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RESUMO

Elaboramos inicialmente uma dedugdo semiclassica para calcular a taxa de
transferéncia de energia ressonante de Férster (FRET) entre duas moléculas que formam
um par doador-aceitador. Neste modelo, fundamentado na teoria de perturbagao tempo-
dependente de 12 ordem, o aceitador & considerado como um sistema quantico que
interage com um dipolo elétrico hertziano, o doador, através de fraco campo classico de
radiacao eletromagnética em regido de zona préxima. Dentro da aproximacdo adotada, a
taxa obtida de transferéncia de energia por FRET coincide com as deducgdes classica e
quantica encontradas em literatura.

Em seguida, valemo-nos do FRET como técnica para a realizacdo de
experimentos de fluorescéncia com resolugdo temporal, onde determinamos as
distribuigoes de distancias intramoleculares entre duas sondas — acido o-aminobenzéico
(0-Abz, doador) e o grupo GIn-[N-(2 4-dinitrofenil)etileno-diamina] (Q-EDDnp, aceitador) —
acopladas covalentemente as extremidades N-terminal e C-terminal de um peptideo em
particular, o RKK4, que se notabiliza pela habilidade de formar complexos com heparina
de baixo peso molecular. Distribuices de distancias foram recuperadas de perfis de
decaimento fluorescente através do programa computacional CONTIN. Elaboramos
também o programa INPUT como uma ferramenta para a validacdo dos resultados
gerados pelo CONTIN. Acompanhamos mudangas na distribuicdo de distancias do
peptideo devido a interagdes com proporgdes distintas de solvente indutor de o-hélice
(mistura TFE/tampao hepes) e com agregados micelares de SDS. Experimentos
complementares foram feitos através de espectroscopia de dicroismo circular (CD),
comparando-se seus espectros com as distribuicdes de distancias. Houve boa
concordancia entre ambos os resultados: os dados de CD indicaram a ocorréncia de uma
transicao de estrutura aleatoéria (random coil), em meio aquoso, para um arranjo mais
compacto em o-hélice nas solugtes que apresentaram porcentagem v/v de TFE acima de
30%, ao passo que a distribuicdo de distancias recuperada pelo CONTIN mostrou
redugdo tanto na posicao do pico de distribuicdo como na medida de dispersdo FWHM
(Full Width at Half-Maximum). Conclui-se, assim, que a adi¢do crescente de aliquotas de
TFE promove a estabilizagao de estrutura em a-hélice, tornando a cadeia peptidica mais
curta e rigida. Na presenca de micelas de SDS, uma forma conformacional mais

compacta coexiste com a estendida e menos organizada encontrada em meio aquoso.
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ABSTRACT

We performed a semiclassical derivation for the Férster resonant energy transfer
(FRET) rate between a donor-acceptor pair. The derivation was based on the first order
time-dependent perturbation theory, assuming the acceptor as a quantum system in
interaction with the donor hertzian electric dipole, through the classical field of the
electromagnetic radiation, in the near zone region. The energy transfer rate calculated
agrees with the results from entirely classical or quantum derivations found in the
literature.

FRET techniques were employed to perform time-resolved fluorescence
experiments in order to obtain intra-molecular distance distributions for the peptide RKK4
labeled with the donor group o-aminobenzoic acid (0-Abz) and the acceptor group GIn-[N-
(2,4-dinitrophenil)ethylene-diamine] (Q-EDDnp). Distance distributions were recovered
from fluorescence decay profiles using the computational program CONTIN. We
developed the program INPUT to be used as a tool for the validation of results generated
by CONTIN. We monitored modifications in the distance distribution in the RKK4 peptide
due to interaction with solvents having different «-helix induction abilities (TFE/hepes
buffer mixtures) and with SDS micelle aggregates. Complementary experiments were
performed using circular dichroism (CD) spectroscopy, comparing the CD spectra with the
distance distributions. Both results largely agreed: CD data indicated the occurrence of a
transition from the random coil structure present in aqueous media to a more compact
compact a-helix structure in solutions with a v/v TFE percentage above 30%, while the
distance distribution recovered from the decay profiles showed decrease in the donor-
acceptor distance and in the FWHM (Full Width at Half-Maximum). One may conclude
that addition of TFE aliquots promotes the stabilization of an o-helix structure making the
peptide chain more compact and less mobile. In the presence of SDS micelles, a more
compact structure coexists with the extended and random structure found in the agueous

medium.




1. INTRODUGAO.

1.1. Fendbmeno da Transferéncia de Energia por Ressonancia de Férster

(FRET).

A ftransferéncia de energia por ressonancia de Férster (FRET) foi
descoberta experimentalmente por Cario & Franck (1923) mediante a exposicao
de uma mistura de vapores de mercurio e talio a uma freqiiéncia de luz absorvivel
somente pelo mercurio; a presenga de fregliéncias provenientes tanto do mercurio
como do talio em seu espectro de emissdo demonstrava a ocorréncia de
transferéncia de energia de excitacdo de um elemento atdémico a outro. Uma
explicagao para esse fenémeno foi proposta por J. Perrin (1926) com base na
teoria classica dos osciladores acoplados. Posteriormente, Kallman & London
(1928) e F. Perrin (1932) iniciaram a teorizagdo de um modelo quéntico para o
mecanismo de FRET, o qual foi sucessivamente aperfeicoado por outros autores,
notadamente por Theodore Forster (1946, 1948, 1949 e 1965), o pioneiro na
elaboracao de ferramentas tecdricas e praticas utilizadas na realizagcdo de medidas
espectroscopicas envolvendo FRET. Segundo Férster, o fenémeno de FRET, que
leva seu nome, caracteriza-se pela transferéncia de energia do estado excitado
de um fluoréforo doador para um cromoforo aceitador através de interagées
dipolo-dipolo de longo alcance, que ocorre no intervalo de distancias de 10 a 100
A, comparavel as dimensSes de muitas macromoléculas biologicas. A taxa de
transferéncia de energia por FRET de um doador para um aceitador depende da

distancia desse par e &€ dada por




i =i( Rn] (1.1.1)
: 72

onde z, € o tempo de vida da forma excitada do doador na auséncia do
aceitador, », & a distncia entre o par doador-aceitador (a-d) e R, é uma

distancia caracteristica - a distdncia de Férster - para a qual a eficiéncia de

transferéncia de energia por FRET é de 50%. A taxa k,,, varia inversamente
com a sexta poténcia de r,, sendo portanto muito sensivel a sua variagéo, o que

torna o FRET uma ferramenta poderosa para a determinagdo de propriedades
estruturais dinamicas e estaticas de macromoléculas em solucdo: se uma de suas
extremidades € marcada por um doador e a outra por um aceitador, a variagdo da
eficiéncia de transferéncia de energia observada deve refletir a multiplicidade das
conformagGes adotadas pela macromolécula. Centenas de artigos envolvendo
FRET e macromoléculas de interesse bioldgico tém sido publicadas, sendo
metade destas devotadas ao estudo de estruturas protéicas, e o restante dividido
entre estudos de estruturas de membranas, de DNA e RNA, além de processos
fotossintéticos.

O doador e o aceitador, acoplados estrategicamente em regides de
interesse de moléculas bioldgicas, chamam-se sondas e geralmente apresentam
em comum o fato de possuir anéis aromaticos, com elétrons deslocalizados
resultantes de ligagdes duplas conjugadas.

O fendémeno de FRET ocorre mesmo que as sondas ndo fagam parte da
mesma molecula, bastando que estejam em concentragéo alta o suficiente para

ter uma distancia intermolecular dentro do intervalo para o qual é valida a
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formulagdo de Forster. Modernas técnicas espectroscopicas permitem o estudo
de FRET com moléculas em concentragées muito reduzidas, da ordem de
algumas dezenas de micromolar (uM); para essas concentracdes, a distancia
media entre duas moléculas do soluto é de cerca de 500-1000 A, o que

caracteriza o FRET como um fendmeno seguramente intramolecular.

1.2. Relagédo entre FRET e as Medidas Espectroscopicas.

A eq.(1.1.1) & a forma concisa da eq.(1.2.1)

_9000(In10k°¢, ¢F (v)e (v)dv

Crrer = s (1.2.1)
= 28 m w N o

L

onde os termos constantes estéo reunidos na distancia de Férster R, , tal

que

i,

0

C 10k F
. 9000 (In10k @, J‘ () ,;‘c:'(u) dv =88-107% kin“g J (cm“) (1.2.2)
: 19}

1287°n' N

k . . o
O termo ¢, = it é chamado de rendimento quéntico do doador
Ko + D

na ausencia do aceitador e representa a fragdo da energia que sofre desexcitagao
por fluorescéncia; n € o indice de refragdo do meio solvente; N é o nimero de

Avogadro; g € o tempo de vida do doador na auséncia do aceitador: x>




representa a orientagao relativa dos dipolos de transi¢cdo do doador e do aceitador
no espago tridimensional; a integral J expressa o grau de sobreposigdo espectral
entre a emissdo do doador e a absorgdo do aceitador, onde v € o nimero de

onda, F,(v) € a intensidade total da fluorescéncia do doador no intervalo
[v,v +dv], normalizada a 1 pela area, ¢,(v) € o coeficiente de extingdo do

aceitador. Neste trabalho, elaboramos uma dedugdo semiclassica para k,,,,

(capitulo 3 desta monografia) utilizando a teoria de perturbagcdo tempo-
dependente de 1% ordem, sendo o potencial perturbador dado pelo campo elétrico
de um dipolo hertziano na zona préxima.

Uma forma alternativa para a integral J é dada pela substituicdo de v pelo

comprimento de onda A:
L jﬁ,(ﬂ)gn(&))ﬁ d2 (1.2.3)

As medidas experimentais de ¢, e F,(1) sdo obtidas através de um
espectrofluorimetro  estatico, e ¢,(4) é adquirido por meio de um

espectrofotometro de absorgdo. A medida de n, obtém-se através de um

refratbmetro. A medida experimental da grandeza x’ nZo é trivial, geralmente

usa-se uma media estimada através de consideragdes teédricas. O fator de

orientagdo «* é dado por k* =(cos @, —3cosd, cosd,)?, onde O & o angulo entre

os dipolos de emissdo do doador e de absorgdo do aceitador, e 64 € 0, sdo os

angulos entre estes dipolos e o vetor que une o doador e o aceitador. Toma-se
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comumente </c3>: 23, chamado de média dinamica (ver apéndice B), dado o

carater aleatorio da orientagdo dos dipolos que ocorre por difusdo rotacional antes
do processo de transferéncia de energia; em outras palavras, supde-se que 0s
dipolos dos doadores e aceitadores assumem todas as diregées possiveis num
curto intervalo de tempo comparativamente ao tempo de transferéncia de energia
(condigdo isotropica). No entanto, cabe a ressalva de que nem sempre tal
condicao € satisfeita pois a distribuigdo dos dipolos pode ser limitada pela

estrutura da macromolécula a que estéo ligados.

1.3. Eficiéncia da Transferéncia de Energia por FRET e sua Dependéncia

com a Disténcia de Forster Ry.

Numa molécula contendo o par a-d, & medida que o fluoréforo doador
absorve energia luminosa, ocorre rapida excitagao (107 s) do estado eletrdnico
de singleto fundamental Sy para um estado excitado S,: o retorno para Sp por
emissdo fluorescente é comparativamente mais lento, com tempo de vida da
ordem de 10® s. Essa emisséo & apenas uma das potenciais vias de perda de
energia de excitagdo. Varios outros processos, sobretudo o FRET e a conversio
interna, competem para a despopulagdo do estado excitado. Estes e outros
processos concorrentes de desexcitagéo estédo ilustrados no chamado Diagrama

de Jablonski (fig.1.3.1).
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Fig.1.3.1. Diagrama de Jablonski, que ilustra os diversos processos de desexcita¢ao eletronica.

A fluorescéncia e a fosforescéncia, que promovem a desexcitacdo por
emiss&o direta de foétons, sdo chamadas de processos de desexcitagdo radiativos.
Os demais s&o conhecidos como processos ndo-radiativos.

Na conversao interna, a perda de energia ocorre através de colisGes com
as moléculas solventes ao redor do fluoréforo, bem como através de relaxacéo
para os menores niveis vibracionais. Essa transigéo ocorre em cerca de 1072 s,
sobretudo entre singletos excitados superiores. Ocorre, portanto, muito mais

rapidamente que a emiss&o fluorescente, de modo que a fluorescéncia observada




origina-se normalmente da transigdo entre o nivel vibracional mais baixo do
estado eletronico de singleto Sy para o estado fundamental Sy.

O cruzamento intersistema corresponde a uma transigdo proibida do
estado excitado de singleto para um estado excitado de tripleto. A transicdo deste
para o estado fundamental de singleto da origem a fosforescéncia, que ocorre
com emissdo de féton de baixa energia e tempo de vida que varia de 10* s a
horas.

As desexcitagbes por supressdo correspondem a colises ou
complexagGes com outras moléculas do soluto, ou também mediante supressores
conhecidos como O, e I,

A taxa total de decaimento kr de Sy para Sy corresponde a soma das

diversas taxas de desexcitacdo envolvidas:

ky = ko + keger + Z ko (1.3.1)

ONde By Beper B ZkOD sao, respectivamente, as taxas de decaimento

por fluorescéncia, FRET e somatério das demais formas de desexcitacao.

As taxas k, € kp o+ Y k,, s8o estimadas, respectivamente, a partir dos

inversos dos tempos de vida de excitagdo da molécula na presencga e na auséncia
do cromoforo aceitador.
A eficiéncia de transferéncia de energia por FRET, &, dada pela eq.(1.3.2),

€ um paradmetro freqiientemente usado em estudos envolvendo FRET.




IRET

e + D K,

(1.3.2)

E imediato ver que para r, =R, a eficiéncia é de 50%. O comportamento

tipico de¢ € ilustrado na fig.1.3.2.

0.6

0.4
03 -
0.2 4

0.1 4

0.0

Fig.1.3.2. Curva de eficiéncia de transferéncia de energia por FRET para o caso R, = 20.

