste Z Teste t Teste Z Teste t
(mM) p valor p valor
0 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101
Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337
ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209
Bestselt 0,669 0,024 0,018 0,312 0,317 0,397 0,170
Bestsel? 0,709 0,040 0,025 0,250 0,260 0,402 0,179
75 CDSSTR 0,609 0,059 0,002 0,027 0,037 0,038 0,050
Selcon 3 0,667 0,092 0,393 0,820 0,822 0,746 0,749
ContinLL 0,563 0,283 0,290 0,597 0,603 0,627 0,633
Bestsel* 0,474 0.026 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000
Bestsel? 0,668 0.060 0,013 0,847 0,849 0,708 0,711
150 CDSSTR 0,527 0,045 0,002 0,000 0,002 0,001 0,002
Selcon 3 0,560 0,025 0,542 0,000 0,000 0,000 0,000
ContinLL 0,415 0,462 0,488 0,520 0,528 0,538 0,545
Bestsel? 0,453 0,058 0,096 0,000 0,000 0,000 0,001
Bestsel? 0,606 0,045 0,025 0,326 0,355 0,464 0,470
300 CDSSTR 0,484 0,045 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
Selcon 3 0,284 0,123 0,739 0,001 0,004 0,001 0,003
ContinLL 0,412 0,379 0,741 0,427 0,437 0,446 0,456
Bestsel? 0,334 0.071 0,108 0,000 0,000 0,000 0,000
Bestsel? 0,672 0.070 0,047 0,831 0,833 0,710 0,713

1Cutoff de 190nm
2Cutoff de 200nm

V.11 Desvio padrdo por Monte Carlo x NRMSD

O NRMSD é um dos parametros normalmente utilizados para verificar se uma

desconvolucdo foi bem-sucedida ou ndo. Todos os algoritmos utilizados nesse trabalho

procuram minimizar o valor de NRMSD, representando que o espectro modelo foi capaz de

ajustar o espectro experimental. Entretanto, ja é conhecido que um valor pequeno de NRMSD

ndo necessariamente indica que a desconvolugédo gerou um resultado acurado (MILES et al.,

2005), isso pode ser verificado facilmente olhando para os valores obtidos pelo CDSSTR na

tabela 12.

Nesse sentido, com uma andlise ainda mais cuidadosa das tabelas apresentadas nos

resultados desta dissertacdo, é ainda possivel observar outro padréo interessante. O CDSSTR

apresentou o menor valor de NRMSD em quase todos 0s casos, mas, por outro lado, ele também

possui 0s valores mais elevados do a, obtido pelo método tipo-Monte Carlo.
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A figura 27 apresenta uma comparacdo dos resultados de NMRSD e o dos trés
algoritmos presentes no Dichroweb, para os 12 resultados mais confiaveis. E possivel notar um
padrdo: em todos os casos 0 CDSSTR apresentou um NMRSD menor do que o Selcon3 e 0
ContinLL, mas estes apresentaram o menores, possuindo entdo um resultado mais preciso. Um
teste F de Fisher (HEUMANN; SHALABH, 2016) verificou a hip6tese nula de que os desvios
padrdes obtidos para 0 CDSSTR e pelos outros algoritmos sdo equivalentes. Como o foi
estimado com 19 graus de liberdade, para um nivel de significancia de 5%, se a variavel F for
maior que 2,168, podemos rejeitar essa hipdtese nula.

Os valores de F estdo presentes na tabela 13. Em todos os casos para o Selcon3 somos
capazes de rejeitar a hipdtese nula e concluir que os desvios padrées do CDSSTR foram
maiores, no nivel de significancia. 1sso também é verdade para onze dos doze casos analisados
para 0 ContinLL. Portanto, uma conclusdo importante € que um NRMSD baixo néo
necessariamente indica que o resultado de desconvolugédo foi preciso e nem acurado. Nesse
sentido, é necessario introduzir novos parametros para auxiliar a anélise dos usuarios, como,

por exemplo o ¢ calculado por Monte Carlo.

Figura 28 — Comparacéo do desvio padrdo por Monte Carlo com o
NRMSD

0124 —c—cDssTR
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—/'= Contin-LL
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Comparacdo entre o desvio padréo estimado para o contetido de a-hélices
utilizando o método tipo-Monte Carlo (linha solida) com os valores de
NRMSD (linha tracejada) para trés algoritmos de desconvolucdo. Os
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pontos do eixo horizontal representam os doze resultados experimentais
mais acurados. Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 13 — Resultados do teste F de Fisher comparando os desvios padrées do CDSSTR

com os demais algoritmos

CDSSTR  Selcon3  ContinLL  Fseicons  FcontinLL
0,023 0,014 0,015 2,587 2,323
0,039 0,012 0,016 10,054 5,897
0,048 0,012 0,013 15,096 14,889
0,035 0,012 0,026 8,507 1,812
0,043 0,012 0,015 11,854 7,731
0,046 0,016 0,014 8,659 11,400
0,046 0,018 0,032 6,474 2,037
0,038 0,009 0,008 19,974 23,189
0,041 0,013 0,023 9,910 3,154
0,029 0,014 0,018 4,351 2,710
0,054 0,014 0,024 13,828 5,236
0,041 0,014 0,012 8,521 11,489

V.12 O problema da normalizagao

A maioria das analises quantitativas e comparativas de espectros de CD depende de um

processo de normalizacdo dos dados para uma escala que independa da concentragdo e do

caminho oOptico do porta-amostras, seja para Ae ou [#]. Na literatura ja existem alguns trabalhos

explorando os problemas na acurécia da determinacdo da concentracdo de proteina utilizada.
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Por exemplo, Nagy e Grubmuller (2020), demonstram que inacuracia na concentracdo pode
levar a desvios de até 30% entre o espectro medido e o espectro real.

Atualmente existem métodos capazes de auxiliar na estimativa da concentracéo ideal,
aumentando a precisdao do valor, como, por exemplo a absor¢cdo em 205 nm ou 280 nm
(ANTHIS; CLORE, 2013; KELLY; PRICE, 2009), ou ainda métodos de renormalizacdo do
espectro, como a minimizacao do valore de NRMSD do algoritmo ContinLL (MILES et al.,
2005). Alem disso, foram desenvolvidos métodos capazes de estimar a estrutura secundaria da
proteina sem a necessidade de normalizar pela concentracdo (RAUSSENS et al., 2003;
MCPHIE, 2008). Entretanto, vale ressaltar que os ultimos ainda ndo apresentam todas as
potencialidades dos métodos tradicionais.

De acordo com Miles e Wallace (2009) erros no comprimento do caminho 6ptico da
cubeta também sdo de grande preocupacdo, visto que para caminhos opticos pequenos (< 0,001
cm) pode haver desvios do valor nominal (do fabricante) para o verdadeiro de até 50%.
Entretanto, os autores demonstram um método para medir com precisdo e acuracia o caminho
oOptico. Para comprimentos maiores que 0,01 cm, a incerteza passa a ser da ordem de 1 um
(desvio padrdo relativo = 0,01), o que é suficientemente preciso. Sendo assim, é possivel
normalizar por [ sem afetar significativamente o espectro.

Tendo isto em vista, esta se¢do foca na origem estatistica do problema da normalizacéo,
em especial da concentracdo, e em estimar uma precisdo ideal para a essa grandeza em medidas
de dicroismo circular através do método de Monte Carlo, desconsiderando a incerteza no
caminho optico.

A funcéo de distribuigdo que rege uma medida de CD é uma Poisson, mas devido ao
teorema do limite central, a distribuicdo do espectro médio converge a uma normal. Em outras
palavras, é esperado obter valores de 8(1) distribuidos dentro de uma gaussiana centrada na
média 8 (1), sendo que cerca de apenas 2,27% dos pontos serdo encontrados na regido superior
a0(A) + 204, € 0 mesmo valor para (1) < 6(1) — 20y.

Considerando a distribuicdo de probabilidade de uma medida de concentragdo como
também sendo uma gaussiana, centrada em ¢ e com desvio padrdo a.. A distribuicdo de
probabilidade da variavel Ae, calculada a partir da equacéo (40), em que K(I) € a razdo da
massa molecular pelo caminho Optico dividida pela constante numérica presente na equagédo
(31), passa a ser uma distribuicdo razdo (DIAZ-FRANCES; RUBIO, 2012), a qual pode n&o

ser mais simétrica.
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Ae(d) = K(l)@ (40)

A incerteza associada a varidvel normalizada pode ser estimada através da teoria de

propagacao dos erros como sendo:
K(1)? 0202
O'Azg = C—2<O'92 + C_ZC (41)

Para essas andlises, é interessante definir a incerteza relativa 6,, = % Com ela, pode-se

reescrever a equagao (40) como:

2
o2, = (61{7([)) (63 + 62) = Ae?(85 + 62) (42)

Assim, g, depende do valor absoluto de Ae, logo, regides de picos e vales tendem a
apresentar uma maior incerteza. Este fato é corroborado em todos os espectros apresentados
nesta dissertacao.

Para avaliar os possiveis valores de &, foi utilizado os espectros semi-tedricos gerados

para a Mb através do PDBMD2CD e do SESCA. Como ambos apresentam resultados

independentes da concentracdo, o valor de &, € igual ao §,.. Assim, foi tomada a razéo %

ponto a ponto para os dois espectros na regido de CD (4 < 240 nm). Os valores encontrados
estdo presentes no grafico da figura 29. Com este, ignorando a regido em que 8 = 0, é possivel
verificar que &, esta contido no intervalo [0,01; 0,05], com média 0,031 e incerteza 0,010. Em
outras palavras, a incerteza média desses espectros (sem considerar erros na concentracao) e de
cerca de 3% do valor do Ae.

Com esse intervalo definido, podemos avaliar o efeito de &, nos espectros de CD. Para
tanto, foi selecionado o valor de Ae do espectro médio do PDBMD2CD, considerando uma
concentragdo teorica de ¢, = 0,1 mg/mL e um comprimento [ = 0,1 cm para desnormalizar

0 espectro. Com o resultado, dois processos de Monte Carlo diferentes sdo realizados.
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Figura 29 — Valores de 64 calculados para os espectros médio da Mb.
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O pico presente na regido entre 200 e 205nm representa pontos com 6 = 0.