Adota-se, via de regra, o intervalo critico 0,5-R, <r <15-R

dentro do

qual a eficiéncia ¢ se mantém muito sensivel a pequenas variacdes da distancia

a-d. Fora desse intervalo, a alteragéo de ¢ com r, é muito pequena, o que reduz

a precisao da medida com que a eficiéncia e a distancia estao relacionadas.




1.4. Polipeptideo RKK4 e FRET.

1.4.1. Estrutura e funcédo do polipeptideo RKK4.

Muitos processos bioldgicos - como a modulagdo de enzimas proteoliticas
e seus inibidores, a regulagdo do crescimento, proliferacdo, adesdo e mobilidade
celular - sdo resultado da associagdo entre proteinas e glicosaminoglicanas
(GAG’s) [Jackson et al. (1991)]. Estas sdo cadeias de polissacarideos aniénicos
cujas unidades repetitivas séo dissacarideos de aminoagulcares, onde ao menos
uma das unidades repetitivas apresenta um grupo carboxilato ou sulfato. A
heparina (fig.1.4.1.1) & uma GAG frequentemente usada como modelo para o
estudo da interagdo com proteinas [Olson & Bjork (1991); Olson et al. (1991)] e
peptideos [Verrecchio et al. (2000)]; é conhecido anticoagulante que atua na
inibicdo da trombina e de outros fatores de coagulagio ativados (Xlla, Xla, [Xa e
Xa) através de sua ligagdo com o cofator plasmatico antitrombina Ill [Lane et al.
(1984); Olson et al. (1992); Carrell et al. (1991); Jin et al. (1997); Belzar et al.
(2000); Chuang et al. (2001)]. A heparina se fixa a antitrombina llI, induzindo uma
modificagéo conformacional desta molécula que expde o sitio ativo acessivel a
trombina e a outras proteases resultantes da ativagdo dos fatores de coagulagéo.
Atraves de extensa pesquisa com heparina, Cardin & Weintraub (1989) obtiveram
0 que hoje se conhece como as seqiiéncias-consenso de aminoacidos
responsaveis pela associagdo de sitios protéicos com GAG's: estas sdo dadas
por XBBXBX e XBBBXXBX, onde ‘X' representa um aminoacido hidropatico ou

sem carga e ‘B’ € um aminoacido basico.
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Fig.1.4.1.1. Formula estrutural da unidade dissacaridica da heparina.

Com base em medidas conjuntas de decaimento fluorescente resolvido no
tempo e de dicroismo circular, um estudo feito por Pimenta et al. (2002) mostrou a
existéncia de alteragéo na conformagdo dos chamados peptideos fluorogénicos
com supressao interna (IFQ's), quando complexados com heparina de baixo peso
molecular. IFQ’s séo peptideos sintetizados de acordo com a seqiiéncia-consenso
de Cardin, possuindo, respectivamente, a sonda fluorescente A&cido o-
aminobenzoico (o-Abz, doador) e o grupo GIn-[N-(2,4-dinitrofenil)etilenodiamina]
(Q-EDDnp, aceitador) nas extremidades N- e C-terminal. Um peptideo IFQ em
particular, denominado RKK4, é objeto de estudo aqui. Sua estrutura é dada por
Abz-(ARKKAAKA)s;-Q-EDDnp, sendo a unidade repetitva ARKKAAKA a
sequéncia-consenso de Cardin; ‘A’, ‘R’, ‘K’ e ‘Q’ sdo as notagdes para os residuos
de L-a-aminoacidos de alanina, arginina, lisina e glutamina, respectivamente. A
massa molecular do RKK4 é de 3192 Da e, na forma totalmente estendida, possui
comprimento de 1152 A; em pH fisiologico (pH=7,4) apresenta-se carregado

positivamente (fig.1.4.1.2).
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Fig.1.4.1.2. Formula estrutural do peptideo RKK4 em pH=7.4.

A fig.1.4.1.3. ilustra a estrutura tridimensional do polipeptideo RKK4 e &

distancia entre as sondas exdgenas responsaveis pelo fendbmeno de FRET.

Distancia doador-aceitador

Fig.1.4.1.3. Estrutura tridimensional do polipeptideo RKK4, obtida por dindmica molecular (a 300K,

durante 5 ps) através do programa “HyperChem Pro 6.0". A linha reta amarela é a
distancia entre a sonda doadora, 0-Abz, e a aceitadora, EDDnp.
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1.4.2. Mobilidade das cadeias peptidicas.

Os aminoacidos formam polimeros (cadeias peptidicas ou poliamidas)
atraves da ligacdo do grupo carboxila de um aminoacido com o grupo amina de
outro; esta ligagao carbono-nitrogénio, chamada ligagéo peptidica, é formada pela
exclusdo de uma molécula de agua. Conforme o nimero de residuos de
aminoacidos por molécula, recebem o nome de dipeptideos, tripeptideos, etc., e,
finalmente, polipeptideos (por convencéo, chamam-se polipeptidecs os peptideos
de massa molecular até 10000 u, e proteinas, os de massa molecular superior)
[Morrison e Boyd (1986)].

Os peptideos podem assumir comumente uma ou mais conformacdes
especificas em condiges bioldgicas normais de temperatura e pH, conferindo-
lhes esterecespecificidades, as conformagdes nativas, indispensaveis as suas
atividades funcionais. Essas conformacgées sdo, em ultima andlise, reflexo dos
ajustes residuo a residuo da cadeia peptidica para produzir condi¢Bes locais de
energia livre minima. Estudos das conformagées de cadeias peptidicas sdo
encontrados em diversos livros-textos de bioquimica, como Lehninger (1984) e
Stryer (1998).

Os tipos de interagdo estabilizadores da conformacdo consistem das
seguintes ligagbes néo covalentes: (1) pontes de hidrogénio, responsaveis pelas
estruturas secundarias como a o-hélice (pontes de hidrogénio intracadeia) e a
B—folha (pontes de hidrogénio intercadeia); (2) interagées eletrostaticas ou idnicas
(pontes salinas) e (3) interagbes hidrofébicas, responsaveis pela conformacéo
terciaria caracteristica de proteinas globulares bem como pela estrutura

quaternaria dada pela unido de subunidades oligoméricas. Além das ligacGes ndo
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covalentes, os dobramentos de uma cadeia peptidica podem ser estabilizados por
uma ligagdo covalente, a ponte de dissulfeto (-S-S-), obtida através de uma
reaca@o de oxidagdo entre os grupos sulfidrila de duas cadeias laterais de cisteina.

Quanto a mobilidade da cadeia peptidica, esta é limitada pela rigidez das
ligagGes peptidicas, que tém 40% de carater de dupla ligagdo devido ao
fendmeno estabilizador da ressonancia (fig.1.4.2.1.a), bem como também pelas
limitacdes estéricas nos angulos diedrais de rotagdo ¢ e ¥ em torno,
respectivamente, das ligagées C,—N e C,~C (fig.1.4.2.1.b). Os 4 4tomos do grupo
peptidico e os 2 atomos de C, estdo localizados num plano Unico, onde o atomo
de oxigénio do grupo carbonila e o atomo de hidrogénio amidico s&o
preferencialmente trans um em relagdo ao outro. A ressonancia torna a ligagéo
peptidica mais curta (1.33 A, caso trans; 1.32 A, caso cis) que a ligagdo C,-N
(1.46 A, caso trans; 1.47 A, caso cis). Portanto, o esqueleto de uma cadeia
peptidica pode ser considerado como uma série de planos relativamente rigidos,
separados por grupos de metileno substituidos (-C,HR-). Como 1/3 de todas as
ligagbes € constituido de ligagdes peptidicas, estas impdem restricGes

significativas no numero de conformagdes que a cadeia pode assumir.
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Fig.1.4.2.1. (a) a ligagéo peptidica, resultante das 2 formas de ressonancia possiveis, apresenta
40% de carater de dupla ligagdo; (b) angulos diedrais ¢ e W entre dois grupos
peptidicos adjacentes: ¢ € o angulo subentendido quando o plano & esquerda sofre
rotagao na direcao indicada na seta; ja V' € o angulo para o qual o plano a direita sofre
rotacao na diregao indicada. [Lehninger (1986)]

As regides livres e proibidas para os angulos diedrais ¢ e ¥ sdo estimadas
pelo chamado Mapa Conformacional (ou Diagrama de Ramachandran), elaborado
a partir de consideragées tedricas e de modelos precisos de peptideos, o gue
reduz a quantidade de conformagdes estaveis possiveis a um nimero pequeno.
Quando os planos das unidades peptidicas estao paralelos ao plano da pagina,
tem-se a chamada forma estendida (totalmente frans) da ligagéo peptidica, onde,
por convengdo, (¢,'¥) = (+180°+180°. Um exemplo de interferéncia a rotacao
ocorre quando (¢—0°¥=+180°), pois as nuvens eletronicas (raios de Van der
Waals) dos atomos de oxigénio carbonilico se sobrepéem, evitando o livre giro

dos planos peptidicos.
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Nem todas as cadeias polipeptidicas podem formar uma o-hélice estavel
em pH = 7,4; o quanto cada cadeia pode existir na forma de uma a-hélice estavel
é reflexo de sua sequéncia de aminoacidos. A presenca na cadeia polipeptidica
de grupamentos R adjacentes e carregados promove uma repulsdo eletrostatica
tal que supera a tendéncia de formacdo de pontes de hidrogénio intracadeia.
Outro fator que determina se uma certa cadeia polipeptidica pode formar uma o-
hélice € o tamanho ou volume desses grupamentos. A agua, solvente presente
em todo meio biolégico, tem papel importante no enfraquecimento da
estabilizacdo da o-hélice pois possui grande capacidade de formar pontes de
hidrogénio, competindo com o hidrogénio do grupo amida como doador de
hidrogénio e com o oxigénio carbonilico como aceitador; uma ligagao mais intensa
entre os grupos CO e NH pode ocorrer se a capacidade da dgua de formar pontes
de hidrogénio for atenuada. Diversos estudos, como os elaborados por Waterhous
& Johnson (1994), mostram que solventes como o triflucroetanol (TFE) e o
hexafluoroetanol (HFE) s&o indutores de formac&o de o-hélice.

Na forma totalmente estendida, o polipeptideo RKK4 possui comprimento d
= 115,2 A. Quando sua estrutura secundaria assume totalmente a forma de o-

hélice, o comprimento torna-se d'=48 A. A fig.1.4.2.2 ilustra essas duas formas.

¥ E ¢ : i . i ‘ i
2 { % - B 1‘:'._,# 3 T‘\j"': ?{ _“!‘" T“‘:’" tu""f ‘——'{i"'r‘g\‘"j—’?"'—.fhvl-!.; E&.Jg_ 19»—“—‘ .Twh_(—‘L u;lﬁ...{._‘__,_, ?
e d=1152 A .

o K-:\ . TI’YL ‘,"" v l X s .

d=48A S »

Fig.1.4.2.2. Polipeptidio RKK4 na forma totalmente estendida e em a-hélice. (Imagem gerada
através do programa RasMol 2.6.)
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As medidas de d e d’ foram obtidas levando-se em conta as dimensdes

medias do plano peptidico e da distancia axial de uma volta inteira de a-hélice

(fig.1.4.2.3).

plano peptidico a-hélice

LB
{70 Weia0y
02 1l
LU0 GG

et ;J:li
3,6 residuos
por volta. J

54A
por volta

Fig.1.4.2.3. (a) medida da distancia média C-C do plano peptidico [Stryer (1998)] e (b) medida do
comprimento axial médio de uma volta da a-hélice [Lehninger (1986)].

Assim, na forma estendida, tem-se
d =n°planos peptidicos x 3,6 A = n® residuos de aax 3,6 A =1152A
onde aa = aminoacido; na forma de a-hélice, tem-se

x5,4A=£x5,4A=48A
3,6

¥

_ n°de residuos de aa
= 3,6

dl
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1.4.3. Relagao entre FRET e o decaimento fluorescente. Determinagdo do

espectro de distribuicdo de distancias do polipeptideo RKK4.

A distancia a-d entre as duas sondas pode assumir medidas diversas caso
nao seja rigida. Este € o caso do polipeptideo RKK4 em solugédo, onde a cadeia
peptidica que une as sondas nZo é fixa, mas apresenta mobilidade dentro das
restricbes expostas na subsecgéo 1.4.2. Como visto na secdo 1.3, o FRET e o
decaimento fluorescente competem entre si no processo de desexcitagdo; assim,
dada a sensibilidade da transferéncia de energia por FRET com a distancia a-d, o
decaimento fluorescente do doador 0-Abz é afetado também pelas conformagdes
adotadas pelo polipeptideo RKK4 em solugdo. A expresséo que relaciona FRET e

a fluorescéncia a multiplicidade de distancias a-d é dada pela eq.(1.4.3.1).

vl o e R, Tl ’
R(/): .(H:{:]S(ljh,):[[d(f ){Z B 'exp{_ {H—[IJ} 0 }}dt or, (1.4.3.1)
R(r) é a medida observada do decaimento da intensidade fluorescente no

tempo, obtida através de um espectrofluorimetro com resolucdo temporal. Esta
equagdo corresponde a chamada equacgéo integral de Fredholm de 12 especie, e
encontra-se completamente deduzida no capitulo 3 (secdo 3.2) deste trabalho. A

inversdo desta integral fornece s(r,), o espectro das conformagdes do

polipeptideoc RKK4.
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1.5. Objetivos.

Este trabalho tem como proposta estudar o fenémeno de FRET e aplica-lo
na analise da dindmica conformacional de peptideos. Numa primeira etapa,
desenvolvemos os fundamentos tedricos do fenémeno mediante o ponto de vista
semiclassico, onde a taxa k,,,, de transferéncia de energia por FRET resulta da
interagdo do sistema quéantico da molécula aceitadora com a energia do campo
elétrico de um dipolo hertziano, o doador. Utilizamos para o calculo de kiwir O

metodo de perturbagéo de 1? ordem dependente do tempo.