Fonte: elaborado pelo autor.

O primeiro selecionou 0 comprimento de onda de 192 nm e gerou 10 000 valores de 8
e c a partir das equacdes expressas em (43), em que 1, e 1y representam numeros aleatorios
gaussianos no intervalo de [—1; 1], para cada par calculamos o valor de Ae correspondente.
Esses 10 000 valores foram expressos em um histograma, e foi calculada a assimetria e a curtose
das distribuicBes. Esse processo foi repetido mais 1000 vezes e foi tomada a média e o desvio
padréo da assimetria e da curtose, para cinco valores de &4 entre 0,01 e 0,05 e §,. variando de 0
a 0,20.

c= C_O(l +71.-6,) “3)
0 =0(14+r1g-6p)

A figura 30 apresenta os valores de curtose e assimetria para as diferentes incertezas
relativas da concentracdo e da elipticidade. Nota-se que a mudanca de 8y ndo afetou
significativamente o comportamento das grandezas estatisticas.

Além disso, primeiro, entende-se a curtose como sendo um parametro capaz de
caracterizar o achatamento da funcdo de distribuicdo de probabilidade. Uma distribuigéo

normal apresenta curtose igual a trés. Quando a curtose € maior que trés, a funcdo é nomeada
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de leptocurtica e possui caudas mais alongadas (apresenta mais outliers). No caso contrério, a
funcdo recebe o nome de platicurtica e aparenta um carater mais achatado (pontos mais
préximos do valor médio). Conforme os resultados expressos em Fig. 30-a, a partir de §, =
0,04 o valor médio da curtose excedeu 3, considerando as barras de erro, para 6, > 0,08
podemos considerar a FDP como sendo leptocdrtica.

No que lhe concerne, a assimetria (ou obliquidade) traz informacéo sobre a simetria da
FDP. Uma distribuicdo normal possui assimetria igual a zero. Caso a assimetria seja maior que
zero, a FDP possui uma cauda direita mais pesada (com mais pontos acima da média). No caso
contrario (assimetria < 0), a cauda esquerda é mais predominante. Segundo a figura 30, um
6. = 0,02 é o suficiente para elevar a assimetria, mas apenas em &, > 0,04 a assimetria passa
a ser maior que zero, nas barras de erro. Isso se reflete em uma probabilidade maior de, ao
normalizar, obter-se um espectro mais “ampliado”.

O segundo processo de Monte Carlo gerou 10 000 espectros de CD utilizando &g =
0,037 a partir do espectro do PDBMD2CD, para &, variando de zero a 0,020. A figura 31
apresenta todos esses resultados, assim como o histograma da distribuicdo dos valores de Ae
em 192nm e o das concentragoes.

E possivel notar que com o aumento de &, a distribuicio dos espectros gerados se torna
maior (0 que é refletido no aumento da curtose). E interessante prestar aten¢do no
comportamento da linha pontilhada em verde e vermelho nas figuras (b), que representam,
respectivamente o intervalo de 2ag,, considerando ou ndo a incerteza da concentracdo. Para
6. = 0,04 adiferenca entre elas ja se torna evidente, sendo que quanto maior a incerteza relativa
na concentragdo, mais pontos ficam fora da regido vermelha. A tabela 14 demonstra a
probabilidade estimada de encontrar pontos acima (P(As > As(1 + 28) = P(A)) e abaixo
P(As < As(1 + 28g) = P(B)) da regido em vermelho com o aumento de &,. Esses valores
foram estimados como sendo o nimero de eventos de interesse divido por 10 000. A tabela 15
apresenta os resultados considerando a incerteza propagada P(As > As(1 + 28,,) = P(A")) e
P(As < As(1 + 268,,) = P(B")). Em ambos casos as incertezas na probabilidade foram
calculadas através do desvio padrdo de 1000 passos de Monte Carlo.

Para 6, = 0, tem-se uma simetria na distribuicdo e uma probabilidade igual para as
caudas superiores e inferiores, P(A) = P(B) = P(A") = P(B’) que é o mesmo valor de uma
gaussiana. Na tabela 14, torna-se claro que um leve aumento de &, para 0,02 ja é o suficiente

para quase duplicar o valor de P(A).
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Tabela 14 — Probabilidade de encontrar valores de Ag nos intervalos acima de 2 desvios

padrdes calculados com é, = 0.

o P(A) Op(4) P(B) Op(B) P(A) U P(B)
0,00 0,0228 0,0015 0,0228 0,0014 0,0456
0,01 0,0274 0,0016  0,0261 0,0016 0,0535
0,02 0,0418 0,0020 0,0367 0,0019 0,0785
0,04 0,0959 0,0030 0,0787 0,0026 0,1746
0,08 0,2145 0,0040 0,1857 0,0039 0,4002
0,12 0,2904 0,0045 0,2635 0,0045 0,5539
0,16 0,3368 0,0048 0,3139 0,0047 0,6507
0,20 0,3668 0,0047 0,3476 0,0046 0,7144
0,24 0,3881 0,0050 0,3714 0,0047 0,7595

Analisando agora os valores presentes na tabela 15, torna-se evidente o carater de
assimetria positiva. Para 6, = 0,04 ja é possivel notar que P(A") > P(B’), essa diferenca
(P(A") — P(B")) tende a se acentuar com o0 aumento de &, mas atinge um maximo em torno de
6. = 0,42, como apresentado na figura 32. Extrapolando para valores maiores de 6., em 6, =
0,84, temos P(A') = P(B'), que pode indicar uma assimetria nula, mas, como ambas as
probabilidades diferem de 0,0228, a distribui¢do ndo volta a ser gaussiana. A partir de &, >

0,84, temos P(A") < P(B'"), o que indica uma assimetria negativa.

Tabela 15 — Probabilidade de encontrar valores de Ae nos intervalos acima de 2 desvios

padrdes considerando os valores de §,.

5. PA)  opw  P(B) or() P(4) UP(B)
0,00 0,0227 0,0015 0,0227 0,0015 0,0454
0,01 0,0233 0,0015 0,0222 0,0014 0,0455
0,02 0,0250 0,0015 0,0208 0,0014 0,0458
0,04 0,0295 0,0017 0,0169 0,0013 0,0464
0,08 0,0407 0,0020  0,0099 0,0010 0,0506
0,12 0,0522 0,0022 0,0049 0,0007 0,0571
0,16 0,0640 0,0024 0,0019 0,0004 0,0659
0,20 0,0760 0,0025  0,0005 0,0002 0,0765

0,24 0,0876 0,0028  0,0001 0,0001 0,0877
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Figura 30 — Curtose e Assimetria estimadas por Monte Carlo da
distribuicéo de valores de 4e em 192nm.
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Curtose (a) e Assimetria (b) estimadas por Monte Carlo (1000 pontos) da
distribuicdo de valores de Ae em 192 nm para o espectro medio da Mb
gerado pelo PDBMD2CD. As barras de erro também foram estimadas por
Monte Carlo, utilizando o desvio padrdo de 1000 histogramas. Foram
alterados cinco valores de &4 presentes na regido de interesse destacada na
figura 29. Fonte: Elaborado pelo autor.



V - Resultados e Discussdo

Figura 31 — Resultados de 10000 variagdes de Monte Carlo para diferentes razdes &,
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(vii)

(viii)
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(@) 10000 espectros gerados a partir do espectro médio obtido pelo PDBMD2CD
utilizando o método de Monte Carlo, fixando 5 = 0,037. (b) dispersdo dos 10000
valores de 4e em 192 nm, a linha tracejada em vermelho representa o intervalo de
dois desvios padrdes considerando &. =0, ja a linha pontilhada em verde,
representa o intervalo de duas incertezas considerando o valor real de &.. (¢)
histograma normalizado dos valores obtidos para A para os 10000 pontos, a curva
em vermelho representa uma gaussiana centrada em As = 16,23 M~ tcm™! e

desvio padrdo igual a |4¢| |62 + 6% . (d) histograma das 10000 concentracdes
obtidas simuladas por Monte Carlo utilizando o respectivo valor de &,.
Os valores de &, sdo: (i) 6. = 0,00, (ii) 6, = 0,01, (iii) 6. = 0,02, (iv) 6. = 0,04,
(v) 8, = 0,08, (vi) 8§, = 0,12, (vii) 6. = 0,16 e (viii) §. = 0,20.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Com esses resultados evidencia-se que a funcéo de distribuicdo dos pontos do espectro
apos normalizacdo pela concentracdo permanece sendo aproximadamente gaussiana,
considerando valores em miligraus precisos (dy < 0,05), com incerteza relativa na
concentracdo da ordem, ou menor que, 4%. Para tanto € necessario o uso de equipamentos de

alta precisao durante o preparo da amostra, além de garantir uma homogeneidade da solug&o.

Figura 32 — P(4°), P(B’) e a diferen¢a entre eles em fungdo de S,
variando de 0 a 2 em passos de 0,01.
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A figura foi obtida tomando a média e o desvio 1000 distribui¢Bes contendo
10 000 pontos cada, geradas por Monte Carlo. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em teoria é possivel obter solu¢des com este nivel de acuréacia para amostras pequenas
realizando a medicao da massa em uma balanca analitica de altissima preciséo e utilizando uma
micropipeta bem calibrada. A partir da teoria dos erros, é possivel propagar a incerteza relativa

na concentragao para esse cenario como sendo:

82 = 864 + 67 (44)
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O esta totalmente influenciado pela quantidade de proteina que estd sendo medida:
quanto maior a massa, menor essa grandeza. Entretanto, medir massas muito grandes nédo é
vantajoso e pode gerar desperdicios. J& 6, depende da acurécia da micropipeta escolhida, que
varia dependendo do fabricante, do volume nominal, além de sua calibracéo.

Alternativas, consideradas mais confidveis, para a medi¢do da concentragdo sdo as
técnicas de absorcdo nos 280 nm, que observa a absorcdo do triptofano e da tirosina, e a
absorcdo nos 205 nm, na qual o croméforo € a ligacdo peptidica. Anthis e Clore (2013)
compararam a incerteza relativa das medidas de absor¢cdo nas duas faixas para diferentes

proteinas. Para a absor¢do em 280 nm, os valores de &y, variaram dentre 0,009 a ~0,10, ja os
valores de &,,, ficaram entre 0,009 e 0,08. O calculo da incerteza na concentragdo pelas

técnicas de absorcdo também depende do erro relativo no caminho Optico (8;), que € mais dificil

de ser mensurado.