Posteriormente, o fenébmeno de FRET foi aplicado na investigagdo do
comportamento conformacional do polipeptideo RKK4 em diferentes proporgdes
da mistura de solventes TFE/tamp&o hepes. Para esse fim, foram usadas as
sondas exogenas acido o-aminobenzoico (0-Abz, doador) e o N-(2,4-dinitrofenol)-
etilenodiamina (EDDnp, aceitador), ligados respectivamente as extremidades
amino-terminal e carboxila-terminal do esqueleto peptidico.

Adotamos como técnica experimental principal a espectroscopia de
fluorescéncia resolvida temporalmente; as medidas de intensidade de decaimento
fluorescente observadas através desta  técnica  foram tratadas
computacionalmente pelo programa CONTIN para obter um espectro de
distribuicdo de distancias entre as duas sondas. O programa - criado por S. W.
Provencher (1982) e projetado para realizar a inverséo de equacgdes integrais de
Fredholm de 12 espécie - foi pioneiramente implementado no Grupo de Biofisica e
Fisica Médica do IFUSP por Eduardo S. Souza para o estudo de estruturas de
bradicininas [Souza (1999)]. Em seguida, foi aplicado no estudo de interacdes de

peptideos IFQ's com heparina [Pimenta et al. (2002)]. Foram feitos também




estudos de distribuicdo de distAncias com RKK4 na presenca de agregados
micelares do anfifilico sédio dodecilsulfato (SDS) em tamp&o hepes. Como forma
complementar de analise, medidas de dicroismo circular (CD) foram tomadas,
comparando-se seus espectros com os obtidos através do programa CONTIN.
Como critério de validagdo dos resultados adquiridos pelo CONTIN,
elaboramos o programa INPUT, capaz de simular os decaimentos fluorescentes a
partir de um espectro de distribuicdo de distancias conhecido a priori. Esses
decaimentos sdo utilizados pelo CONTIN para gerar um espectro de distribuicdo
de distancias, permitindo verificar de maneira qualitativa a destreza do CONTIN
em recuperar o espectro conhecido. Por fim, os decaimentos observados foram
comparados quantitativamente com os obtidos pelo programa INPUT através do

teste de chi-quadrado reduzido ( 7’ ).
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2. MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS.

2.1. Materiais.

2.1.1. Polipeptideos RKK4, KKA e KKQ.

A sintese dos polipeptideos RKK4, KKA e KKQ, contendo as sondas
exogenas Abz (acido o-aminobenzdico) e EDDnp (N-(2,4-
dinitrofenil)etilenodiamina), foi realizada pelo grupo do Prof. Luis Juliano, da

Escola Paulista de Medicina. As formulas estruturais desses polipeptideos s&o

mostradas nas figs. 2.1.1.1, 2.1.1.2 e 2.1.1.3.
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Fig.2.1.1.1. Férmula estrutural do polipeptideo RKK4: [Abz — (ARKKAAKA),Q — EDDnp].
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Fig.2.1.1.2. Formula estrutural do polipeptideo KKA: [Abz — (AKKARA);Q — NH,].
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Fig.2.1.1.3. Férmula estrutural do polipeptidec KKQ: [(AKKARA);Q — EDDnp].
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2.1.2. Solventes.

Foram utilizados uma mistura de tamp&o hepes ([c] = 10 mM, pH = 7.,4)

com trifluoroetanol (TFE) nas proporgées volumétricas VTFE/ de 0%, 10%,
HEPES

20%, 30%, 40%, 50%, 60% e 97%.

2.1.3. Concentragdo das solugdes de polipeptideos no solvente TFE /

Tampao Hepes.

As solugdes foram acondicionadas em cubetas de quar‘izo com 10 mm de
caminho Optico, na concentragéo [c] = 50 uM, mantidas a uma temperatura de
cerca de 20 °C. Nas celas de quartzo com 1,00 mm e 0,20 mm de caminho optico,
utilizadas para a obtencdo do espectro de CD, manteve-se uma concentracao

fixada em [c] = 10 uM, em temperatura de cerca de 20 °C.

2.2. Equipamentos.

2.2.1. Espectrofotémetro HP-8452.
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Equipamento utilizado na obtengdo dos espectros de absorgdo éptica do
KKQ/TFE-hepes e do Abz/etanol. Por meio de uma fonte de luz originaria de uma
lampada de deutério, o espectrofotdmetro proporciona um espectro de

absorbancia que varia de 190 nm a 820 nm, com passo de 2 nm.

2.2.2. Espectrofluorimetro estatico ISA JOBIN YVON-SPEX,

Utilizado na obtengdo dos espectros de emissdo do KKA/TFE-hepes e do
Abz/etanol. Uma lampada de xendnio € usada como fonte de luz para a excitagao
do doador. Excitado a 314 nm, a varredura da intensidade da luz emitida pelo
doador durante o decaimento fluorescente é registrada num intervalo de 340nm a

550 nm, com incremento de 1nm.

2.2.3. Sistema de detecgao da fluorescéncia resolvida no tempo.

O sistema de detecgéo da fluorescéncia resolvida no tempo utiliza-se da
tecnica de contagem de féton Gnico. Um pulso de luz, originario de um laser, é
detectado por um fotodiodo que envia um sinal para um conversor tempo-
amplitude, TAC, iniciando a subida de uma rampa linear de tensdo. Um pulso de
luz emitido pela amostra fluorescente é detectado por uma fotomultiplicadora de
parada (R3809U, Hamamatsu) que envia um sinal para o TAC, interrompendo a
rampa de tensdo. O valor dessa tensdo & proporcional ao tempo transcorrido

entre a excitagdo e a emissdo. Um analisador multicanal, MCA, computa a
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ocorréncia desse evento e o seu tempo correspondente. O processo repete-se a
cada pulso de excitagdo e, ao final de ~10° contagens, tem-se a curva de
decaimento temporal. A amostra e as fotomultiplicadoras estdo conectadas a um
espectrometro (OB900, Edinburg Instruments).

A fonte de excitagdo consiste de um sistema que tem como ponto de
partida um laser de argénio (2060-10SA, Spectra Physics) cujas transigGes 4p e
4s produzem diversas linhas entre 4545 A e 5287 A. A luz de saida deste laser,
com poténcia entre 6,0 W e 10,0 W, bombeia um laser de titanio-safira (3950,
Spectra Physics) que gera pulsos de laser na faixa compreendida entre 840 nm e
1000 nm, com freqiéncia de repetigédo de pulsos de 4 MHz. Estes pulsos passam
por um selecionador de pulsos (3980-25, Spectra Physics) que permite a
operacao em frequéncias na faixa de 80 kHZ a 400 kHz, adequadas ao método
de contagem de féton unico. Finalmente, o laser passa por um gerador de
terceiros harménicos (GW-23PL, Spectra Physics), de modo que o feixe
emergente tem comprimentos de onda sintonizados na regido entre 280 nm e 333
nm.

A fig.2.2.3.1 ilustra o mecanismo de funcionamento do espectrofluorimetro
com resolugéo temporal baseado na técnica de correlagdo temporal de féton
unico (SPTC). Curvas tipicas de decaimento sdo apresentadas no capitulo 3.
Uma descrigdo mais extensa dos métodos de analise dos dados, em particular

aplicado ao FRET, é feita nos capitulos 3 e 4.




|
3
]
4

N° DE CONTAGENS

Fig.2.2.3.1. Sistema de detecgdo da fluorescéncia resolvida no tempo por contagem de foton
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2.2.4. Dicroismo circular (CD).

O equipamento utilizado para a obtencido dos espectros de CD é um
espectropolarimetro CD6 JOBIN YVON, do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (IQ-USP). Foram utilizados

celas de quartzo com caminhos 6pticos de 0,2 mm e 1 mm.

2.2.5. Refratdmetro.

Um refratdmetro cedido pelo Laboratorio Didatico do IFUSP foi utilizado
para realizar as medi¢Ges dos indices de refragdo das diversas proporgdes de

misturas solventes TFE/tampé&o hepes e da mistura tamp&o hepes/SDS.
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3. TAXA DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA.

3.1. Estudo sobre o Modelo Semiclassico do Fenémeno de FRET.

3.1.1. Campo elétrico de um dipolo hertziano e a taxa de FRET por

absorgao estimulada.

Na literatura recente, o FRET é visto sob o escopo da eletrodinadmica
quantica [Andrews (1988); Andrews & Sherborne (1987); Avery (1984)]. Ha
também interpretagbes baseadas unicamente na eletrodinamica classica [Hoch &
Knox (1968)]. Forster segue o caminho semiclassico, fundamentado em intrincada
interagdo entre a energia de dipolo elétrico e as fungdes de onda vibrénicas
[Forster (1965)]. Propomos uma abordagem didatica, simples, de natureza
tambem semiclassica, a qual descrevemos a seguir. A energia de transferéncia
por FRET tem origem no campo elétrico de um dipolo hertziano (fig.3.1.1.1) o gual

representa o fluoréforo doador, e seu momento de dipolo varia senoidalmente

i@l .

com o tempo, p(/) = p ek, exercendo uma pequena perturbagdo periddica sobre

um sistema quéntico, dado pela molécula aceitadora.

!

‘ : : ot =
Fig.3.1.1.1. Dipolo hertziano de momento , - . i, onde p, =q,s. E e E, sao os vetores
componentes do campo elétrico produzido pelo dipolo a uma distancia 7. e em

angulo azimutal 4.
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f Existem trés regiGes espaciais de interesse para o campo eletromagnético

; emitido por um dipolo hertziano de dimens&o s, confinado a uma pequena regiéo

| comparativamente ao comprimento de onda A da radiagdo emitida: (a) zona
proxima (ou estatica): s << r << 2, (b) zona intermediaria (ou de inducso): s << r
~A e (c) zona distante (ou de radiagéo): s << << r. O estudo de FRET limita-se
a regido de zona préxima pois a dimensdo de uma sonda fluorescente como o o-
Abz ¢ da ordem de 5A, a distancia d-a situa-se num intervalo de 10-10% A e o
comprimento de onda da radiagdo envolvida na transferéncia de energia por
FRET é de cerca de 3.10° A (ultravioleta distante).

Na zona proxima o vetor campo elétrico é dado pela eq.(3.1.1.1);

2 19 . ‘(u[,(,)'ﬂ_!] :
E,(r,.1)= %(Hm(w) w;’”’ Je’ a0

ad

(3.1.1.1)

7 i - iw n(cu)r”—d—f i
M{[']—N((U)%J + IH(CU)M-} e [ c J 0

0 () c o

ad

onde p, =¢,-s € a amplitude do momento de dipolo, » é a freqUéncia

angular do dipolo hertziano, n(w) é o indice de refracdo do meio e ¢ € a

velocidade da luz no vacuo.

A dedugdo completa deste campo é feita no apéndice A.1.

Uma vez que na zona proxima a)—r’"’—=27r£21 <<1, a eq.(3.1.1.1) pode ser
c

reduzida a seguinte forma:

(3.1.1.2)
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Com a mudanga de coordenadas 7 =cosd i —sené 8, a eq.(3.1.1.2) pode

ser rescrita como:

Hle =B (r, Je ™ (3.1.1.3)

onde E,(r

mi

O hamiltoniano da perturbagdo é representado pela energia da interagdo

do campo de dipolo hertziano com o dipolo da molécula aceitadora:
/:/I (rm/' ‘f) = _I)ﬂ i Erl (rml’ [) (31 .1 4)

Considerando H,(r,,,/) uma perturbagdo pequena, a funcdo de onda
W(r,,. 1) que descreve o sistema aceitador pode ser expressa em termos das

autofungées do hamiltoniano n&o perturbado:

W)=Y a o lr,)e (3.1.1.5)

onde i, ®,(r,)=E, ®,(r,). A equacio de Schrodinger assume a forma:

1 E

—p=tis

Z[t‘frd ()+E a, ()](D (',)e—,“f? = H —l-H Za (I)r ff

i




i

ou

£

S ina, (1)@, (r,) - Za OH,®,(r)e "

pois d(r,, ) é autofungéo de #, .

(3.1.1.6)

Uma vez que o campo de radiagéo é muito fraco, pode-se supor que a

amplitude de probabilidade «, (r) nao se altera significativamente com o tempo; se

0 sistema esta no estado p em =0, entéo «a,(1)za,(0)=1 e a,, ()= q,,,(0)=0.

Logo, a eq.(3.1.1.6) assume a forma:

) 5,1

> a0 le t = w0 e T

n

Lt

& 10.1.7)

Multiplicando esta Ultima equagdo por ®;(r,)e ", tal que E, >E,, e

integrando sobre as coordenadas espaciais, tem-se:

(EL E,)r
1-}‘,(1,‘,(1):[(1)( )Hc] (r )(11 e
{&c-2, )
=(tllp)e T = (k| p, -Eqfr)| Py

B

onde @, = L.
h

f 2

(3.1.1.8)




Integrando no tempo, com a condigao inicial «,(0)= 0, tem-se:

ei({u,ﬂ‘ —{u)r

| 1-
a, (I): EU( ,— [)n 'En("m/) j)> ———a) (31 19)
pk

A probabilidade de encontrar a molécula no estado excitado & e no tempo

! € dada por:

~i((u,,k —(u)f T ei(mﬂ,\ -ru)f

. 1 : ]l—e
‘”I‘([) — 3 </( ’— i -Eo(l'mf)l P)' @, — O : @, — @ %
Senz[@{w—)ﬂ (3.1.1.10)
1 ¢ :

=

| (k= P, Eolra)] 1)

Num arranjo espectroscopico real a luz incidente ndo é estritamente

monocromatica, e a absorgdo p — k ocorre numa banda estreita de freqtiéncias
em torno de w ,; a absorgéo total, correspondente a transicdo p — k , da-se pela

expressao:

LR (@A)

a0 == [{| (k|- 5. - E,(rs0)]| 5]

Como integramos em @, lembramos na eq.(3.1.1.11) que E,(r,) é fungdo

também de w, ou seja, E, = E, (l‘,,,,,w)-




O integrando da eq.(3.1.1.11) corresponde a uma fungdo muito estreita em

torno de @, . A absorg&o ¢ desprezivel para valores afastados dessa freqUéncia;

assim, é possivel estender os limites de integragso até + oo

e

onde x’

|<k+—p"-E00h,w)|p>r ot do =

@

=

; ((I)M —Cl))[
: sen’| ————
i
P

3(p, ) - p, i

T ;f(a))!‘,,;‘, (a)“ i 0))[ 2 (31 A1 2)
)
<[{ iy [)“ s 3(]),,; ]-)1‘ — Pd p> 5 (a) . "Q))*— [2 d(O ~
n (@) ’ !
p| IP,,_IV ,

= (cos8,,— 3cosB,cosd,)" ¢ o fator de orientagdo entre o dipolo

doador e o aceitador. Uma breve andlise desta integral é apresentada no

apéndice E.