V.13 Espectros de SRCD da PIn149

O CD é uma técnica também capaz de verificar mudangas conformacionais em
peptideos e proteinas. Como exemplo de tal estudo, neste trabalho foram obtidos os espectros
de SRCD do peptideo antimicrobiano PIn149. Os resultados apresentados nas figuras 33 e 34
corroboram os dados publicados por (LOPES et al., 2009; LOPES et al., 2010; LOPES et al.,
2013a; LOPES et al. 2013b; KUMAGAI et al., 2019). A PIn149 é um PAM catibnico, linear e
majoritariamente ndo-ordenado em solugdo aquosa, mas na presenca de membranas
negativamente carregadas, apresenta uma estrutura helicoidal.

A implementacdo do SRCD para essas medidas foi de fundamental importancia, dado
que com o alto fluxo de fétons podemos avancar em regides de menor comprimento de onda
(A < 190nm) sem haver uma perda na qualidade do espectro. Essa regido apresenta bandas
importantes para a caracterizacdo de estruturas desordenas, além de uma banda extra (vale em
A~175nm) no espectro de a-hélices. Ademais, a grande intensidade da luz nos permite estudar
amostra com presenca de membranas, as quais espalham parte da luz incidente podendo gerar
distor¢des nos espectros submetidos a baixa intensidade luminosa. (WALLACE 2009; MILES;
WALLACE, 2016).

A PIn149 em solucdo aquosa e na presenca do lipidio zwitteridnico apresenta um
espectro caracteristico de estrutura desordenada, com um vale na regido de 198 nm. Todavia,

na presenca de lipossomas de POPG (negativamente carregadas), 0 espectro resultante é tipico
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de uma estrutura em a-hélices, com um pico em 192 nm e dois vales na regido entre 208 nm e

222 nm. Este Gltimo com um valor de Ag,,, = —7,20 £ 0,06 M~ 'em™™.

Figura 33 — Espectro de SRCD da PIn149 em solugéo aquosa e na presenca de
lipossomas de POPC e POPG.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizando a equacéo (33), obtemos uma taxa % ~ 0,58. Com k = 4,58 obtém-se

€00

entdo, n ~ 10,9 amidas. Com essa estimativa simples esperamos encontrar em média entre 10
e 12 dos 22 residuos de aa da PIn149 formando a estrutura helicoidal (~45% do PAM). Este
valor é muito préximo ao estimado em estudos anteriores (LOPES, 2010), que indicam que oS
primeiros 8 residuos de aa do N-terminal permanecem desordenados, sendo que a a-hélice é
formada na regido C-terminal. Vale ressaltar que peptideos sao moléculas altamente dindmicas,
que estdo em equilibrio ordem-desordem, logo, alternando com frequéncia a sua estrutura
secundaria. O espectro de CD é um retrato desse equilibrio e é também uma sobreposicao das
contribuicdes individuais de todos os peptideos em solucdo, dessa forma, a ndo ser que se
garanta que todos os PAM estejam com a mesma conformacéo, analises quantitativas podem
ndo ser tdo eficazes. Este € um dos motivos que grande parte dos usuarios de CD nao
recomendam desconvoluir os espectros de CD de PAM.

A figura 34 nos permite analisar as contribuicdes das interacGes eletroestaticas na

ligacdo da PIn149 nas vesiculas anidnicas. Com a presenca de sal em solucdo ha o aumento da
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forca ibnica, havendo uma competicdo de cargas e uma blindagem dos grupos carregados nas
cabecas polares dos lipidios, causando uma reducdo da particdo do peptideo nos modelos
lipidicos, portanto deixando uma maior fracdo do peptideo na fase aquosa (desordenado). No
espectro € notavel a reducdo da intensidade da banda em 222 nm, acompanhada de um
deslocamento das bandas de 208 nm 192 nm para a esquerda. Em primeira instancia é possivel
compreender os espectros na presenca de NaF como sendo a sobreposicdo dos espectros do
PAM em solucdo aquosa e com POPG, como descrita na equacao (45), em que y é a proporcao

de peptideos na forma ndo-ordenada.

Figura 34 — Espectros de SRCD da PIn149 na presenca de NaF
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Sﬁe&ﬁ;ico =Y Saquosa + (1 —v) - Sporc (45)

Podemos estimar o y ideal como sendo aquele que minimiza o valor de NMRSD

calculado a partir da equagao (37), em que S,,,, representa o valor do espectro contendo NaF,

€ Smoa = Stedrico A figura 35 apresenta o espectro mais bem ajustado para cada caso. Para
[NaF] = 0,25 M a proporg¢éo y otimizada foi igual a 0,71, a qual gerou um NRMSD igual a
0,3298. Ja para [NaF] = 0,50 M, obtivemos y = 0,83 e NRMSD = 0,1284. Em ambos casos, 0
espectro sobreposto gerou picos e vales nos mesmos comprimentos de onda que 0s espectros
experimentais, mas com intensidade maior, essa diferenca pode ser fruto de algum problema na

normalizacdo dos espectros (incerteza na concentragdo, por exemplo), ou entéo a existéncia de
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algum outro cromoforo (estrutura intermediaria, por exemplo) em solugdo. De todo modo, é
interessante notar 0 aumento de y com o aumento de [NaF], isso nos demonstra que ha uma
propor¢do maior de PAM desordenado em solugdo, o que pode indicar a importancia da

interacdo eletroestatica para interacéo peptideo-membrana.

Figura 35 — Comparacéo dos espectros de PIn149 na presenca
de NaF com a sobreposicéo dos espectros da fase desordenada
com a fase em a-hélices.
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V1 - Conclusoes

A espectroscopia de dicroismo circular € uma técnica com grande potencialidade em
identificar e descrever a estrutura secundaria de proteinas e peptideos nas mais diversas
condicOes, e de caracterizar mudangas estruturais nessas moléculas. Como visto neste capitulo,
a confianca em seus resultados esta diretamente ligada a qualidade do espectro coletado, que
pode ser severamente prejudicada pelas condigdes da amostra (concentracdo e tampéo), assim
como pelos parametros escolhidos para medicdo. Nesse trabalho, sete pardmetros de coleta
foram selecionados e variados como uma forma de verificar se pequenas mudangas neles
poderiam afetar significativamente o espectro e o0s processos de desconvolucdo. Em seguida,
foi realizada uma analise estatistica sobre o problema da normalizacdo pela concentracéo, e foi
verificada qual é a precisdo ideal da concentracdo para que a varidvel normalizada siga uma
distribuicdo gaussiana.

Para a mioglobina, nas condicdes apresentadas nesse trabalho, é possivel concluir que
guando o objetivo do usuario é realizar analises qualitativas de CD (i.e. sem realizar processos
de desconvolugdo), é possivel variar a maioria dos parametros utilizados, sem alterar
significativamente o formato dos espectros. Entretanto, notou-se a necessidade de utilizar pelo
menos trés varreduras e evitar velocidades de varredura muito maiores que 200 nm/min. Uma
maior cautela, todavia, deve ser tomada ao escolher o tampéo, a concentracdo da proteina e o
cutoff. O primeiro pode danificar completamente o espectro em presenca de alguns ions na
regido de interesse, como, por exemplo o ion CI. Além disso, em regimes de baixa
concentragdo, torna-se dificil distinguir os dois vales na regido > 200 nm, e h4 um aumento na
relacdo S/R. Por outro lado, ao comparar os valores de desconvolucgédo foi possivel notar que
algumas outras pequenas mudancas nos parametros foram capazes de gerar resultados
incompativeis, como por exemplo a diminuicdo da resposta de varredura.

Além disso, é interessante ressaltar o poder do metodo tipo-Monte Carlo para estimar a
incerteza nos resultados de desconvolucéo, considerando a incerteza experimental do espectro.
Isso é um resultado pioneiro desta dissertacdo, e a implementacao de tal método em servidores
‘online’ como o Dichroweb, podera enriquecer analises futuras. E importante notar, entretanto,
que o metodo é totalmente dependente da qualidade do espectro medido e da forma com que as
incertezas experimentais foram estimadas, dessa forma é preciso cautela ao utiliza-lo. Com tal
método, foi possivel concluir que valores de NRMSD baixos ndo implicam em um aumento na

acuracia e nem na precisdo dos valores de desconvolugéo.
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Com os modelos semi-tedricos gerados pelo PDBMD2CD e pelo SESCA, utilizando
Monte Carlo para gerar distribui¢Oes de probabilidade para diferentes incertezas relativas na
concentracdo foi possivel observar que para 6, > 0,04 as distribui¢cbes deixam de possuir um
perfil gaussiano. Nesse sentido, € importante investir em metodos para estimar a concentracao
com grande precisao.

Por fim, foi realizado um estudo do peptideo antimicrobiano Plantaricinal49 na
presenca de lipossomas lipidicas de diferentes cargas, como um exemplo da aplicacdo de CD
no estudo de PAM. Foi possivel verificar a mudanca da fase ndo-ordenada para a helicoidal
através de medidas de SRCD. Na presenca de POPG, o PAM adquiriu uma estrutura em a-
hélice, essa interacdo é fortemente dirigida devido as cargas opostas do peptideo e modelo
anioénico do lipidio, o proximo capitulo contém uma discussdo mais detalhada sobre a

Plantaricina 149.
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Capitulo 2 — Estudos de peptideos antimicrobianos: sintese
de peptideos em fase solida e tensiometria em monocamadas

de Langmuir.

I — Introducéo

O interesse nos PAM cresceu durante as ultimas décadas, principalmente com a
declaracdo de 2015 da Organizacdo Mundial da Salde sobre a urgéncia no desenvolvimento de
novos farmacos e estratégias capazes de inibir as enfermidades infecciosas geradas por
microrganismos resistentes a antibiéticos (WHO,2015). Os PAM possuem baixa massa
molecular (~10 a 50 residuos de aa) e sdo produzidos como parte do sistema imunoldgico de
organismos, onde desempenham um papel fundamental: inibir o crescimento de bactérias,
protozoarios, fungos, leveduras e até virus (AGEITOS et al., 2017). Em células eucaridticas,
por exemplo, os PAM representam uma das primeiras formas de defesa natural contra invaséo
por um microrganismo.

O modo de acdo de muitos PAM lineares e catidnicos envolve a interagdo com a bicamada
lipidica da membrana celular do microrganismo-alvo, via interacdes eletromagnéticas (carga-
carga), hidrofdbicas, e outras (HOLLMANN et al., 2018), com o intuito de gerar a ruptura de
membranas bacterianas e/ou de capsideos virais (DIAS et al., 2017); ou ainda pode depender
da penetracdo do peptideo no interior das células para se ligar em alvos intracelulares e/ou
moléculas que interferem na estrutura do DNA (girases e/ou topoisomerares) (BROGDEN,
2005). Geralmente, a ligacdo dos PAM as membranas-alvo envolve sua atracdo eletrostatica
para a superficie das membranas bacterianas. Ao se ligarem as membranas, tais peptideos
podem adotar uma estrutura tridimensional mais ordenada (em a-hélice, fitas-f ou mesmo
estruturas mistas) e se integram a superficie externa da membrana.

Mais comumente, um PAM catidnico linear assume uma conformagdo de uma hélice
anfipatica, com uma das faces catiénica e outra hidrofébica (GIANGASPERO et al., 2001).
Dentre 0os mecanismos de acdo propostos para explicar a desestabilizacdo da membrana causada
por um PAM (SHAI, 2002), os modelos mais conhecidos sdo o poro-barril, o poro-toroidal e o
carpete. Embora diferentes entre si, estes trés mecanismos dependem do balanco entre as
propriedades fisico-quimicas do peptideo e também da composicdo lipidica da membrana

plasmatica do patdgeno. Da mesma forma, estes mecanismos ndo precisam ser mutuamente
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exclusivos. Um processo pode representar o passo inicial, ou o intermediario de outro (EPAND,
1999).

Assim, a informacdo sobre a estrutura dos PAM € fundamental para descrever o
mecanismo de acdo destas moléculas. Entretanto, ndo é facil cristalizar esses peptideos, e muitas
vezes € necessario alterar as condicOes da solucdo para se obter uma estrutura utilizando NMR.
Nesse sentido, como foi explorado no capitulo anterior, o dicroismo circular tem sido
amplamente utilizando como uma forma confiavel de caracterizar a estrutura de tais moléculas.

Neste capitulo serdo exploradas duas técnicas implementadas com este trabalho no grupo
de Biofisica Aplicada do IFUSP no estudo de PAM, a sintese de peptideos em fase sélida, cujo
protocolo foi utilizado para a sintese de peptideos da familia das Temporinas e a tensiometria
em monocamadas de Langmuir, a qual nos permite verificar a interacdo de PAM com diferentes

grupos fosfolipidicos.
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I1 — Objetivos

O capitulo possui como objetivo geral explorar aspectos e aplicacfes de duas técnicas biofisicas
utilizadas pelo Grupo de Biofisica Aplicada do IFUSP no estudo de peptideos antimicrobianos,

como o intuito de auxiliar e guiar os futuros membros do grupo. Para tanto foram realizados:

¢ Revisdo bibliografica da SPFS e da tensiometria em monocamadas de Langmuir;
¢ Ajuste do protocolo da SPFS na sintese de peptideos da familia das temporinas;
+ Mensuracdo e analise tensiométrica da interacéo do peptideo PIn149 com monocamadas

de Langmuir na presenca de diferentes fosfolipidios.
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111 — Materiais e Métodos

I11.1 — Sintese de peptideos em fase solida.

Como explorado no capitulo anterior, peptideos sdo polimeros de residuos de
aminoacidos (residuos de aa) conectados atraves de ligacdes peptidicas, que sdo geradas através
de uma reacgdo de desidratacdo entre dois aa. Essas moléculas estdo presentes nos mais diversos
seres vivos e sdo de fundamental importancia na manutencdo dos processos bioldgicos. A
primeira sintese em laboratorio de um dipeptideo (dois residuos de aa ligados pela ligacéo
peptidica), ainda protegido (ou seja, sem seus terminais livres) foi realizada em 1882 por
Theodor Curtius (JARADAT, 2017), sendo que o primeiro dipeptideo livre foi sintetizado
apenas duas décadas depois por Ernest Fourneau e Emil Fischer na Universidade de Berlim
(JARADAT,2017), muitos autores ddo a Fischer o titulo de “pai” da sintese de peptideos
(PALOMO, 2014). Fisher realizou diversos trabalhos em sintese quimica, sendo laureado o
prémio Nobel de quimica em 1902 pela sua contribui¢do na sintese de agucares e de purina.

Existem duas principais formas de se sintetizar peptideos, a sintese em solucdo e a
sintese em fase sélida (SPFS) (MERRIFIELD, 1963). A diferenca mais fundamental delas é o
grupo utilizado para proteger o terminal carboxilico do primeiro aa da sequéncia. Se o grupo
for soltvel aos solventes utilizados durante a reacdo, a sintese sera em solugéo, caso contrario,
Ou seja, 0 grupo consista de uma resina insoltvel temos entdo a SPFS (JARADAT,2017). Esta
segunda técnica foi desenvolvida por Bruce Merrifield em 1963 e o consagrou o prémio Nobel
de quimica no ano de 1984. Entre as vantagens da SPFS se encontram a utilizacdo de apenas
um recipiente durante toda a sintese, o que agiliza e simplifica o processo, e promove um
aumento da eficiéncia, uma vez que sé é preciso clivar o peptideo no final da sintese e ndo ha
grandes problemas se o peptideo deixar de ser soltvel durante o processo (PALOMO, 2014).
Essas vantagens nos permitem realizar a sintese de cadeias peptidicas mais longas, e até mesmo
de pequenas proteinas, alem de permitir automatizar a sintese (MERRIFIELD, 1986).

O primeiro passo para a SPFS consiste em selecionar a resina e o linker que sera
utilizado. Existem diversas possibilidades de escolha no mercado, e o desenvolvimento de
novas resinas continua sendo fruto de pesquisas em andamento. O principal fator que define a
qualidade da resina é a sua capacidade de inchacgo ( “swelling capacity” ou “swelling factor”),
quanto maior esse fator, maior sera a taxa de difusdo entre os reagentes na rede polimérica,

aumentando a sua chance de interagdo (JARADAT,2017). Outro fator importante na escolha da
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resina é o seu valor de funcionalizagdo (fun), em mmols/g, que diz respeito a quantidade de
sitios ativos que ela possui por grama e esta relacionada a massa de resina a ser pesada.

A escolha do linker se d&, normalmente, junto a compra da resina, e ele guiaré o tipo de
clivagem que sera realizada no final da sintese. O linker pode ser uma grande variedade de
grupos, como amidas e ésteres, e sera o responsavel por conectar o primeiro residuo de aa a
resina, dessa forma, deve ser um grupo capaz de resistir aos processos de acoplamento e
desacoplamento. Os linkers mais comuns conectam o C-terminal do primeiro residuo de aa
(primeiro da sintese, ultimo do peptideo final) a resina, mas existem outras possibilidades, como
linkers que imobilizam o residuo de aa via N-terminal, cadeias laterais, e via backbone
(JARADAT,2017). Neste trabalho foi implementado a resina Rink amida (RINK, 1987), cuja
modificacdo ja se mostrou eficiente para otimizar a acdo dos peptideos catidnicos nas
membranas de microrganismos, possuindo um grupo amida como linker e uma funcionalizagao
de 0,67 mmols/g.

Em seguida, é necessario escolher os reagentes utilizados para o acoplamento, nessa
etapa as carbodiimidas sdo as mais utilizadas. Para este trabalho foi escolhido a
diisopropilcarbodiimida (DIC) (SHEEHAN et al. 1961), mas de acordo com Jaradat (2017) ha
pelo menos outras trés carbodiimidas que podem ser implementadas. A figura 36, demonstra 0s
dois caminhos possiveis de reacdo do DIC, ambos incluem a ligacdo do oxigénio presente no
grupo -OH do aminoacido com o carbono central da carbodiimida, formando um estagio
zwitteribnico intermediario que logo se transforma na O-acilisourea com o rearranjo dos
hidrogénios. No primeiro caminho, essa molécula interage com o grupo amino livre preso a
resina, gerando ureia e acoplando o residuo de aminoacido na cadeia peptidica. No caminho
alternativo, a O-acilisourea reage com outro aminoacido livre em solugdo e forma o anidrido
simétrico de aminoéacidos, que pode reagir com o grupo amina livre e acoplar o aminoacido
(JARADAT,2017).

Entretanto, a presenca da O-acilisourea é capaz de gerar um processo de racemizacao,
ou seja, a conversdo de compostos quirais em uma mistura racémica (solugdo com 50% dos
compostos levogiros e a outra metade dextrogiro). Para minimizar essa quebra de quiralidade,
é comumente utilizado o 1-hidroxibenzotriazole (HOBt) (PALOMO, 2014), que na presenca
de carbodiimidas (DIC, por exemplo) é capaz de interagir com o grupo carboxilico livre do
aminoacido em solucéo, formando uma molécula do tipo Ester ativa, que reage com o0 grupo

amina livre da cadeia peptidica acoplando mais um residuo de aminoéacido a ela.
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Figura 36 — Reacg0es de acoplamento
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(a) Estrutura molecular do DIC e do HOB; (b) esquematizacdo das etapas de
reacdo do DIC; c) etapas de reacdo do HOBt. Adaptado de Jaradat (2017).

Por ultimo, é necessario escolher a estratégia utilizada para a protecdo do aa que sera
acoplado. A protecdo € importante, pois evita acoplar dois ou mais aa iguais em sequéncia no
mesmo peptideo, podendo acarretar desperdicios e ineficiéncia. Ha duas estratégias de protecéo
mais utilizadas, e elas vdo depender do terminal de origem da sintese (C ou N); geralmente, o
N-terminal é bloqueado com um grupo tertiloxicarbonil (Boc) ou o 9-fluorenilmethoxicarbonyl
(Fmoc) (JARADAT,2017). Nesta dissertacdo, o Fmoc foi o grupo de protecdo implementado.
Apbs cada ciclo de acoplamento, esse grupo € removido utilizando uma solucéo de piperidina
20% em DMF (dimetilformamida). E importante ressaltar que alguns aa também precisam de
grupos protetores na sua cadeia lateral, Jaradat (2017) apresenta detalhes sobre esse tipo de
protecao.