A taxa de transig&o £,

pok T

. la, ()|

e constante e dada por:

p—>k

2 2
K |Pq

A
hon'\w,

P(/[2

6
f ad

(3.1.113)

14




Este resultado, em que o campo classico do doador (um dipolo hertziano)
interage com um sistema quantico do aceitador por meio de perturbagdo tempo-
dependente de 12 ordem, representa de maneira simples o fenédmeno de FRET.

As dedugbes seguintes tém ponto de partida na eq.3.1.1.13 e s&o devidas

a Forster (1965). Elas relacionam a taxa de FRET a quantidades

espectroscopicas observaveis.

3.1.2. Relagéo entre a taxa de transferéncia de energia por FRET e as

quantidades cbservaveis.

A excitagdo dos elétrons devido a radiagdo incidente modifica a distribuicéo
da nuvem eletrénica, alterando a forga de interagéo desta com o nucleo, que
passa a vibrar mais como resposta a essa redistribuicdo; assim, as transicoes
eletronicas sucedem-se as transigdes vibracionais nucleares. S0 chamadas de
transicGes vibronicas essas transigdes eletrénicas acompanhadas das transi¢des

vibracionais. Considerando as fungbes de onda vibronicas i (Ea:E,,-) e
e (E : E,,) que representam, respectivamente, as fungdes de onda do sistema

doador-aceitador antes e depois da transferéncia de energia do campo elétrico, a

eq.(3.1.1.13) adquire a forma

2
e —

clp.||p.|
R g2 2.3
h nr,

?W@LE}»{ (3.1.2.1)

Cgﬂqﬁaj




Mediante a aproximagdo de Born-Oppenheimer, as funcdes de onda

eletrénicas e vibracionais podem ser expressas como:

¥, (BB )=, (8 ), (E, )& ), (£, ) (3.1.2.2)

Vo B B )= (B, +ho)D,(E,. —ho)y (E, +ho)y,(E,. ~ho) (3.1.2.3)

.
a

onde & corresponde a parte eletrénica da funcdo de onda e y a parte

vibracional. Levando em conta todas as transicbes hw possiveis a partir dos

estados iniciais £, e £ ., tem-se

b =22 {080, (8, )2 Bz, (5,) <1212

n i

ad

D (£ + f?a))(l)l,(Eﬂ, —Tm));( (E +}‘7a))zd(Ed_ —ha)) Y [do = 3124

i

- /L ]Uij(E“, E,+hv)S:E ,E —hv)dv
I 0

onde

=l (oo (z,) 2L 1o (5 snope (e, -n0)) 1 -
e nor : :
_<lpllel
- n're

wd

S2(E,.E, +hv)=|(z.(E,)

X.. (E,, + hu))l2




2

SHE,..E,. —hv)= (x, (&, )2, - ho))

U’ € a energia de interagéo entre os dipolos, S2 e S representam as

integrais de sobreposicéo vibracional do aceitador e do doador, respectivamente.

Logo, a eq.(3.1.2.4) assume a forma

= E - ﬂ])”rSj(Eu,E“ +hv) 'pdrSj(Ed_,Ed_ —/w)du (3.1.2.5)

Ry

Através da introdugdo dos fatores de Boltzmann g e integracdo sobre

todos os estados iniciais possiveis, tem-se a taxa total de transferéncia por FRET:

o

/"I-'RI;'T rotal = s 3[(4— o J. ﬂpa g Jg(Ert )Snz (En J En + h U) dE(r:|
i (3.1.2.6)
M[’,/

: _“g(E,,- )Sj. (E{,_ b /w) dE . ]du

a conexao entre a eq.(3.1.2.6) e as quantidades espectroscopicas

observaveis é dada por:

22773]\/‘1)" v :

e (v)= T [2(E,)s2(2,.E, + ho) ek, (3.1.2.7)
2’ 7nr,|p, % L

/)= 3};!3 : Ig(E([_ )S{;. (Ed. o —hu) dE .. (3.1.2.8)
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g, (v) é o coeficiente de extingdo molar; f,(v) é a intensidade

fluorescente, normalizada a 1 pela area; r, é o tempo de vida fluorescente do

doador; N € o nlmero de moléculas por milimol. Através da insergdo destas

equagoes na eq.(3.1.2.6) obtém-se a taxa de transferéncia de energia por FRET:

9000 /1110 J-f
17877 n NZ‘ E

FRET total —

(3.1.2.9)

A equacédo de Forster para a taxa de transferéncia de energia pode ser
deduzida também de maneira inteiramente classica, onde o sistema quantico do
aceitador e substituido pelo Modelo Molecular de Lorentz que aproxima o

movimento do elétron da molécula aceitadora pela equagdo de movimento

amortecido

B
L . 3 0 nvt
r+yr+w, r=—e
1

¢

onde Le € a forca exercida ao elétron pelo campo elétrico do dipolo
n

hertziano. A deducéo cléssica de %,,,,,., mostrada no apéndice A (segdo A.2), foi

elaborada tendo como ponto de partida um breve resumo para a taxa classica de

FRET feito por Hoch & Knox (1968) .
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3.2. Decaimento Fluorescente Observado e FRET para o Caso em que a

Distancia Doador-Aceitador ndo & Fixa.

3.2.1. Decaimento fluorescente e integral de convolugo.

Quando um pulso de luz atinge uma solugédo contendo uma amostra
fluorescente, ocorre absorcdo de fétons pela amostra e subseqiiente
desexcitagdo por mecanismos conhecidos como emissao fluorescente, FRET,
conversdo interna e outros. Num espectrofluorimetro temporal, a medida
observada da desexcitagdo por fluorescéncia no tempo € dada pela integral de

convolugao [Badea & Brand (1971); Yguerabide (1972)]:
RW)=(r+)@)= [r()Ll~r)ar (3.2.1.1)

onde R(r) é o nimero de contagens dos decaimentos fluorescentes no
tempo 1, f(/) € uma fungao que corresponde a cinética correta da intensidade de
decaimento quando a amostra é excitada por um unico pulso instantaneo de luz.
A curva L(r) da forma a um pulso real, ndo-instantdneo, com certa largura
temporal e que tem origem em fatores instrumentais. Tal pulso real é conhecido

como o perfil da ldampada.

Podemos interpretar o pulso real que caracteriza o perfil da [dmpada como

uma soma de inUmeros pulsos unitarios instantdneos com largura temporal




infinitesimal  (fig.3.2.1.1.a). O numero de fétons absorvidos pela molécula

fluorescente por pulso instantaneg & dado por:

lim L(t)- At (3212

At =0

A intensidade do decaimento fluorescente no tempo 7, apds a excitacdo da

amostra por pulso instantaneo (fig. 3.2.1.1.b), é dada por:

rht)= im L{t)-ac- flt~1,) (3.2.1.3)
onde f(r-1,) é a fungdo que da forma ao decaimento apds excitacao por
pulso instantdneo; o argumento de f expressa o fato de que o decaimento é

medido a partir de pulso instantaneo iniciado em {=1,, de modo que f(t —z',): 0

para </ i
(a) (b)
4000004
(t).A i
2000004 \.
Af ol {n T [O \
n _.§: !
2000004 = \
% y
= Y
\
| i ] \
1000004 ! v
4 N
X : \\\\“-\‘
023 3.0 : 32 34 36 S 42 R R R R
tempo (ns) t lempo (ns)
fo b t,

Fig. 3.2.1.1. (a) Perfil da lampada, composto por n ‘pulsos instantaneos’, com resolugdo de
o picossegundos; (b) Curva de decaimento fluorescente apds excitacdo por pulso

instanténeo.
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Na ' i 430t PR .
ausencia de efeitos dpticos nao lineares a superposicéo de respostas

infinitesimais . () até o tempo r da o decaimento total observado:

"

RE=im S1,0,) 1) 50

n—om =0

— IL r—z dr = (3.2.1.4)

—(L-'-,/)()

A equagdo R(/) ¢, de modo geral, uma fungdo-resposta a uma funggo-

entrada /() [Hsu (1987)]:

R(t)= o1/ (0)) (3.2.1.5)

onde ( € um certo operador linear. A fungéo-entrada f pode ser escrita

na forma integral da fungdo delta de Dirac:

j 7() Y dt! (3.2.1.6)

R()= 4@{1/(1')5 (1) f} - 1) ol (-} ar=

(3.2.1.7)
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onde L(Z—I) € a fung&o-resposta do sistema a um impulso unitario

instantaneo. Como L(r-r)=0 e f{t)=0 para 0<:<r, a eq.(3.2.1.7) adquire a

forma da eq.(3.2.1.1):
RO)= [7C) Ll-r)ar (3.2.1.8)
0
Ao fazer a substituicdo u =/ obtém-se:

R()=(r+*L)()= JL(”)f(f —u)du = (3.2.1.9)

0 que mostra que a convolugdo é comutativa.

3.2.2. Deconvolugéo e obtengéo da fungéo de decaimento £(t).

Como visto na se¢ado 3.2.1, a curva de decaimento fluorescente observada
R(r) ¢ distorcida por fatores instrumentais e néo representa a cinética correta do
decaimento /(r). A obtengdo de f(/) & realizada mediante a deconvolugdo de
R(t)=(r+*L)(:). Diversos métodos de deconvolugdo sdo conhecidos, como o

Método da Transformada de Laplace, o Método da Transformada de Fourier e o

Método dos Momentos. Outro meétodo, chamado de Meétodo de Reconvolugdo

lterativa, faz uso de uma soma de fungGes exponenciais para o decaimento f(z):

T L B L S N o S e L e D e i e e
e e : St 1 >

e




S

OE Z.B exp[— Tij (3.2.2.1)

A €q.(3.2.2.1) é uma soma de decaimentos que obedecem a uma cinética

a # 2 vi iy . 5 iy £lpin
de 1° ordem. O indice » da somatéria diz respeito ao nimero de espécies

fluorescentes distintos de uma mesma molécula que podem coexistir em solugdo
(espécies protonadas, n&o-protonadas, etc.), capazes de emitir de maneira
independente e simultanea. O parametro z, caracteriza o tempo de vida no
estado excitado da espécie i B, expressa a sua quantidade relativa e é
comumente chamado de fator pré-exponencial.

Na reconvolugdo iterativa, valores iniciais dos parémetros 7, e B, s&o
selecionados e /(1) é numericamente convoluido com L{t) de modo a obter
valores R'(r); esses valores sdo comparados com os observados R(¢). Ajustes
posteriores dos parametros séo feitos iterativamente até se encontrar o melhor

valor para R'(r) segundo o critério de chi-quadrado reduzido:
1.=).0 [l (3.2.2.2)

onde w, é o fator de peso estatistico, » € o nUmero de medidas realizadas
1

e p € o numero de pardmetros da fungdo ajustada. No caso do decaimento, tem-

se w. . que é o fator de peso segundo a estatistica de Poisson. Valores

B

R e P T = s T =

T e ST N S P e e R R T T T T
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Fuliios noinfervalo 1< X., <12 sdo indicadores de bom ajuste e aqueles tais

que y., >2 devem ser descartados.

O espectrofluorimetro  com resolugcdo temporal SPTC, do Grupo de

Biofisica e Fisica Médica do IFUSP, traz consigo um programa para a

determinacdo de /() pelo Método de Reconvolugdo Iterativa, baseado no
algoritmo de Marquardt. Um exemplo de ajuste feito por esse algoritmo &

mostrado na fig.3.2.2 onde, ao decaimento observado de RKK4 em 97% viv de

TFE, obtiveram-se 0s parametros 7, = (8,120 £0,026)-10s,
7 = (366+015).10"s, 7, = (3,576 £ 0,031)-10™s, B, =0,13740,002,
B, =0,036£0,001 e B, = 0,066+ 0,006, com y? =1127.

Ex=295nm ExPol=No Em=420mm EmPol=No
' =8.12c 09s T2=3.66e-09s T3=3.58e-10s

T — =

RKKA-TFE. | RKK4.-TFE.D RKKa '.Ff.-'.FH
o’
10’
52 10 § s
" i
v (
10 | f
IO‘? : : e
o 20 “0 a0
-0
Time/10™ s
3 Exp Chi i = 1.127
& e !
@D

T Jut 103

F1LOo0CDT

Fig.3.2.2. Curva de decaimento (linha preta), ajustada ac decaimento observado
(pontilhados) através do Meétodo de Reconvolugéo lterativa, baseado no

algoritmo de Marquardt.
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3.2.3. Decaimento fluorescente observado e FRET.

Na presenca de uma molécula aceitadora, o tempo de vida da molécula
fluorescente no estado excitado reduz-se devido a transferéncia de energia por
FRET. A taxa de decaimento ¢ o inverso do tempo de vida, e a eq. 1.3.1 - que da

a taxa total por espécie - pode ser rescrita na forma

T

6
=t g ff”’{”{&) J 8231

Vé-se que a taxa total de decaimento depende da distribuigdo da distancia

doador-aceitador. Para uma distancia fixa ., aed.(3.2.1.4) adquire a forma

R(r 1) = JL(!’){Z B,"""exgjt {H[IR] }’wa } d’ (3.2.3.2)

No caso de uma amostra de peptideo em solugdo, contendo em suas
extremidades o par de sondas doador-aceitador, a medida observada de
decaimento deve ser uma soma envolvendo a eq.(3.2.3.2) para diversas

distancias r,,, dada a multiplicidade de conformagées adotadas pelo polipeptideo:

' - R lnl
Bl > st J-L(z’) Z B’fnd)exﬁ[ml:1+(r(:)] } o } dt (3.2.3.3)

e e e e

e T S P T U A

SN

T e R Ewsner

T

e o e
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O termo S("n(,’})) da eq.(3.2.3.3) representa o numero de polipeptideos com

conformagdes tais que ra =18, Pode-se generalizar s como uma fungio

continua que representa o espectro de uma distribuigdo de distancias doador-

aceitador. Assim:

RO = [ s() [LEN Bexp- 1+(&J Id U (3.2.3.4)
0 r

{(d) o
i (min) i=l T
add

ad i

A eq.(3.2.3.4), que relaciona o decaimento fluorescente observado no
tempo com o espectro de distribuicgo de distancias, é conhecida como a integral
de Fredholm de 12 espécie; sua invers&o, feita pelo programa CONTIN, fornece o

espectro de s(r )(cap.4).

3.3. CD e Estrutura Secundaria de Polipeptideos.

Quando um campo elétrico uniforme planopolarizado (soma de dois
campos de mesma amplitude, circularmente polarizados nos sentidos horario e
anti-horario) atravessa uma amostra absorvente opticamente ativa, os campos
ainda mantém-se circularmente polarizados, embora agora com amplitudes e
fases distintas uma vez que s&o absorvidos diferentemente pela amostra. Isso faz
com que se tenha um campo elétrico elipticamente polarizado. Este é o fendmeno

de Dicroismo Circular (CD, do inglés ‘Circular Dichroism’). Uma breve introdugdo
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[(dllee cottenomenc ds. €D, bem como suas formas de medigdo, s&o
apresentadas no apéndice C.

O estudo de CD aplicado a cadeias peptidicas tem mostrado uma relagéo
segura entre a estrutura secundaria da cadeia e o espectro de CD [Fasman
(1996)]. Devido a natureza tetraédrica dos orbitais sp® do atomo de carbono, os
quatros substituintes diversos podem Ocupar dois arranjos diferentes no espaco
em torno do carbono, produzindo enantiémeros diferentes. Com excegédo Unica da
glicina, todos os aminoacidos essenciais apresentam atividade Optica devido a
presenca do atomo assimétrico de carbono o (Cq). Numerosos estudos mostram
que ao menos qualitativamente a natureza da cadeia lateral do aminoacido nio
altera marcadamente o espectro de CD, mas ha uma dependéncia significativa
entre esse espectro e o tipo de estrutura secundaria existente no peptideo.
Espectros utilizados como padrées sio elaborados a partir de homopolipeptideos
de estruturas secundarias conhecidas (a-hélices puras, B-folhas puras e
conformagdes secundarias aleatorias puras, os ‘random coils’). Esses 3 tipos de
espectros representam as bases a partir das quais pode-se estimar a estrutura
secundaria de uma dada cadeia peptidica em estudo (fig.3.3.3.1). A absorcédo do
grupamento amida da ligagdo peptidica, que ocorre na regido de 190-250 nm

(ultravioleta distante), é utilizada na obtengao dos espectros de CD.

e
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(8
20 \ /
-y
1920 210 230 250

~ (nmy

Fig.3.3.3.1. Espectros-padrées de CD para as estruturas secundarias em a-hélice, pB-folha e
random-coil [Cantor (1980)].

e

e e e T
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4. ANALISE COMPUTACIONAL.

4.1. Programa CONTIN.

Como visto no cap.3 (subsecao 3.2.3), a eq.(3.2.3.4) é a expressdo que

relaciona a intensidade de decaimento fluorescente observado no tempo ao FRET

- - Rn - Py
através de s(r ) e ( /J - Vamos reescrevé-la numa forma sintética [eq.(4.1.1)]:

R(i) = js(rm/ ) F(/“m, ,t) ar, (4.1.1)

Flr, ,t)= J.L(f'){z B'(n-ﬂex% {1 e (}R“J }%} dr' (4.1.2)

Mas a medida observada de R(t) € sempre acompanhada de erros

experimentais; logo, € mais correto escrevé-la na forma
R(lf.-) = JS(’}(/)F(’}"H%)([’},: e (4.1.3)

onde &, &0 erroem R(t,) notempo 7.

e R A e S O e e e e R R B N S YT T I S P D e e A P




e

G

Um problema se apresenta agora: a inversso da eq.(4.1.3) admite mais de

uma solugdo para s(r,,) pois, segundo o lema de Riemann-Lebesgue [Provencher

(1982)), se o integrando F(;. t,) é absolutamente integravel, entéo

lim |~ (rml,f,‘ ) A sen (co rm,) ar =1

s

“

onde A é um valor arbitrario. Para qualquer amplitude A, ira existir sempre

um valor de o tal que s'(r,)= s(r, )+ A sen (cwr

ad

) mantém-se dentro do limite dos

erros experimentais, satisfazendo a eq.(4.1 e

) "(mr‘u)
el wd

R(/,. ) = J. s(rm) F(rm,,zf,l ) dr, + &5

e i i)

n

[S(l‘m, ) + Asen(a)l‘m, )]F (r t ) dr,

ad ? 7k

Ha assim um conjunto Q de solugbes possiveis s'(r,) que satisfazem a

ad

eq.(4.1.2). O erro que se comete ao adotar s'(r,,) como solucéo é dado por

S' (rml )— S(rnr/ ) e 14 Se”(a) "‘m.f )

Esse erro pode ser grande ou pequeno, o que pode induzir a uma solugéo

longe da verdadeira para A grande.

Levando em conta esse problema, foi desenvolvido o programa CONTIN
por S. W. Provencher (1982, 1984), que busca obter do conjunto Q a fungdo

s () que satisfaz o melhor compromisso entre uma solugéo estavel e a mais

e
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adequada a medida observada R@). 0 programa CONTIN é versatil e determina

s'(r,) a partir de uma €quacao mais geral que a dada pela eq.(4.1.3):

b - g
fa( f/\_ ) = (JIA[Iad ,[k].s (r'ad]d;- 4 jélﬂj@J'(l“)+ o (4.1.4)

k

O termo @ (1, ) refere-se a uma fungéo pré-determinada dependente do

tempo e /3, € uma constante. Caso haja impurezas fluorescentes na amostra que

0

ndo decaem por FRET, ¢ possivel adotar @, (, ) = J‘L(f')ex;E— Q#J Assim, a

T. ;
impureza

eq.(4.1.4) assume a forma

R([f ): .|‘S’ (’”ml )F("luf ’/A )‘drmi °t 8!. 7

1]

J e e g ,1 :
jS (IM)IJ[L(/). Z B"ex —{l%—[—:—]:l . dl.‘J dr +  (4.1.5)

0

+ Z/;’ ‘;‘-L(/’)-ex;E— :‘ rs sz’ +e,

impurezit

Para a obtencdo de s'(r), o programa CONTIN utiliza-se de trés
estratégias fundamentais que sdo: (1) o conhecimento a priori de certas

caracteristicas de s(-,), como a de que s(r,)>0 e de que S(l‘n’si")= S('""“)= 0; isso

ad
elimina muitas solucées oscilatorias de Q. (2) o ‘principio da parciménia’, que
pode ser interpretado como um critério que seleciona dentre as solugbes

possiveis aquela que é a mais simples, com poucos detalhes, mas cujo espectro
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€ 0 MINIMO necessario para o ajuste adequado ao modelo dado; o principio da

parcimonia pode ocultar certas informagdes sobre s(r, ) mas inibe o aparecimento

de meros artificios numéricos criados para a adequagdo ao modelo. (3)

Conhecimento a priori do erro estatistico relacionado a £,, que segue uma

distribuicado de Poisson no caso do decaimento R(t,).

4.2. Elaboragdo do Programa INPUT para a Simulagdo do Decaimento

Fluorescente.

Por meio de um espectro de distribuicdo de distancias s(r,) definido a

priori - que pode ser uma soma normalizada de gaussianas ou qualquer outra
fornecida pelo usuario - o programa INPUT simula, através da integracdo da

eq.(4.1.1), o decaimento fluorescente R(¢) obtido por um espectrofluorimetro

temporal SPTC. O cddigo-fonte de INPUT estd no apéndice D e é escrito em

linguagem FORTRAN 77. A integragdo numérica adotada paraR(r) é o Método

dos Trapeézios.

Além da simulagdo, INPUT gera também um arquivo de entrada com os

pardmetros necessarios para o programa CONTIN obter s'(+.) a partir da
inversdo de R(1). Esses parametros s&o essencialmente o decaimento
fluorescente observado R(¢), os tempos de vida z; e os fatores pré-exponenciais
B. que constituem a eq.(4.1.1). O arquivo-fonte do programa INPUT esta no

apéndice C. Seu fluxograma & apresentado na fig.(4.2.1).
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Espectrofluorimetro
temporal

4

Arquivo
PParametros.dat

PROGRAMA INPUT
INiCIO

Contém valores de:

1) Ro (distancia de Forster)

PERFIL DA
| LAMPADA

2) Pardmetros de fitting (ABI.D
| 2) Par 8 de fitting (A.B1,B2.B3.T1.T2.73
3y A .hm\n'cs'clcfrm'p\\rremun-gmcs.,m.ﬂ.i."...),...,..).,.‘.................
i,

' &
Arquive

Valares de:

lamp.dat

SIM
Executar

(LR(1))

: Simulagio?
SUB-ROTINA DATAIN

1) 7 in
2) 7 e

| SUB-ROTINA FAKEDATA

SIM
Distribuigfio
Gaussiana?

Arquivo
mydistrb.dat

(r.str)

Arquivo
disb g | (F.5() <
S
L : |
R(t,)=[s(r) j[m Y iBep-f1s| o |0 d's b dr+
min 0 i=l r Tdf
& t,—t'
k
+>°B, jL(t’)-ex ~—* " _\dr
J=1 0 impurezaj

Iecaimento real

Vi

e

SUB-ROTINA SELECT:

Promove o corte de possiveis dados espiirios (ruidos).

\V4

SUB-ROTINA OUTPUT:

Gera o arquivo de entrada para o programa CONTIN.

v

PROGRAMA
CONTIN

Arquivo de entrada
(fort.25)

i

Decaimento simulado
| (LR®) )

Fig.4.2.1. Fluxograma do programa INPUT e sua relagdo com o programa CONTIN.

Arquivo de saida
(fort.30):

fornece os valores
finais de (r,s(r)).
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4.3. O Programa INPUT como Teste de Validagdo dos Resultados

Gerados pelo CONTIN.

O decaimento fluorescente, gerado pelo programa INPUT através de uma
distribuicdo de distancias previamente conhecida, permite analisar a fidelidade
com que o programa CONTIN é capaz de retornar essa distribuicdo. Assim,
através do programa INPUT, foram criados uma série de decaimentos simulados
R(r), resultantes de distribuicdes de distancias ficticias s(r. ): os parametros R, ,
B, u e L(t) utilizados na simulagéo sdo aqueles realmente observados para o
polipeptideo RKK4 em solucéo TFE / tamp&o = 0%: R,=29,4 A, By = 0,159, B, =
0,025, B3 = 0,028, 11 = 8,242 ns, 12 = 3,249 ns e 13 = 0,728 ns. Os decaimentos
simulados R(r), obtidos pelo INPUT, foram finaimente submetidos ao CONTIN
para gerar a distribuicéo s’ ("M)- A comparagao entre a distribuicdo recuperada e a
distribuicdo inicial de entrada no INPUT, s(r,), permite uma avaliagdo da

qualidade do desempenho do CONTIN (figs.4.3.1.a-h).

0.18 = 0.18
| 0.16 4
0.16 ~ s .
N, 1 i -~ *-\\\
v 0_‘] -
0.14 - 1 \L
o 1 la 7 \‘
& 512 £ 012
B 3 o6 4
B b =4
% 0.104 \ 2 S \
‘% i ‘.X -g 1 b
© 1 H 3 © 0084 "\
© 0.08 _,’5’ \ o J ‘\\
© J ' o
Q = il
£ 006 § 20 \\
2 ! % g \
2 004 A &2 3\
-— \‘\
0024 \ PR \'\
02 \ | .
- x’ . a.
N 0.00 T T T ¥ 1
0.00 ,.--"/ : T T 4‘0 4‘5 45 50 60 85 70
20 25 30 35
r{A)
b
@ -




45 55
r(A)

(d)

cedinquisip ep erougnbal)

60

55

rd)

0.13 5
0.12 4
0.11 4
0.08
0.07 4
0.06
0.05 4
0.04 4
0.03 4
0.02 4

©
©

80

70

60

e
——

rd
)
40 -
()

30

20

T i T

[(3 Ity T fo]
o o o

o o (=] Q

ogdinquisip ep elougnbey

10

T (em preto).

ogdinquisip ep eugnbaly

100
o recuperada pelo programa CONTIN (em vermetho) e a

90

/‘r‘
ica

r (&)
(e)
r{d)

@

A0 inicial de entrada no programa INPU

distribuig

Il’h‘(l‘l"\b\l\‘h‘.
r T T T T B | T T T T T T
™ o~ 238 (=] fe.3 @ ~ w w0 s o [} ~— (=]
i e e e T e S S s e T P S R o G e
O © 0O O 0 O 0O 0O 0O 0O 0 © 0 Q@
ogdinquisip Bp elauenbaly

10

0.06
0.05

0.04 5
fig.3.3.1. Comparagdo entre a distribui

opdinquisip ep eidugnbayy



- 54 -

Nota-se nos graficos apresentados que o programa CONTIN reproduz com

fidelidade as curvas com pico unitario (figs. a e b). Quando ha dois ou mais picos,

somente 0s que se situam em . 2 1,5-R, =44 4 so reproduzidos corretamente

(figs. ¢ € e). As curvas postadas em regies onde r,>44 4 apresentam

dispersao maior em torno de seus picos (figs. d e f) e sédo, por vezes, uma fusao

de curvas distintas (figs. g e h). Essa reducao na fidelidade de reconstituicso para

i~ o [}
I > 444 deve-se ao fato de que o argumento de FRET, (RO/J , assume
ad

valores muito pequenos, e a exponencial de decaimento F(r,,,¢,) torna-se cada
vez menos dependente de r,, o que acarreta a perda de precisdo com que o
programa CONTIN & capaz de relacionar s(r,) com R(;).