Com essas informacgOes ja € possivel iniciar o protocolo de sintese. O protocolo

implementado no grupo de biofisica aplicado do IFUSP esta descrito na se¢éo a seguir.
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[11.1.1 — Protocolo SPFS manual
A SPFS acontece em ciclos de acoplamento e de desacoplamentos. As figuras 38 e 39
resumem 0s passos adotados durante a sintese dos peptideos dessa dissertagdo. O protocolo

implementado segue 0s seguintes passos:

(1) Escolha da massa final desejada e calculo do nimero de mols(n) e excesso

A SPFS manual, em geral ndo nos permite obter uma grande massa final de peptideo de
forma tdo eficiente quanto uma sintese automatizada, mas ¢ o suficiente para obter resultados
da ordem de miligramas, dependendo, ¢ claro, do tamanho da coluna utilizada. Uma vez

definida a massa final (My), foi necessario calcular o nimero de mols do peptideo a partir de
sua massa molar (MM), n = My /MM.

Em seguida, calculou-se a escala (Esc) que sera utilizada para pesar a quantidade de aa
a ser utilizada, em que o excesso ¢ uma garantia de que o acoplamento acontecera. Geralmente
ele ¢ escolhido como 2 (assim como neste trabalho), mas pode variar dependendo da dificuldade

do acoplamento.

Esc =10 -n-excesso (46)

(2) Escolha e preparo da coluna

Para este trabalho foi utilizada uma seringa descartavel de 10 mL, nela ndo ¢
recomendavel obter mais do que 100 mg de peptideo, valores muito maiores sdo o suficiente
para haver transbordamento e desperdicio de material. E interessante se atentar ao formato e o
material do émbolo movel, como este sera bastante exigido durante a sintese. De acordo com
nossos testes, alguns modelos ofereceram maior resisténcia a se movimentar € maior desgaste
apos varios acoplamentos, o que dificultou a sintese.

Ap0s a escolha da coluna desejada, ¢ necessario colocar a placa de filtro (frit column
plate), usualmente de polietileno, na coluna. Uma espatula pode auxiliar nesse processo. E

importante garantir que ela se encontre completamente paralela ao Embolo e que ndo haja frestas

para vazamentos.
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(3) Pesagem da resina

A massa da resina a ser pesada foi calculada a partir da funcionalizagdo da resina (fun) .
A massa foi calculada pela divisdo: n/fun. E vantajoso pesar a resina diretamente na coluna, a

fim de evitar perdas de particulas da resina em frascos.

(4) Solvatacao da resina

A solvatagdo foi realizada com DCM (diclorometano) ¢ DMF (os solventes podem
variar dependendo do protocolo). Os dois solventes foram despejados alternadamente duas
vezes na coluna, com um volume variavel, mas ¢ importante garantir que os solventes cubram
toda a resina. E importante secar a resina com a bomba de vacuo, ou embolo moével, antes de
colocar o novo solvente.

Segundo o protocolo de Coin et al. (2007), agitar gentilmente a coluna por 1 min antes
de secar a resina ¢ uma boa pratica. Além disso, na primeira lavagem com DCM, os autores

recomendam deixar a solucdo descansar por 15 min.

(5) Desbloqueio do grupo Fmoc

Incubou-se a solugdo de 20% de piperidina (em DMF) na coluna foi submetida a
agitacdo leve por 20 minutos. Em seguida solvatamos a resina com DCM e DMF pelo menos

duas vezes intercaladamente.

(6) Ensaio colorimétrico de Ninhidrina

Nesse passo foi verificado se houve o desacoplamento por meio do teste Kaiser
(KAISER et al, 1970), conforme descrito a seguir.
e (Colocamos duas gotas das solugdes A, B e C em um tubo de ensaio (anexo).
e Em seguida inserimos uma pequena por¢do da resina no tubo e
homogeneizamos a solugdo.
e Incubamos o tudo de ensaio por 5 minutos em banho seco a 100°C.
e Se a solucdo se tornar azul, o grupo Fmoc foi desacoplado, entdo podemos

seguir para o passo (7).
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e Se a solug¢do permanecer amarelada, voltamos para etapa (5).

(7) Ativacao do aminoacido

Pesamos o aa (MM - Esc) num Becker, e no mesmo recipiente adicionamos o HOBt
(MMy,p: - Esc). Em seguida adicionamos na propor¢ao 1:1 (vol:vol) DMF e DCM e sonicamos
solucdo até homogeneizar. Por fim adicionamos o volume correto de DIC (MMp, - Esc - ppic)
e sonicamos novamente (~30 s). A solugdo foi adicionada na coluna e incubada por pelo menos

2 horas.
(8) Solvatacio da resina e ensaio colorimétrico da nihidrina

Solvatamos a resina com DMF e DCM duas vezes intercaladas, em seguida repetimos
o teste da Nihidrina explicado em 6. Se a solugdo ficar azul, significa que o AA ndo acoplou,
entdo devemos voltar para a etapa 7, podendo deixar mais tempo durante a etapa, ou entao
trocar o ativador. Se a solu¢do permanecer amarelada, podemos seguir para etapa 9.
(9) Desbloqueio do Fmoc

Colocamos a solugdo de 20% de piperidina (em DMF) na coluna e deixamos em
agitacdo por 20 minutos. Em seguida solvatamos a coluna com DMF e DCM (intercalando)
duas vezes.

(10) Ensaio colorimétrico de ninhidrina

Se a solucao ficar azul, o grupo Fmoc foi desacoplado, entdo seguimos para a etapa 5

ou para etapa 11. Se a solugdo permanecer amarelada, voltamos para etapa 9.
(11) Clivagem do peptideo da resina
A clivagem ¢ uma das etapas mais delicadas da sintese, € ¢ nela em que pode haver

quedas no rendimento. Dessa forma, existem alguns cuidados que devem ser tomados antes do

inicio da clivagem.
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E importante lavar a resina duas vezes com acido acético glacial por um minuto, em
seguida lavar duas vezes com DCM por mais um minuto, lavar a resina com metanol (2 vezes
por 1 min), e por fim lavar a resina trés vezes com éter etilico, por dois minutos. Em seguida ¢
necessario secar totalmente a resina com uma bomba de vacuo e deixar a resina no dessecador
(de preferéncia overnight).

O coquetel de clivagem ¢ tipicamente preparado com uma mistura de TFA (acido
trifluoracético), agua, TIS (triisopropilsilano) e/ou EDT (etanoditiol). As propor¢des variarao
dependendo dos residuos de aa presentes na cadeia peptidica. A figura 37, retirada de Cilli et

al. (2016), apresenta as propor¢des utilizadas em cada caso.

Figura 37 — Coquetéis para clivagem dos peptideos utilizando a quimica
Fmoc/tBu.

O peptideo ndo contém Met, 95% TFA; 5% EEIF_- agua ou 95%
Ser, Thr, Trp, Tyr ou Cys(Trt) ) | TFA; 2,5% de agua e 2,5% de
TIS (trilsopropilsilano)

O peptidec ndo contém Met, | ey | 90% TFA; 5% de dgua e 5%

Trp, ou Cys(Trt), mas possui p-cresol ou95% TFA; 2,5%
Ser, Thr ou Tyr. de agua e 2,5% de TIS

O peptideo contém Met, 82,5% de TFA; 2,5% de EDT
Trp, ou Cys(Trt] | (etanoditiol); 5% de fenol; 5%

de tioanissol e 5% de dgua ou
94% de TFA; 2,5% de dgua;
2,5% de EDT e 1% de TIS

Fonte: retirado de Cilli et al, 2016.

Cilli etal. (2016) ainda descrevem os passos da clivagem para 100 mg de peptidil-resina.
Primeiro ¢ adicionado 1 mL da do coquetel, sob agitacdo, adicionando primeiramente os
supressores da cadeia lateral, seguida do TFA, deixando sobre agitacdo por 2h ou 4h para
aminoacidos polares ou apolares, respectivamente. Em seguida, adicionamos 25 mL de éter
etilico, centrifugamos e desprezamos o sobrenadante (duas vezes). Apds isso, a resina foi seca
(em vacuo), uma solucdo de dgua acidulada foi adicionada (0,045% de TFA em &gua) e
reservamos o sobrenadante. Repetimos a adicdo ao menos duas vezes, e por fim liofilizamos o

sobrenadante.
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Para facilitar o célculo das massas dos aminoacidos, resina, HOBt e volume de DIC a
serem utilizados durante o processo de sintese, foi desenvolvido um script em Python que
recebe como entrada a sequéncia do peptideo, sua massa molecular, a funcionalizacdo da resina
e a massa em gramas do peptideo que se quer obter com a sintese. Este programa ainda sera
mais otimizado e ficard& como usufruto de novos membros do nosso grupo no IFUSP, e

futuramente disponibilizado em algum servidor de bioinformatica.

Figura 38 — Etapas da SPFS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 39 — Protocolo da SPFS implementado no IFUSP
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Amarelo

I11.1.2 — SPFS de peptideos da familia das temporinas

As temporinas (SIMMACO et al., 1998; ROMERO et al., 2020) sdo uma familia de
PAM que foram originalmente extraidos de secrecdes da pele do anfibio Rana temporaria
(SIMMACO et al., 1996), mas, atualmente, mais de 130 outros membros desta familia foram
encontrados em diversas espécies de anfibios (Romero et al., 2020). Esses peptideos sdo um
dos menores PAM encontrado na natureza, variando de 10 a 14 residuos de aminoacidos, o que
desperta a atengdo e os torna muito interessante para a industria farmacéutica, visto que podem

ser mais rapidamente sintetizados, com menor custo e maior rendimento quando comparado
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com PAM de cadeias maiores. Além disto, as temporinas sdo os PAM com o menor tamanho
em a-hélice encontrados na natureza, representando um modelo minimo para os peptideos
desestabilizadores da membrana celular de microrganismos. Tipicamente, temporinas possuem
a maioria dos seus residuos de aa hidrofébicos (~70%), sendo a leucina o residuo mais
abundante.