Portanto, a fidelidade na reconstituigdo do espectro de distribuicdo de
distancias pelo CONTIN é reflexo da eficiéncia com que ocorre o fenémeno de

ERET.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES.

5.1 Rendimento Quéntico do Doador KKA.

Experimentaimente, o rendimento quantico do doador (¢,) é obtido pela

relacéo

e area sobacurvade fluorescénciade KKA
d T WAk T,
area sob acurvade fluorescénciade Abz

onde ¢, =0,60 & o rendimento quantico padréo do fluoréforo o-Abz em
solvente etanol.

As figuras (5.1.a-h) mostram os espectros de fluorescéncia do o-Abz /
etanol e do polipeptideo KKA em proporgdes volumétricas I, MV s iQUEIS @ 0%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% e 97%. Os rendimentos quanticos, calculados

pela eq.(5.1), estdo postos na tabela 5.1.
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orescéncia do o-Abz/etanol (em vermelho) e do KKA/(TFE-tampao) (em

ctrofluorimetro estatico para proporgoes volumétricas
30%, 40%, 50%, 60% e 97%.




e
KKA
% 9
0 0,561
10 0.325
20 0.445
30 0.429
40 0.441
50 0.438
60 0.385
97 0,349

Tabela 5.1. Valores do rendimento quantico ¢, do KKA.

5.2. indice de Refraggio do Meio Solvente TFE / Tamp&o Hepes.

Os valores do indice de refragdo do meio solvente TFE / tampao hepes,

obtidos por meio de um refratémetro, estao apresentados na tabela 5.2.

%2 / Vu indice de refragé@o
% n

0 1,3339 £ 0,0003
10 13330 £ 0.0003
20 1.3322 £ 0.0003
30 1.3288 + 0.0005
40 1.3258 + 0.0004
50 1.3215 + 00006
60 1,3155 £ 0.0003
97 1,290 (%)

: AE 4 i 3 tagem v/v do solvente TFE
do indice de refragdo obtidas em fungéo da porcen ; . ’
" i\gﬁ'nd]ti?nspéo hepes, tomadas a uma temperatura de 21 °C. (*) Valor obtido através do

Handbook of Organic Solvents (ed. 1995).




intensidade normalizada

~ 58 5
5.3. Integral de Sobreposigéo.

A int ica
Integral de sobreposicio J, que expressa o grau de sobreposicdo

espectral entre a emiss&o do doador (KKA) e a absorcao do aceitador (KKQ), &

obtida pela integracdo em 2 no intervalo limitado pela intersecgdo entre os

espectros do coeficiente de extingdo do KKQ (g,(1)) e da intensidade de
fluorescéncia do KKA normalizada a 1 pela area (F,(4)). As figuras (5.3.a-h)
ilustram Os espectros obtidos de absorgéo e de fluorescéncia; nelas, ,(1) e

F,(2) estdo normalizadas a 1 pelas respectivas reas para efeito de ilustrag@o.
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Fig.5.3. Espectros normalizados do coeficiente de extingdo do KKQ (em vermetho) e da
fluorescéncia do KKA (em preto) para diversas razbes da mistura de solventes TFE /

tampéo hepes.

Vm / Vh,m integral de sobreposigéo
% J (mol.cm) a
0 9.274x10™
10 9.489x10™
20 9.066x10""®
30 8.528x10°™"
40 7.665x10°"°
S0 7.239x10™
60 6.742x10™*
97 6,675x107"°

Tabela

5.3. VValores da integral de sobreposigdo J
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5.4. Distancia de Forster.

A distancia de Fg & 3540 uyq e N ;
orster, R, = (8,8-10 *I’n 4¢5{;J)/°cm , € determinada através

das grandezas ¢,, n e J, cujos valores foram obtidos nas secdes 5.1, 5.2 e 5.3,

respectivamente. Somente a grandeza k*, o fator de orientagdo dos dipolos, é

tomada pela sua média dinamica (k*)=2/. A tabela 5.4 expoe os valores

experimentais das grandezas citadas.

i indice (je refragdo do rendimento integral de fator de distancia de
L meio solvente quantico para  sobreposicdo  orientagdo  Férster para
! o KKA dos dipolos 0 RKK4
% n g J (mol.cm) ™ K Ro (A)
0 1,3339 + 0,0003 0,561 9,274x10™"° 2/3 29,4
10 1,3330 £ 0,0003 0,325 9,489x10™"° 2/3 26,9
20 1,3322 + 0,0003 0,445 9,066x10™"° 2/3 28,2
30 1,3288 + 0,0005 0,429 8,528x10™"° 2/3 27,8
40 1,3258 + 0,0004 0,441 7,665x107"° 2/3 27,5
50 1,3215 + 0,0006 0,438 7,239x10™° 2/3 o4k
60 1,3155 + 0,0003 0,385 6,742x10"° 2/3 26,4
97 1,290 0,349 6,675x107"° 2/3 24,0

Tabela 5.4. Resumo dos valores de @, , n e J, calculados nas secdes 5.1, 5.2 e 5.3. A grandeza

k? & dada pela sua média dinamica <kz) =2/3. A dltima coluna fornece a medida

calculada de R, a partir desses valores.
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5.5. Fluorescéncia Resolvida no Tempo.

5.5.1. Decaimento temporal.

As curvas logaritmicas de decaimento fluorescente (figs.5.5.1.a-h), obtidas

atraves do espectrofluorimetro temporal, mostram-se ligeiramente céncavas,

sobretudo no inicio dos tempos de decaimento, evidenciando seu carater no
mono-exponencial. As comparagbes entre os decaimentos fluorescentes de KKA

e RKK4 demonstram g redugéo do decaimento fluorescente deste ltimo devido

ao fendbmeno de FRET.

In(n® contagens)
In(n® contagens)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
tempo (ns) tempo (ns)
(a) porcentagem TFE / tampao = 0% (b) porcentagem TFE / tampéo = 10%
R

In(n® contagens)
In{n® conlagens)

: 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

tempo (ns)

(c) porcentagem TFE / tamp&o = 20%

lempo (ns)

(d) porcentagem TFE / tamp&o = 30%
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Fig.5.5.1. Curvas de decaimento temporal da fluorescéncia do polipeptideo KKA (em vermelho) e
do polipeptideo RKK4 (em preto).

5.5.2. Curva de ajuste.

O Método de Reconvolugéo lterativa, baseado no algoritmo de Marquardt,

faz o ajuste dos parémetros 7, € B, do decaimento multiexponencial

iBex% : ] que corresponde 4 melhor curva de decaimento fluorescente por
I Tl

pulso instantaneo pelo critério de y’,. Os valores de 7, e B; assim obtidos, bem




1/

listados na tabela 5.5 2.
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: z
como os valores de y’ e do tempo médio de vida [y

3

tempos de vida

Polipeptideo KKA

tempo meédio

fatores pré-

chi-

Polipeptideo RKK4

de vid A8 tempos de vida  tempo médio fatores pré- chi-
e €xponenciais quadrado de vida exponenciais  quadrado
: reduzido reduzido
% Td (nS) <T¢> (ns) B (% re|) }’_zred Tad (ns) <> (nS) B (% rel) ;{zred
8,242+ 0,019 80614 7,598 0,025
b1, ,598 £ 0, 75017
0 3,25 j_r 0‘11%8 7,946 + 0,010 95+0,7 1,035 364 +0,32 7,228+ 0,015 11,8407 1,015
0,728+ 0,15 9,9+1,1 0,658 + 0,099 13213
8,868 + 0,029 73,0£15 8,209 0,022 67,6+1,3
10 431 +£0,25 8,451+ 0,019 12,4 +0,8 1177 3,58 +0,15 7,791 0,010 13,2+0,6 1,136
0,411 +0,039 146 +1,1 0,222 + 0,020 192+15
9,182 + 0,022 735+1,1 8,298 + 0,020 716+1,2
20 3,79 +0,21 8,805 £ 0,010 10,9+0,5 1,145 343 0,15 7,856 0,010 14,9+0,5 1,156
0,355+ 0,032 156 +1,0 0,360 £ 0,016 13,4+1,3
9,384 £ 0,024 723%1,2 8,254 £ 0,024 71,3x1,3
30 4,00 £0,20 8,948 + 0,011 12,4 £ 0,5 1,145 364 0,17 7,781 0,011 158+0,6 1,125
0,384 £ 0,035 153£1,0 0,423 £ 0,018 12,9 £1,1
9,455 + 0,025 71,3411 8,601 £ 0,031 11£1.5
40 3,99 +0,20 8,975+ 0.010 132+05 1,157 415 +0,19 8,063+ 0,021 176£0,9 1,139
0,458 + 0,041 155+1,0 0,496 + 0,057 11,3+£09
9,443 £ 0,027 69,9+1,2 8,522 + 0,026 71,2413
50 421 +0,18 8,889+ 0,015 155%0,6 1,183 3,85 0,17 8,016 0,015 16,5+0,7 1,138
0,490 + 0,045 146209 0,456 + 0,051 12,3%£0,9
9,441 £ 0,025 70,012 8,534 + 0,028 68,5+ 14
60 410 +0,17 8,864 + 0,011 16,7 £0,6 1236 4,03 £0,16 7,987+ 0,014 174 +0,8 1,126
0,497 + 0,020 13,3£ 1.1 0,393 + 0,041 141+£1,2
8,524 + 0,015 545%2,1 8,120 £ 0,026 57.3+17
97 288 +0,13 8,011 0,002 10,8 +0,5 1036 366 0,15 7,512+ 0,011 15,1+0,7 1,127
0.294+0,014 34,7£3,9 0,358 £ 0,031 27,6+2,7

obtidos pelo método de recon
Na tabela estdo presentes tam

vida (7).

A redugdo de (r)

evidencia a dimi

Tabela 5.5.2 Valores dos parametros 7; e B; (B; é dado em porcentagem relativa por espécie i)

volugao iterativa baseado no algoritmo de Marquardt.
bém seu chi-quadrado reduzido e o tempo medio de

que ocorre quando passamos de KKA para RKK4

nuigéo do decaimento fluorescente devido ao fenémeno de FRET.




5.6. Distribuicdo de Distancias.

O lemposdavind 7, do polipeptideo KKA, os fatores pré-exponenciais . B

B, do RKK4, a distancia de Forster R,, as medidas de decaimento fluorescente
do RKK4 (1, R(t)) e as medidas do perfil da ampada {7, L{)) compdem os

principais elementos do arquivo de entrada para o programa CONTIN. O

resuitado da invers&o da eq.(3.3.4), que resulta no espectro de distribuigio de

distancias s(r,,), esta apresentado na fig.5.6. B
I

e —+ — RKK4-00
0.55- —-—qu—;g
0.50 4 —+— RKK4-30
0.45 —+— RKK4-40 ’
] —+«— RKK4-50
we - RKK4-60 B
o 035- —» — RKK4-97 e |
8 |
£ 0304
:g_ h |
o 0.25- |
= 1 ;
0204 {
0.154 |
0.10 \
0.054 . 1
0.00- T \"‘hlw
34 48 i

Fig.5.6. Espectros de distribuido para o polipeptidio RKK4 em diversas razoes volumétricas de

TFE em tamp8o hepes.
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Os espectros istribiies ;
B de distribuigao de distancias tém simetria em torno de seus

i A i
picos Ip. A medida que o solvente TFE é acrescentado 3 solugédo de RKK4, ha um

slocamento d i
de ©SS€ pico para valores menores da distancia a-d. Quanto a

medida de dispersdo FWHM - Full Width at Half-Maximum (semi-largura da curva)

- pode-se classificar as curvas em 2 grupos distintos: (1) grupo com FWHM = 4,5
A, mais disperso, que compreende as solugBes que v&o de 0% a 20% v/v de TFE,
e (2) grupo com FWHM < 3,2 A, menos disperso, que corresponde a solugdes de
30% a 97% v/v de TFE. Levando-se em conta o fato de que o TFE é um indutor
de formagao de estrutura secundaria em a-hélice, as redugdes nos valores de rp e

FWHM sugerem uma redugdo na mobilidade e no comprimento da cadeia

peptidica do RKK4 devido ao acréscimo crescente de TFE.

B.7. Ll

Uma analise complementar pela técnica de dicroismo circular (CD) foi
realizada para a verificar as possiveis alteragbes na estrutura secundaria do

polipeptideo RKK4 com o acréscimo de TFE. Os espectros de CD obtidos estédo

apresentados na fig.5.7.1.
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n

T 1 T T T T T T T 3

A (nm) oz

Fig.5.7.1. Espectro de CD do polipeptidio RKK4 ([RKK4]=10uM, em T=20°C) para razdes
Vo / V... iguaisa 0%, 10%, 20%, 30%, 40% 50%, 60% e 97%.

Os espectros de CD mostram que a adicao progressiva de TFE induz de

fato a uma formagao de estrutura secundaria em a-hélice: O RKK4, inicialmente
em random coil a 0% viv de TFE, assume completamente a forma de o-hélice a

partir de 30% v/v de TFE.
A fig.5.7.2 é uma sintese dos resultados obtidos pelo CONTIN e pelo CD;

mostra o comportamento de r, € FWHM mediante o acréscimo de TFE e a

formagdo de a-hélices.
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Fig.5.7.2. Comportamento dos pardmetros r, e FWHM com o acréscimo de TFE e a formagéo de
estrutura secundaria em a-hélice.

A fase 1 compreende a formagdo crescente de pontes de hidrogénio
intracadeia, induzida pela adigdo de aliquotas de TFE. Como reflexo dessa
adicao, tem-se o encurtamento de rp, que passa dée 44,5 A para 40,0 A. Ja a
pouca variagdo na dispersao FWHM, que se mantém proximo a 4.5 A, indica que
as pontes de hidrogénio néo sao ainda suficientes para estabilizar a cadeia
peptidica em a-hélice. Na fase 2, onde a porcentagem v/iv de TFE é igual ou

maior que 30%, os valores de rp € FWHM s&o menores gue os encontrados na

fase 1 pois ha formagéao de estrutura secundaria estavel em a-hélice, conferindo-

lhe menor comprimento médio & maior rigidez.




Os resultados a i
Seguir foram obtidos para o polipeptideo RKK4 ([c]
20uM), na presencga d .
¢4 de agregados micelares de SDS (Ic] = 150 mM) e NaCl ([c]
aCl ([c] =

0 i
[ mM).

5.8.1 Rendimento quantico.

O rendi anti

endimento quantico do doador KKA, calculado pela eq.(5.1), & de
=0,516. A i -

¢ fig.5.8.1 ilustra os espectros de fluorescéncia do o-Abz/etanol e do

polipeptideo KKA.
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i
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scéncia do o-Abz/etanol (em vermelho) e do KKA/tamp&o hepes (em 4

Fig.5.8.1. Espectros de fluore
és de espectrofiuorimetro estatico.

preto), obtidos atrav
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5.8.2. indice de refragzio.

O valor do indice de refragio, medido através de refratometro, & n = 1,3390

+ 0,0003.
5.8.3. Integral de sobreposicio.

A medida da integral de sobreposigdo & J =1,018.10 ** (mol.cm) **. Os

espectros normalizados do coeficiente de extingdo do KKQ e da fluorescéncia do

KKA estao ilustrados na fig.5.8.3.

1400004 . Y

120000 ' i \

intensidade normalizada

2 (cm)

izados do coeficiente de extingao do KKQ (em vermelho) e da

i normal
Fig.5.8.3. Espectros e ovescncia do KKA (em pr eto).




5.8.4 Distancia de Forster.

A distancia de Forster, Ry, & determinada através das grandezas g,,ned

obtidas nas subsecSes 5.8.1, 582 ¢ 5.83: 5 grandeza k* é tomada pela sua

Ll o s ‘
media dindmica <k >_ /3 A tabela 5.8.4 lista os valores experimentais dessas

grandezas.
Polipeptideo RKK4 na presenca de micelas de SDS
indice de refragio rendimento integral de fator de distancia de
guantico sobreposicdo orientagao Forster
dos dipolos
n do J (mol.cm) ™! Lt Ro (A)
1,3390 = 0,0003 0,516 1,018x10™ 2/3 314

Tabela 5.8.4. Valores das grandezas n, ¢, , J, k = (/c2> e R, para o polipeptideo RKK4 em SDS.

5.8.5. Fluorescéncia resolvida no tempo.

A curva logaritmica de decaimento fluorescente (fig.5.8.5) mostra-se

ligeiramente concava, sobretudo no inicio do decaimento, evidenciando seu

carater nao mono-exponencial. A comparagéo entre os decaimentos fluorescentes

dos polipeptideos KKA e RKK4 comprova a reducdo do decaimento fluorescente

deste ultimo devido ao fenémeno de FRET.
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In(n® contagens)

tempo (ns)

Fig.5.8.5. Curvas de decaimento temporal da fluorescéncia d ; .
: ; | KA
do polipeptideo RKK4 (em preto). ia do polipeptideo KKA (em vermelho) e

Os valores obtidos dos pardmetros 7, e B, estdo postos na tab.(5.8.5).

KKA na presenga de micelas de SDS RKK4 na presenca de micelas de SDS
; fatores pre- tempo chi- tempos de fatores pré- tempo médio chi- ’
Bmpeside vide exponenciais médio de quadrado vida exponenciais de vida quadrado
vida reduzido reduzido
t{ns) B (% rel) <> 1ores T (ns) B (% rel) <> Yren
+0,038
1035 £ 021 65 & 11 i B
6,98 % 0,82 241 + 84 9,5+186 1,100 ’ g 98 £+ 1,5 7,98+0,19 1,052
! ' ’ 1,326 £ 0,25
1,636 £ 0,058 105 + 1,5 256 + 1,2

Tabela 5.8.5. Valores dos parémetros 7; € B, (este em % relativa), ajustados pelo método de

reconvolucdo iteragao segundo o algoritmo de Marquardt. Na tabela estdo também
os valores do tempo médio de vida <> € do chi-quadrado reduzido Y red.

5.8.6. Distribuigéo de distancias.

O espectro de distribuigdo de distancias, obtido através do programa

CONTIN, & dado na fig.5.8.6.
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Fig.5.8.6. Espectro de distribuicdo de distancias para 0 RKK4 em tampao hepes, na presenca de

micelas de SDS (em vermelho). O outro espectro {em preto) representa o RKK4
somente em tamp&o hepes.

O espectro de distribuicdo de distancias se altera na presenga de micelas
de SDS, promovendo o aparecimento de 2 curvas distintas, a primeira com fp; =
43,9 A e FWHM,; = 8,0 A, e a segunda com ry> = 28,7 A e FWHM; = 46 A A
primeira curva, que corresponde a 84% da distribuicdo, tem pico préximo ao do
RKK4 em tamp&o hepes (r, = 44,5 A). O que a distingue é a sua medida de
dispersdo: FWHM, = 8,0 A, contra FWHM = 4,6 A. A segunda curva, que

corresponde a 16% da distribuicdo, deve-se unicamente a interagdo de RKK4

com as micelas de SDS.

5.8.7. CD.

O espectro de CD do polipeptideo RKK4 é apresentado na fig.(5.8.7).
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Fig.5.8.7. Espectro de (_jicroismo circular (CD) do polipeptidic RKK4 em tamp&o hepes, na
presenca de micelas de SDS. [RKK4]=10uM e T= 20°C.

O espectro de dicroismo circular mostra que a interacdo de RKK4 com

SDS induz a formacgdo de uma estrutura secundaria em a-hélice no polipeptideo.

5.9. Reprodugdo do Decaimento Fluorescente Através do Programa

INPUT e sua Comparagéo com o Decaimento Observado.

Os decaimentos simulados através do programa INPUT, baseados nas
distribuigbes de distancias obtidas pelo programa CONTIN, foram comparados

com os decaimentos obtidos experimentalmente. Os resultados estdo

representados na fig. 5.9.
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Fig.5.9. Comparacao por y’ entre as intensidades dos decaimentos fluorescentes observados
experimentalmente (em preto) e os obtidos através de simulacéo (em vermelho).

Os valores satisfatorios de z?, indicam que os decaimentos fluorescentes

simulados, baseados na distribuigao de distancias obtidas pelo CONTIN, s&o boa

aproximagdo para os decaimentos fluorescentes observados atraves do

espectrofluorimetro temporal.

~
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6. CONCLUSOES,

Elaboramos um breve modelo semiclassico para a dedugdo da taxa de
transferéncia de energia por FRET entre o par doador-aceitador (a-d). A dedugéo
da-se pela aplicagéo do método de perturbacéo tempo-dependente de 12 ordem
ao problema da interag&o de um sistema quantico com a energia de um campo
elétrico, proveniente de um dipolo hertziano em regio de zona préxima. Dentro
da aproximagao adotada, a taxa coincide com a encontrada em literatura.

A determinagdo da distribuicdo de distancias a-d envolve a analise de
dados de decaimento fluorescente. O caso mais simples consiste de um
decaimento monoexponencial a uma distancia a-d fixa. No caso de um peptideo
em solugdo, marcado com sondas doadora e aceitadora, € comum a ocorréncia
de desexcitacdo multiexponencial aliada a uma variagdo dindmica na distancia a-

d. criando um espectro de distribuigdo de distancias s(r,) que reflete o

comportamento conformacional do peptideo.
O programa INPUT foi elaborado como critério para a validag&o dos
resultados obtidos pelo CONTIN. Através do programa INPUT foi possivel

verificar que o procedimento de determinagdo de s(r,,) através do CONTIN &

valido para o intervalo critico 058, Sry<L5-Ry.
Quanto aos resultados obtidos, ha boa concordancia entre os espectros de

distribuicdo de distancias e de CD. As medidas de CD mostram a transicdo de

uma estrutura secundaria em random coil, N0 meio aguoso, para um arranjo em

orcentagem V. /V,.. (%)230%. A distribuicdo de

o-hélice nas solugbes com P




TR

distancias, recuperada pelo CONTIN a partir dos perfis de decaimento

fluorescente, mostrou que a posigdo , do pico diminui & medida que TFE &

adicionado & sua largura a meia altura (FWHM) estreita-se significativamente para
v (%)=30%. Conclui-se, portanto, que a adigdo crescente de aliquota de
TFE promove a formacdo de estrutura em o-hélice, encurtando o comprimento
médio da cadeia peptidica e reduzindo sua mobilidade. Mas o valor do pico oscila
em torno de 38-40 A na presenca de TFE suficiente para a estabilizagdo de o-
helice; logo, a cadeia peptidica de RKK4 nZo assume integraimente a forma de

uma a-helice estavel (que ocorreria para r, em torno de 48 A). Esse fato sugere

que partes da estrutura secundaria da cadeia peptidica ndo s&o suscetiveis a
formacdo de a-hélice estavel, induzindo o polipeptideo a assumir conformagoes
que permitem uma maior aproximagdo entre as sondas doadora e aceitadora.

Uma simulacdo de decaimento fluorescente, feita pelo programa INPUT com

suposicio em diversas distribuigdes gaussianas f(r,) centradas em r, =48 4
(fig.6.1), trouxe resultados insatisfatorios para x>, 0 que reforga a conclusdo de

que uma a-hélice tipica estavel ndo se forma ao longo de toda a cadeia peptidica
do RKK4. A comparagdo entre os decaimentos temporais simulados e os

observados fornece z’, (n=48 A, c=0333 A)=2,822, !, (n=48A c=0,833
A)=3058, 7z, (n=48A o=1333A)=3027, 7, (n=48 A c=3333A)=
2.716. Todos apresentam ., insatisfatério. Quando aproximamos o resultado

s*(r )obtido pelo CONTIN por uma gaussiana dada poru =385A e o =1167 A

obtemos y;, =1387.
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Fig.6.1. Distribuigbes gaussianas com centro em p = 48 A e n=138,5 A, utilizadas para gerar um
decaimento fluorescente simulado através do programa INPUT.

Na presenca de micelas de SDS (carregadas negativamente), ha interagéo '
de 16% dos polipeptideos com esse anfifilico, devido possivelmente a forca l
eletrostatica pois o RKK4 é carregado positivamente. Os resultados para r,,
FWHM e CD mostram que a interagao RKK4-SDS leva a formagé&o de uma

estrutura compacta que coexiste com © random coil encontrado em solvente

hepes.
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APENDICE,

A. Interpretagéo Classica para o Fenémeno de FRET

O mecanismo de transferéncia de energia por FRET pode ser verificado
através de uma aproximagdo cléssica (Hoch & Knox, 1968), onde a molécula
doadora € vista como um dipolo hertziano e a molécula aceitadora como um
conjunto de dipolos oscilantes em que cada elétron é ligado a um nlcleo massivo
por uma mola, experimentando uma forga de amortecimento proporcional a sua
velocidade. A molecula aceitadora, descrita dessa maneira, € conhecida como o
modelo molecular de Lorentz. O FRET corresponde a transferéncia de energia
elétrica em regido de zona proxima do dipolo hertziano para o modelo molecular
de Lorentz. Nas paginas que seguem, determinamos a taxa de FRET através de

calculos detalhados e fundamentados unicamente na eletrodinamica classica.

A.1. Campo de um dipolo hertziano na zona proxima.

O dipolo hertziano consiste de duas pequenas esferas metdlicas

carregadas, localizadas em Z:J_r—s_lE e conectadas entre si por um fino fio

[y

condutor; um gerador promove O movimento das cargas a uma freqiéncia o,

varia senoidalmente com o tempo:

conferindo um momento de dipolo que

p=pe”k (fig.A1.1)




e

. : s it .
Fig.A.1.1. Dipolo hertziano de momento p=pe g - yONGE p. =4 3

Existem trés regides espaciais de interesse para o campo eletromagnético
emitido por um dipolo hertziano de dimenséo s, confinado a uma pequena regi&o |
comparado ao comprimento de onda A da radia¢éo emitida: (a) zona préxima (ou
estatica): s << r << 1, (b) zona intermediaria (ou de indugéo): s << r ~1 e (c)
zona distante (ou de radiagdo): s << 1 <<r. O estudo classico de FRET limita-se &
regido de zona proxima pois a dimensdo de uma molécula croméfora € da ordem

de 5A, a distancia a-d situa-se num intervalo de 10-10° A e o comprimento de

onda da radiagéo envolvida na transferéncia de energia por FRET é de cerca de

3.10° A (ultravioleta distante).