Outras propriedades interessantes desta familia de PAMs incluem o fato de serem
geralmente moléculas anfipaticas, com sequéncias conservadas, amidados na extremidade C-
terminal e portadores de carga liquida catiénica fraca em pH neutro (variando de +2 a +3). Além
disso, as temporinas atuam contra uma ampla variedade de microorganismos patogénicos
(bactérias, virus, fungos filamentosos e leveduras) e apresentam baixa toxicidade para células
de mamiferos (MAHALKA; KINNUNEN, 2009).

Para melhor estudar este cenério e colaborar no entendimento do mecanismo de acédo de
peptideos desta familia, propomos a sintese de dois PAM pertencentes a familia das temporinas,
além da sintese de peptideos mutantes com uma maior carga e momento hidrofébico, para que
em proximos trabalhos possam ser utilizadas técnicas biofisicas para investigar as interacdes
estabelecidas pelas temporinas em sistemas que mimetizam as membranas de bactérias e
eucariotos. Tais estudos trardo informagdo sobre como ocorrem a adsorcdo e a ligacdo dos
peptideos nestes modelos lipidicos, discriminando quais fatores efetivamente regulam sua
ligacdo, e ainda, qual a orientacdo destes peptideos nestes sistemas, que pode ser correlacionada
com 0 mecanismo de acdo utilizado por estes peptideos.

A temporina 1Ca, com sequéncia: FLPFLAKILTGVL (HALVERSON et al., 2000) foi
escolhida para ser o primeiro peptideo sintetizado no IFUSP utilizando o protocolo descrito na
secdo anterior. Esse PAM foi identificado na secrecdo da pele do sapo norte-americano Rana
clamitans, em 2000. Possuindo 13 residuos de aa, sendo 69% deles hidrofébicos, com uma
carga liquida em pH 7,0 de +2. No estudo original ndo foi publicado resultados de MIC para
esse PAM, entretanto, de acordo com a base de dados APD3 (disponivel online, 2021), em maio
de 2020 foi identificada atividade anti-bactérias gram positivas (em S. aureus, MIC de 17 uM),
anti-bacterias gram negativas (em E.coli MIC de 4 uM) e antifungal (em C. albicans, MIC de
14 uM), entretanto esses dados ainda ndo foram publicados em um jornal com revisao por pares.
Neste trabalho, propusemos a sintese de trés analogos, substituindo alguns residuos de
aminoéacido por lisinas (aminoacido catiénico em pH 7,0) nas posic¢des 6, 10 e em ambas, com
intuito de investigar o efeito da carga, e a diminuicao da hidrofobicidade. A tabela 16 apresenta
as projecdes em hélices para cada PAM e suas respectivas Hidrofobicidade e momento
hidrofobico, calculados pelo servidor heliQuest (GAUTIER et al., 2008).
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Tabela 16 — Projecdo em hélice da Temporina 1Ca e anélogos.

i L . ] o Momento
Peptideos Carga Projecdo em Heélice Hidrofobicidade .
Hidrofobico
Temporina 1Ca
+2 1,054 0,559
FLPFLAKILTGVL
-NH>
Temporina 1Ca K6
+3 0,954 0,579
FLPFLKKILTGVL
-NH3
Temporina 1Ca
K10
0,958 0,632
+3

FLPFLAKILKGVL-
NH>
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Temporina 1Ca K6
K10

0,858 0,662
FLPFLKKILKGVL- +4

NH2

25 mg de cada analogo foi sintetizado. Como os PAM mantém a sequéncia igual dos
trés Ultimos residuos de aa, a sintese se iniciou utilizando a mesma coluna, até o décimo
primeiro residuo. Em seguida, a peptidil-resina foi dividida em duas colunas em proporc¢des
1:1, e os acomplamentos aconteceram paralelamente até o sétimo residuo, em que as peptidil-
resinas foram novamente divididas e separadas em 4 colunas. A tabela 17 apresenta as massas,

calculadas através do MAACalc.py, para cada etapa do acoplamento.
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Tabela 17 — Massas de aa pesadas para cada etapa de acoplamento (em mg)

1Ca 1CaK6 1CaK10 1CaK6K10
L 466,2
\ 447.8
G 392,2
T 262,2 K 309,0
L 233,1 L 233,1
I 233,1 I 233,1
K 372,3 K 372,3
A 1233 K 123,6 A 82,2 K 223,2
L 1399 L 93,24 L 93,24 L 139,9
F 1653 F 102,2 F 102,2 F 165,3
P 1335 P 89,0 P 89,0 P 133,5
L 1399 L 93,24 L 93,24 L 139,9
F 1653 F 102,2 F 102,2 F 165,3

A massa da resina utilizada foi 985 mg, a massa de HOBt foi de 202 mg e o volume de
DIC de 204 uL. Essas duas ultimas grandezas foram divididas pela metade a partir do quarto

acoplamento, e por quatro a partir do oitavo.
[11.2 — Tensiometria em monocamadas de Langmuir

A tensdo superficial (y) gerada pelas interacdes das forcas de coesdo entre as moléculas
de dgua em solucdo, existe de forma a minimizar a area da interface liquido-ar. A unidade dessa
grandeza no sistema internacional é N/m, sendo que a tensdo superficial tipica da agua pura

(Yu,0) €m temperatura ambiente € 72,8 mN /m. E comum definir uma variavel normalizada

para a agua, conhecida como presséo superficial (), como na equacao (47).
T =VYH,0—~VY (47)
Surfactantes, como os detergentes, sdo capazes de reduzir bruscamente y, aumentando

7. Outras moléculas, como os fosfolipidios, também sdo capazes de alterar essas grandezas. Os

fosfolipidios possuem uma cabeca polar e caldas apolares, assim, quando despejados na
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interface liquido-ar, formam uma estrutura ordenada, as monocamadas lipidicas de Langmuir,
de forma a minimizar a energia livre. Lentes também sdo passiveis de serem formadas, se as
gotas do fosfolipidio ndo se espalharem por toda a superficie (OLIVEIRA, 2007).

A figura 40 esquematiza um experimento tipico de adsor¢cdo em monocamadas de
Langmuir. Primeiro, a monocamada é formada a partir do espalhamento de uma pequena
aliquota de um fosfolipidio (com o uso de uma seringa do tipo Hamilton) solubilizado em
solucdo de metanol-hexano (10:1, v:v) sob a interface agua-ar de um recipiente circular
contendo agua MiliQ pura. A solucdo de metanol-hexano é altamente volatil, dessa forma, em
poucos minutos as moléculas fosfolipidicas se encontram em uma pelicula superficial. Os
fosfolipidios usados neste projeto foram o 1-palmitoil 2-oleoil fosfatidilcolina (POPC), o 1-
palmitoil 2-oleoil fosfatidilglicerol (POPG), 1-palmitoil 2-oleoil fosfatidilserina (POPS),
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG).

Figura 40 — Esquematizacdo de um ensaio de tensiometria em
monocamadas de Langmuir.

tempo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dependendo da pressao superficial, da temperatura e da area superficial, os fosfolipidios
podem ser encontrados em trés fases distintas: liquida-expandida (LE), liquida-condensada
(LC) ou sdlida-condensado (SC) (BREZESINSKI; MOHWALD, 2003; BOISSELIER et al.,
2017). A figura 41 (adaptada de ROKE et al., 2003) apresenta o diagrama de fase da

monocamada.



104 Aplicacdes da espectroscopia de dicroismo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir

Figura 41 — Diagrama de fase das monocamadas de Langmuir.
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Adaptado de ROKE et al., 2003

Apbs a estabilizacdo da monocamada, a molécula de interesse (proteina ou peptideo) é
inserida na subfase aquosa através de um orificio lateral (utilizando uma seringa tipo Hamilton).
Caso exista propriedade tensoativa, a molécula migrara para a regido da monocamada e sera
adsorvida. Tipicamente, a adsorcdo pode ser verificada a partir da alteracdo na pressédo
superficial, cuja evolucdo temporal pode ser descrita pela equacdo (48) (BOISSELIER et al.,

2017), em que k é uma constante.

ﬂ(t) = Tequilibrio — niniciale_kt (48)

Diferentes curvas de m(t) sdo tomadas utilizando pressdes de empacotamento iniciais
distintas. Com isso, a variacdo total da pressdo superficial (Am = Tequitibrio — Tiniciar) €
calculada, e um gréfico de Am X ;i1 € desenhado. Tipicamente, esse grafico pode ser
ajustado por uma regresséo linear, cujo coeficiente linear representa uma extrapolacao para Am
maximo, o coeficiente angular ¢ utilizado para calcular a sinergia (sinergia = coeficiente angular
+ 1), e a interseccdo com 0 eixo X representa a pressao de maxima insercdo (PMI)
(BOISSELIER et al., 2017).

A sinergia é um pardmetro que indica a propensao de ligacdo da molécula de interesse

com a monocamada, dessa forma, uma sinergia positiva, indica uma tendéncia de adsorcdo. Ja
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a PMI indica a presséao limite na qual a molécula é capaz de ser adsorvida (BOISSELIER et al.,
2017).

111.2.1 — Tensiometro DeltaPI

Os experimentos foram realizados em um tensiébmetro modelo Delta Pi Langmuir-
tensiometer (Kibron, Finland), utilizando uma microplaca de PTFE (politetrafluoroetileno) com
8 pocos, contendo 1,5 mL de &gua Milli-Q por pogo. As medicbes de tensdo superficial sdo
adquiridas por meio de um sensor de prova (filamento de niquel de 0,51 mm) que é posicionado
de modo a tatear a superficie da interface liquido-ar de cada poco, e as mudancas de pressdo
superficial sdo registradas pela interface computacional DeltaGraph. Tal sensor é capaz de
medir a tensdo e pressdo superficial de liquidos expostos em pequenos recipientes circulares
através de um sistema de medic&o de tenséo elétrica de entrada e saida vinculado a ponta de seu
receptor. Seu funcionamento € muito similar aos experimentos com planos de Wilhelmy. O
equipamento é capaz de medir resultados num intervalo de 0 a 300 mN/m, com uma resolucgéo
de 10 uN/m (KIBRON, 2021). Uma desvantagem desse equipamento é a impossibilidade de
variar a area de cada po¢o durante uma mesma medida, assim, a pressdo superficial nas camadas
de Langmuir deve ser controlada através da quantidade de fosfolipidios depositados na
superficie.

Figura 42 — Tensiometro DeltaPI

b

(a) Tesiometro DeltaPI (retirado de Kibron,® 2021)

(b) sensor de prova tateando a superficie da interface liquido-ar.
Fonte: Elaborado pelo autor.

6 Disponivel online: <https://www.kibron.com/deltapilangmuir-tensiometer>. Acesso em: 19 maio 2021
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111.2.2 — Ensaios com a PIn149

Como foi verificado no capitulo anterior, a PIn149 apresenta diferentes estruturas
secundarias dependendo da carga do fosfolipidio a qual esta interagindo. Nessa etapa sera
verificado se a carga afeta ndo somente a estrutura, mas também a interagdo da PIn149 em
diferentes monocamadas de Langmuir.

Em cada ensaio, promove-se a formacdo de uma monocamada lipidica na superficie de
cada poco da microplaca, conforme representado na figura 40, com a cabeca polar do
fosfolipidio voltada para a interface com a agua, e o sensor de prova (arame) inserido entre a
monocamada lipidica formada. Apos a estabilizacdo da monocamada e evaporacdo do solvente
organico, uma aliquota do peptideo PIn149 foi injetada no interior do recipiente (na subface
aquosa, sem atrapalhar o empacotamento da monocamada lipidica). Desta forma, se ele for
tensoativo nas condi¢des do experimento, ele migraré para a superficie e comegaré a interagir
com a monocamada lipidica, o que alterara a pressdo medida pelo sensor de prova. Assim a
pressdo de superficie aumentara até encontrar um ponto de saturacdo, em gue se estabelece um
novo equilibrio e a quantidade de peptideo fixado a membrana é maxima.

Desta forma, os ensaios com a PIn149 foram realizados com trés objetivos diferentes:

1) Verificacdo da tensoatividade dos proprios peptideos isolados em agua;

2) Determinar a relagdo entre a variagdo da pressdo de superficie da monocamada (Am)
com o aumento da concentragdo da PIn149 em solucgdo aquosa;

3) Determinar a relagdo entre a variagdo da Am com a interacdo de PIn149 em
monocamadas com diferentes graus de empacotamento (diferentes pressdes iniciais da

monocamada).
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IV — Resultados e Discussao

IV.1 - Pressao superficial da agua

A medicéo do controle foi a primeira etapa dos experimentos de tensiometria. A tensao
e pressao superficial da agua foram medidas até o ponto em que a ponta da prova se desconecta
da superficie devido a evaporacao natural da 4gua. De acordo com a figura 43, apds 220 min
do inicio do experimento, houve um aumento abrupto da pressdo superficial, indicando a perda
de contato da prova com a superficie. E interessante notar que a partir de 200min houve um

aumento gradual de 1 mN/m da pressdo durante 20 minutos até a perda de contato.

Figura 43 — Pressao superficial da agua.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
IV.2 — Tensoatividade da PIn149 em &gua.
A PIn149 ndo apresenta atividade tensoativa apenas na presenca de agua pura.

Diferentes ensaios foram tomados variando a concentracdo da PIn149 no intervalo de 0,16 uM

até 10,0 uM. Durante o periodo de medic¢do nédo houve alteracdo na pressao superficial. A figura
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44 apresenta esses resultados. Houve apenas um leve aumento na pressdo superficial

inicialmente devido a perturbacdo da superficie durante a inje¢do do peptideo.

Figura 44 — Pressao superficial da PIn149 em agua.
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(@) Pressdo e tensdo superficial da PIn149 em agua a 5,0 uM por 2 horas (b)
variacao da concentracdo da PIn149 em agua por 6 minutos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

IV.3 — Tensoatividade da PIn149 em monocamadas lipidicas.

Ha uma dependéncia da concentracdo da PIn149 na interacdo com monocamadas
lipidicas. Foram construidas monocamadas de POPC e POPG (figura 45) na superficie de cada
poco da microplaca com pressdo proxima a 25 mN/m, nas quais injetamos diferentes
concentracdes do peptideo original, variando de 2,5 uM a 50 uM, de modo a se observar se
quanto maior a concentragdo do peptideo em solugdo, maior seria a nova pressao de equilibrio

estabelecida das monocamadas, ou seja, maior o Amx.
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Nota-se que diferentemente de quando a PIn149 estava exposta apenas a agua, 0
peptideo apresenta uma tensdo superficial induzida quando injetado em um ambiente com
presenca da monocamada de lipidios do tipo PG e também PC, o que corrobora estudos
anteriores (LOPES, 2010), e reafirma a habilidade do peptideo em adsorver em monocamadas
majoritariamente zwitterionica.

Além disto, para as mesmas concentracdes, as monocamadas de POPG sofreram maior
alteracdo de pressao superficial, o que indica que o peptideo melhor adsorveu com este tipo de
lipidio, como de fato esperado pela atragcdo eletrostatica entre o peptideo catiénico e a
monocamada negativamente carregada (figura 45). A concentragdo de 5 uM foi fixa para a
realizacdo dos ensaios seguintes.

O peptideo foi entdo inserido em quatro monocamadas distintas (POPC, POPG, POPS
e DPPG) e apresentou interagdo com todas, contudo, a variacdo da presséo superficial foi maior
para as monocamadas carregadas (PG e PS), além disso, a presenca de uma cadeia insaturada
(PO) também causou a reducdo na variacdo da tensdo superficial e uma cinética de interacdo
mais lenta. Os resultados destes testes se encontram na figura 46 e representam a variagdo da
pressao superficial devido a adsor¢do do peptideo. Observamos também a cinética de adsor¢éo
do peptideo nas monocamadas formadas com diferentes pressdes iniciais de empacotamento,
variando de 10 a 35 mN/m, por pelo menos 30 minutos.

Analisando as curvas da figura 46, é importante ressaltar a tendéncia da diminuicdo da
variacdo na pressao superficial em funcdo do aumento da pressdo de superficie inicial das quatro
monocamadas estudadas. Isto indica e concorda com o fato de que quando os fosfolipidios
apresentam elevadas pressdes de empacotamento, ha um aumento na dificuldade do peptideo
em adsorver e se inserir nestas monocamadas mais rigidas. Tal fato é interessante para se
determinar a pressao de exclusdo (PMI) do peptideo nas monocamadas investigadas, de modo
a expressar a inser¢do ou ndo do peptideo numa célula real (com empacotamento por volta de
30-35 mN/m). O valor de PMI é determinado graficamente como o ponto no eixo das abscissas
em que a reta do ajuste linear o intersecta, ou seja, valor onde 4z é igual a zero.

Em todos os quatro casos vemos que a adsor¢édo do peptideo levou a uma pressao lateral
final muito maior em comparacdo com a pressdo de equilibrio no inicio, indicando uma forte
interacdo. No entanto, apenas os lipidios negativamente carregados apresentaram uma PMI
acima de 35 mM/m, concordando com o menor efeito perturbador nas monocamadas do lipidio
zwitteriénico POPC. O fosfolipidio saturado apresentou o maior valor de PMI, o que pode

indicar que a insaturacdo nos fosfolipidios dificulta a adsor¢do da PIn149.
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Desta forma, em membranas com empacotamento proximo aos das células naturais o
peptideo é capaz de causar alteracfes pouco significativas em monocamadas compostas
majoritariamente de POPC, que séo os mais abundantes em células eucariéticas e em leveduras.
Entretanto, ha um efeito mais pronunciado nestes sistemas com o0 aumento da concentracao do
peptideo, podendo perturbar mais significativamente e causar grandes alteracbes no
empacotamento lipidico de compostos zwitteriénicos. Tal fato corrobora com os rompimentos
das células de leveduras descritos em estudos anteriores (realizado na presenca de 400 uM do
peptideo (LOPES et al., 2009)).

Figura 45 — Interacédo da PIn149 em monocamadas lipidicas em
diferentes regimes de concentragao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 46 — Cinética de tensoatividade de PIn149 (5 uM) em diferentes

monocamadas lipidicas.
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Figura 47 — Curvas Ar X m, da PIn149 em diferentes monocamadas.
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As retas foram ajustadas através do OriginLab, os valores de Rz foram
0,700, 0,972, 0,994, 0,948, respectivamente para as curvas do POPC,
DPPG, POPG e POPS. Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 18 — Parametros do grafico A X m,

POPC DPPG POPG POPS
PMI
354+0,1 551+0,1 47,2+0,1 459+0,1
(mN/m)
Sinergia 0,38 £ 0,20 0,20 £ 0,08 0,13 +£ 0,03 0,01+0,13
ATtax

219+ 4,9 439+ 2,0 40,9+ 0,9 45,5 + 3,5
(mN/m)
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V — Conclusdes

Os ensaios que monitoram presséo lateral de monocamadas lipidicas na presencga de
PIn149, mostraram que a tensoatividade do peptideo é induzida na presenca de camadas
fosfolipidicas, e que por menor que seja a varia¢do da pressdo de empacotamento, este peptideo
consegue interagir com monocamadas zwitteridnicas, reafirmando a sua acdo na membrana
celular de leveduras como a S.cereviseae. Entretanto, é notavel que a presenca de grupos
negativamente carregados nos fosfolipidios, assim como os presentes em membranas de
individuos Gram (+), acarretam uma maior perturbacdo devido a presenca desse peptideo,
provocando uma maior variacdo de pressdo superficial em condi¢cdes de tensdo proximas as
células naturais. Essa diferenca de comportamento é relativamente alta, o que justifica a ndo
predicdo de interacdo com camadas de POPC nas literaturas anteriores.

Em sintonia com os resultados do capitulo anterior, a intera¢do acentuada da PIn149 em
membranas negativamente carregadas pode estar relacionada a formacao de uma estrutura em
a-hélices. Dessa forma, evidencia-se que a carga é fundamental para a formagdo da estrutura
helicoidal, o que realca a interagcdo do PAM. Entretanto, neste trabalho, foi apresentada a
primeira evidéncia experimental que a PIn149 é capaz de interagir com membranas

zwitterionicas.
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Apéndice | — Absorcao da luz e dicroismo linear

Para entender a origem da interacdo da luz com a matéria precisamos introduzir o
formalismo da mecénica quéntica; para tanto sera necessario construir um Hamiltoniano para o
nosso sistema eletrodinamico (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN, 1975).
Uma forma de obter esse operador € iniciar com uma abordagem classica do eletromagnetismo
um pouco diferente do que fizemos no capitulo 1. E possivel definir o Potencial Vetor (4) e o

potencial escalar (®), tal que os vetores elétrico e magnético podem ser reescritos como:

(@5}
Y

(49)

D Al R
)
~

(50)

H& uma liberdade de gauge envolvida nessas defini¢cdes, que nos permite realizar uma

transformacé&o de calibre que nos seja mais vantajosa. Assim, escolhendo o calibre de Coloumb

(® =0 e V-4 =0)e para uma corrente transversal nula, temos que o potencial vetor segue

uma equacao de onda descrita por (51), cuja solucdo é uma onda plana, linear e monocromatica.
De (50) nés também recuperamos a solucdo de onda plana da secdo anterior, com EO =

—2wiA, (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017).

1 024
=2 Az (51)

V24 =
at

c
Em termos do potencial vetor, podemos escrever o hamiltoniano para uma particula

classica de massa m, carga q, em um potencial ligado (V,(%)) e submetida a um campo

eletromagnético como sendo:

=2

p q 5 q% | .2
H=—+4+VX®—=— (@ - A+4-)+-—|4A 52
>t o (%) Zm(p + p)+2m| | (52)

Em que p é o momento linear da particula. No tratamento quantico, ele é substituido
pelo operador p = —ihV. Além disso, esse Hamiltoniano pode ser simplificado se

considerarmos apenas os termos da ordem de O[A]*, que é uma aproximacdo de campo fraco.
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Assim, a equacao (52) pode ser reescrita como (53) a soma de um Hamiltoniano néo perturbado
-2
(Ho(%) = Zp—m + Vo (%)), com um potencial perturbador que varia no tempo (V(t) = —% B -

A+ 4 - $)) (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017).
H=Hy,+ V() (53)

No tratamento quéantico e no calibre de Coulomb, o potencial perturbador é simplificado
para V(t) = —%ﬁ . ﬁ = ;h—:l A-V. Agora, para um sistema de n particulas com carga g, 0
novo potencial perturbador pode ser expresso como uma somatoria de V;(t), substituindo a

solucgéo de onda plana para o potencial vetor, temos:

q n n (TR T
V(t) = —%Z(Ao% Piel(k #i-wt) + Apé; pie i(le% wt)) (54)
i

As posicdes individuais de cada uma das particulas podem ser escritas como sendo X; =
X, + 6X;. Entdo podemos expandir em série de Taylor o termo exponencial na condicéo de
5%, « 1, como: e iK% = o=ikZ0)o-ik6%) = o=ik2) (1 + ik - §%; + O[6%;]2. No limite

iE,

em que |6%;]| tende a zero, escolhendo %, = 0 e substituindo 4, = 2, [emos finalmente o
potencial dado por (55) (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017).
Vi) = — qE, i (é1' ﬁ(e—iwt_ e+iwt)) - _ 1 Eo' p sin wt
2mw mw (55)

=V, sin wt

Com esse potencial, considerando V; « 1, € possivel aplicar a teoria de perturbacao
dependente do tempo para obter a evolucdo temporal do estado quantico do sistema |¢p(t)) =

—i E, , . .
Y cpe nt|n), em que w, = 7” E,, é o autovalor de energia do auto-estado |n), e c,(t) é

uma amplitude cuja a evolucdo temporal é dada por (56), aonde V,,,(t) = (n|V(t)|m) =

(n|Vy|m) sin wt e wnm=E”;LEm (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN,

1975).
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dc, i

pr Vi (£) € (£) @ 1t (56)

A principio, podemos considerar o elétron em um sistema de dois niveis (o estado
fundamental (o) e o estado excitado (a). Nessa situagdo temos que a evolugdo temporal de c,

é dada por:

ﬂ— _i Z V (t) —iwgnt o3 t
dt = h knCn e sin w (57)

n=o,a

A teoria de perturbacdo consiste em expandir o termo ¢, em ordens de V;: ¢, (t) =
c,(lo) + Vlc,(f) + Vic (2) . Substituindo essa expansdo na equacdo (57), e comparando 0s
termos até primeira ordem, obtemos que c(o) =0e c(l) é dado por (58). Para essa equacao foi

considerado que os elementos diagonais da matriz do potencial sdo nulos (V;; = 0).

(1)(t) — Zh ]EO)V (e—l(a)ko -w)t _ e—l(wko+a))t) (58)

Nesse sistema de dois niveis, em primeira ordem, a probabilidade de acontecer uma
2
L)

transicdo para um estado qualquer (a) é dada por P, = . Para obter esse valor, precisamos

primeiro integrar a equacéo (58), o que gera:

iwgot

2ih

e ei(wao—w)t -1 ei(wao+w)t -1
ROE )

(alVilo) ( -

(59)
Wgo — W Wqo + w

Como wg, € préximo de w 0 termo que carrega a subtracdo dessas duas frequéncias no
denominador se sobressai, dessa forma podemos negligenciar a contribui¢do do segundo termo

da equacao (59). Assim a probabilidade do elétron ser excitado é dada por:

cM) - *(1)( t) = [{a|V1|0)|? (ei(w“"_“’)t - 1) <e‘i(“’a0“")t - 1) _
a pr—

2 — —
4h Wgo — W Wao — W

(alvloysin? (222 ¢ ©0)

4h2 (a)aoz— w)z
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sin?(A)t
g0

E conhecido que a razdo —

tende a funcdo delta de Dirac §(A) no limite em que

t = oo. Assim, podemos manipular algebricamente a segunda razdo da equagdo (60) para
reescrevé-la como §(w,, — w) (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN, 1975).

[{alV1lo)|?

PRONAUGES S

t 8(wae — ) (61)

Assim sendo, 0 que nos resta é avaliar o valor de |[{a|V;|0)|?, o primeiro passo é

- Ey ., A A . ~ ~
substituir V; = —q—"L(e1 - p). Em seguida, vamos usar a relacdo de comutacdo do operador
mw

. . . o A T ihp A ~
posicdo com o hamiltoniano ndo perturbado [r, HO] = %, para reescrever {(a|p|o) em funcédo

do operador posicéo.
m

(Jelpll) = — (k|7 Ho — Hof 1) = imawr{kel711) (62)

Temos entdo que,
2 2

Eyw Eyw
(alvrlo)? = (T2242) (ale, - 2lo)? = (<292 (ale, -alo)>  (63)

onde foi introduzido o operador i = gXx, conhecido como operador momento de dipolo.
Definindo (alé, - filo) = ug,, a probabilidade de transicdo do elétron do estado fundamental

para o estado excitado é escrita como:

2

T
P00 =tk

Egﬂtzwt(s(wao —w) (64)

Uma grandeza interessante de ser analisada ¢ a taxa de absorcdo (65), definida como a

derivada temporal da probabilidade de transicao.

T w2,

:2_h2w2

Wao Egﬂéo6(wao - w) (65)

A partir dessa grandeza, somos capazes ainda de calcular a secdo de choque de absorgéo
a(w) (66), que representa a energia total absorvida por unidade de tempo dividida pela

intensidade total da luz incidente.
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a(w) = w (66)

Em espectroscopia é comum reescrever a secdo de choque de absor¢do em termos do

coeficiente de extingdo molar (67), em que N, € 0 nimero de Avogadro.

e(w) (w) (67)

—_2 4
2303

No caso de moléculas mais complexas em solu¢do ha uma imensidade de graus de
liberdade de baixa energia possiveis de serem excitados. O espectro gerado por essas varias
transicdes gera uma banda de absorc¢do, cuja estrutura fina dificilmente é identificada em um
espectrdmetro convencional. Para levar em conta todos esses outros possiveis estados
excitados, é introduzido a densidade de transicdo (p(w)). Assim, ao invés de apenas
considerarmos o médulo quadratico do potencial (|{a|V;|o}|?) na expressdo (61), incluimos
também essa densidade (p(w)|{a|V;|0)|?), dessa forma estamos representando a probabilidade
de uma transicdo (o — a) acontecer na frequéncia w (SCHELLMAN, 1975).

O dicroismo linear é definido como a diferenca no coeficiente de extingdo molar ao
absorver ondas eletromagnéticas planas, linearmente polarizadas, com mesma frequéncia, mas

polarizadas em direcGes diferentes.
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Anexos

Teste KAISER

Solugéo A: 5% de ninhidrina em etanol absoluto (w/v)
Preparo: pesar 0,250g de ninhidrina e diluir em 5mL de etanol absoluto.
Estocar em frasco &mbar entre 4 a 8°C.

Cuidados: o preparo deve ser realizado em fluxo de ar.

Solucéo B: 80% fenol em etanol absoluto (w/v)

Preparo: pesar 020g de fenol e diluir em 5mL de etanol absoluto. Aquecer até a diluigdo
completa.

Estocar em frasco &mbar entre 4 a 8°C.

Cuidados: o preparo deve ser realizado em fluxo de ar, é necesséario a utilizagdo de luvas. Em
caso acidente com fenol, deixar a regido afetada em fluxo de agua gelada por ao menos 10

minutos, trocar as luvas antes de voltar ao preparo.

Solugéo C: KCN em piridina

Preparo: Pesar 0,65mg KCN em 1,0mL de &gua. Diluir 0,1mL dessa solucdo em 5mL de
piridina.

Estocar em frasco &mbar entre 4 a 8°C.

Cuidados: o preparo deve ser realizado em fluxo de ar, KCN é tdxico se inalado.

Em caso de acidentes seguir o protocolo descrito por (em inglés):

ANASPEC INC. (Fremont). Material Safety Data Sheet: ninhydrin test kit. Ninhydrin Test
Kit. 2018. Disponivel em: https://www.anaspec.com/products/product.asp?id=39383. Acesso
em: 23 maio 2021.

Durabilidade: Estocadas nas condi¢fes adequadas (ambiente sem luz e & 4°C) as solugdes
podem durar até 52 semanas. Mas recomenda-se testar a qualidade das solu¢Ges semanalmente

e refazé-las se necessario.