Em termos dos potenciais escalar e vetor retardados, os campos elétrico e i

magnético sdo dados por
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a) E=-Vg(r ) 104(r)
(2) #(r.1) . 5 BV (A1.1)

onde

() (r,)= [£ (""T) d’x' e (b) A(r,1)

o=

A densidade de corrente J (r,7) do dipolo hertziano & dada por
eamll gy ol N . p
J (r 0. )= o [(/Ue S (x ) o (y )k]= iwg.e"d (x') o (y') k :

Logo:

TORIEASL LI P SR B

dz
c 1-zk’

e

2

Como r>> s, sdo validas as seguintes aproximagdes binomiais até o termo

de 12 ordem:

: = {1 +—’;—-(Z'1:T)}
7

‘r—z'l;‘ =7 l:l ——r?-(z'l:')} e ‘r—z'lz

Com estas aproximagdes o vetor potencial adquire a seguinte forma:
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% e
A(r,t)z—l— fiw qne”"["’['?(”"]},; _l[l co k)} ;
: - 2 dz' =

& 0] C/DI’(‘ [,-'_] o,
=100k 9 e,
7

Mas:

I @S -
onde a s = —-[—lcj.
-

Assim,

.S.

as
SEN ——

=)

os

o

: ~ L _ i |

] iaf =2 o L} o G k = r—;

(4hozﬂﬂ$i@[J ki'%h=t # f[]
cr 5 b

2w c oaz s .
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Portanto:
i cnem e i
A(r,f) = —/CI\_ ek
(A.1.3)
A eq.(A.1.3)

mostra qu Lot .
que na zona proxima as dimensdes do dipolo séo tdo

pequenas que o tempo retardado 7 em z=0 pode ser tomado como o tempo do

dipolo como um todo e a corrente considerada como igual ao longo de todo o fio.
Conhecido A(r,1), a expresséo para ¢ (r,1) pode ser obtida por meio da

condigdo de Lorentz:

| 0¢
V A+ ——"=
e 0 (A.1.4)

Assim:

e gL
%——-—(‘V'A Y R e S (Cosé)r’-senﬁ é) =
ot cr o

g | Fr 8o ¥ [0S
_iog, _T+,__[_) el
r i r c

Logo:

) L[’—i o [Qc_iﬂ ) (A15)



-84 -

Podemos também faz
erusodaeq.(A.1.2.a) e da condi¢éo de zona proxima
s<<r<<i para obter g(r,):

(A.1.6)

A condica 5Xi :
¢ao de zona proxima permite que sejam vélidas as seguintes

aproximagoes:

(a) J_(_l).f._\_E |:1__l/\-l‘-s
2 l ( ) 2r?
o Aﬁ_i~_-1 I8
(b) |r—(=1) 2‘ e § [1+(—1)" Z—} (A1.7)
(c) e = e'imw"‘dv”‘%'i{n’iJ] = {1 +i(-1) ll—[ﬂﬂ taly
2F c
Portanto:

il

. Li”i_(g)_gﬂ e (A.1.8)
Iz Pl s c
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Como seria de es
Perar, esse resultado & igual aquele obtido pela condigdo
de Lorentz.
Conhecidas as expressses para ¢ (r,1)

e A(r,t), estamos aptos a obter as

expressoes para os campos elétrico e magnético do dipolo hertziano:

E (1) = —vo(r,s) - 1 2Al.1)

€ @t
2¢,scos@ DY wd)
s e (A.1.9)
! c
q,s sen@ . el
+/—H1ﬁ(a’_’h] ]+iﬂ}e 4 5
K c c
o q.e A
Bl(l',/):va:Vx j”— skl=
er
e
D e NG (COSQ."—SenQ 0) = (A.1.10)
er
img,ssend| o 1} )
=t ] [ —— — & (0
cr & o

Como sdo as partes reais de E,(r.¢) e B.(r,t) que interessam, temos

E(r,t)=Re{E, (r.1)} =
_ 2g,sc080 [Cow [[ #5) _27 cenw (,: —’;ﬂ 7+ (A.1.11)
i c

3 (&
-

2 o 7 =
q,s sent |:£1_E£] )Cosw(l‘_f_]_ﬂsen(o[t——)jl 0
e c c c c

7
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()Re £

_4q,8sen0

I'——_P

COSa) l*f‘j*‘ﬂsena) [I_L):lff?’ (A.1.12)

C C c

A.2. Poténcia total irradiada pelo dipolo hertziano.

A poténcia total irradiada pelo dipolo hertziano & dada pela expressao:

(Prvs) = 4J(S)-dn - ﬁ{% s m} -
0

superficic
esférica
de raro r

O vetor de Poynting em torno de um ciclo de oscilag&o e igual a:

, - .
8= —71: IIS dt = ]? IJ‘ZC};RG{E}X Re{B} df = ] - J(E+ E*)X(B+B‘)dt =

6
- TJ(EXB+E><B +E" xB+E"xB’ )f”:‘c—Re{E"B’}
i()ﬂ'T -

onde
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r]

L 4 S sen@ @ 7
- TJ -
o q,s sen@ [ 3. s
c1 £

ploh I

Re{Ex B'}= Re{_{ 24,5 COs @ (

o L

Assim:

<S> 4 (C/,,S)‘ sen’f -

Sme’r’

Portanto, a poténcia total irradiada pelo dipolo hertziano sera dada por

Sxc’r

(P..)= H{ (% )58_” 2 } [risend do dg t]=

(A.2.1)

k]

w'(q,s)

3¢

i i
Na zona proxima somente o termo do campo elétrico que & r™-

dependente ¢ significativo. Este termo & similar ao campo elétrico gerado por um

dipolo estatico e néo contribui para a irradiagdo de energia, embora seja

. e
responsavel pelo armazenamento de energia € momento. O termo

dependente do campo elétrico, que & o termo que dissipa energia por radiagao, e

comparativamente pouco importante. Portanto, uma molécula aceitadora interage
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nesse campo. Esta é a raz3
O pPorque a molécula aceitadora afeta o tempo de vida

molécula doad '
15 ora (o tempo de vida do doador & reduzido na presenca do

aceitador).

A.3. Modelo molecular de Lorentz e FRET.

O dipolo hertziano representa a molécula doadora que interage com os
elétrons da molecula aceitadora; esta, por sua vez, corresponde a um conjunto de
dipolos oscilantes, onde cada elétron é ligado a um nlcleo massivo por uma mola,
experimentando uma forga de amortecimento proporcional a sua velocidade. A

equacdo de movimento do eletron da molécula aceitadora e dada por

F+yi+m, r=—"¢"

onde F, & a forga exercida pelo dipolo hertziano.

A molécula, assim descrita, corresponde ao chamado Modelo Molecular de

Lorentz.

G WF _o5._ ' <<1,aforga elétrica & muito maior que a magnética, de
cC

modo que vale a aproximagao F, = ¢E,.

Por simplicidade, vamos admitir que o dipolo aceitador oscila ao longo do

eixo z, de modo que
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A +)/ Z+(U(f 7 =Eﬂ_eiml
% (A.3.1)
onde

e (A.3.2)

£ Boligad estationatia da eq.2.1 e do tipo z(t)z Ae™ . Obtemos, portanto:

e B (@ -0 +ireo
- m (@) -o’) +(y o) . (A.3.3)

A poténcia média absorvida pelo dipolo aceitador é dada por

(P} =Py -2) = my ()

Ou seja:

y o’ | 2eq,s 2. 1 L
" L Ter eV + 0o
[(y w) (cos’ o t)+ (0} - @) (sen’@ £) + (A.3.4)

=+2y o (a)o —a)z)<COSa) t senw t)]=

oeisll o e

e o B +(y @)

m
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Até agora assumi iacs
g MOs a radiagao eletromagnética se propagando no vacuo,

emo i
mas pod S generalizar os resultados ateé aqui obtidos para um meio
homogeneo, ISotropico e linear, onde b e p sdo proporcionais a E e B,

respectivamente. Logo, as Caracteristicas do material,e, # e o, independem da

posigéo e da dire¢cdo. Em meios dispersivos estas caracteristicas s&o funcdes da

freqiéncia da onda eletromagnética incidente. As egs.(A.1.11), (A.1.13) e (A.3.4)

podem, portanto, ser reescritas como:

- 2¢,s€c08 0 (0 : ’ :
E(l,[) = W (COSC{)(I = ”((0)} )— ”(a))a)’ sena (l = ”(CU)’ ]) i: +

b, .-tk

c

(P >: n)"(qns)zn(a)) (A.3.6)
hag 6 o8
(P >= 2¢°(q.5) y @& (A.3.7)

& (o)mr (@] —w') +(y of

Eeeravbitios nzn(a)) pois © indice de refracdo é tal que

n= )= £(w)u @) .
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5

@ftermo - 78 o : , . :
o ') 1 (y o] da poténcia absorvida esta relacionado 2 segdo

total de choque o, ( ) que e a taxa total com que o elétron da molécula doadora

remove energia da radiagéo eletromagnética incidente.

Vamos calcular agora a expressdo para o, (w): suponha as moléculas

aceitadoras suficientemente afastadas umas das outras, apresentando interagdes
mutuas negligiveis. Cada uma dessas moléculas & um oscilador harménico
baseado no modelo molecular de Lorentz, onde ha N elétrons por unidade de
volume e cada fragdo f, de elétrons apresenta uma freqiéncia natural @,; e um

coeficiente de amortecimento y,. O campo elétrico externo do dipolo doador

(eq.(A.3.5)) cria uma polarizagdo das moléculas aceitadoras:

P=N Z_ﬁ ez (k)=

F o—ru)+1ya) g Ne' aJ—a))-i—i}/a) Bl
e 2 i b M P i SR R

A polarizacdo complexa P é proporcional ao campo elétrico complexo E.

Lembrando que D =¢ E = E +4x P, tem-se

a) ‘—w )+t;f @

4n Y el o

N eio a equagdo de onda para uma dada freqiéncia @ € dada por
esse m
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Vi E —

| 8*E 2
0 2

cuja solucao é

Elrid)=BEplrn g 8 @ [e u
¢

Vv

Supondo 0 meio ndo magnético (x=1), o nimero de onda k pode ser

escrito como

k=21+4 Ne’ ((Uz,—wl)ﬂy/a) 3
e ij @ -0 +(, 0)

A constante dielétrica ¢ €, na maioria dos casos, préximo de 1, de modo

que vale a seguinte aproximagao binomial de 1% ordem:

ol Ne* (@ -0 )tiv, o |_
/(:: 1+ 27 7 Zf'@—(02)2+(7/1 a))z:|

o Ne’ j i
e Zf@—w)Jr(V ﬂ’)]

/

_ Ne’ %4
+![27T7;;Zf, (—m o 3)z+(}/j a))J

=k + ik

(A.3.8)
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A eq.(A.3.8) ¢
q( ) e, pOrtantO: da fOl'ma E(]"t)_—_ Ee""'-’ e’(kr"'"ﬂﬂ) O termo e—k'r
resenta a ate 5 |
e Nuagao da onda devido 2 absorgéo. A intensidade do campo &

proporcional a £° e a quantidade

=N) fo, (o) (A.3.9)

é chamada de coeficiente de absorgdo da intensidade da onda incidente;

o, (@) é a segdo total de choque por dipolo aceitador.

Conhecido o, ,(») a eq.(A.3.7) pode ser rescrita como

(p g B E e

e (A.3.10)

Como o espectro observado da poténcia transferida de uma molécula

doadora para uma aceitadora € continuo, devemos escrever

2

p.(w)e
(P = ma,}(a))da) (A.3.11)

Vamos usar a seguinte notagao para (B

(» ,)zMEIA(“) (A.3.12)
o
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Das eqgs.(A.3.
gs(A3.11) e (A.3.12) obtemos 3 poténcia transferida de uma

scula doador ;
molécu a para uma aceitadora na forma de uma integral de sobreposigao

£ 2(a))a)‘ =

(A.3.13)

onde /,(w)o,(w) expressa o grau de sobreposigdo espectral entre a

emissédo do doador e a absorgdo do aceitador.

A eq.(A.3.13) foi deduzida unicamente para o caso em que a orientagdo do

dipolo aceitador esta alinhada ao longo do eixo z. De modo geral, a energia de

interagéo entre dois dipolos p, e p, (fig.(A.3.1)) & dada por

g PpPa— 3(’} . ﬁ{))(’? ; ﬁ,1)

= e (A.3.14)
e
z
o«
" Pp,
5 61‘ ¢
0,
P
' P, —F
— = Al = - oD
7 Ar:ner—rA‘, s
|7 =7

Fig.(A.3.1) Dipolos Pp € P ©SUas epsctiva oloplan s i
ig.(A.O. <
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A eq.(A.3.14) pode ser rescrita como
(i
Wpa = e k(QT'gD! g 1)
T , (A.3.15)

onde /c(éf-,.,(-)p,ﬁ,,) representa um fator de orientagdo entre os dipolos. Esse

fator € dado por

k =cos@, —3cosd, cosd, (A.3.16)

onde

cos 0, = senl,sent +cos @, coséb, (A.3.17)

. : . B Y .
A energia de FRET é proporcional a (—‘)] : uma relagdo entre esta e a
=

eq.(A.3.15) fornece

n

{1 R, ]’_C-[M} - ar (A.3.18)

= EiE
S "] o L

Mas sabe-se que RS =8.8-107k'n"¢,/ (em*). Logo, C' é uma constante

do sistema, composta por constantes universais, integral de overlap, rendimento

~ . DulEs
quantico de D na auséncia de A € 0 indice de refragdo do meio. &~ € 0 chamado
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fator de orientacdo entre [
Os dipolos. Quando os dipolos est5o alinhados ao |
o longo

doeixo ztem-se 0, =0, 9 =
i ’ D= e 8{ = O 0
=V 0quefornece &’ = 4. Portanto, para um

caso mais geral em que 3 ori .
9 orientagcdo assume outras geometrias €& preciso

acrescentar o fator angular LA
g 41\ a eq.(A.3.13). Assim:

(anh_\-> e JL:(CU‘)O'_B(@ [

e et (A.3..19)

A eq.(A.3.19) € o analogo classico da taxa kr de transferéncia de energia

por FRET:

- _9000(In10) & ¢, TE(A) e, (A)dA
FRET 128 2°n'Nrtr )

(A.3.20)

d 0

B. Fator de Orientagdo & como uma Média Dinamica.

Na hipotese de os dipolos da fig.(A.3.1) se difundirem rapidamente sobre

todas as orientacdes possiveis num tempo curto comparado ao processo de

D e e A
transferéncia de energia é comum o uso da média dinamica <k )

<k2) = ((sen 6,sen 0 seng — 2co¥ co¥, )2> =

= (seanD><senz€A><senz¢> -
(sen26, Ysen20, Wsen )+ 4<CO§<9 4 ><CO§9A >

(B.1)
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onde a integragdo sobre todo o angulo sslido fornece

cj- cos’ 0.dQ -jd 2 ']‘COSI 8,.sem9f.a’9i
osin) < L
i=D, A (j.dﬂ i :

Logo:

i (B.2)

(SN )

M| —
L | —
L | =
[GSHE No)

G G,

C.1. Fenoémeno de CD.

na diregdo z pode ser
|étrico planopolarizado que se propaga G
Um campo e

Stri i te
[ tricos circularmen
inte soma de dois campos elé
seguin
representado pela

|
polarizados:
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EE)=E ) + E_(zy

(C.1.1)
onde

E lat]= = (i 4| j) e [[IH (©.12)
E lzt)= E.,, (i -ﬁ') e [(7” C.1.9)

E.(zt) e E,(zt) séo, respectivamente, o campo elétrico circularmente

polarizado no sentido horario (rcp) e o campo elétrico circularmente polarizado no

sentido anti-horario (Ilcp). Ambos tém a mesma amplitude, i.e., E, =E, (fig.

C.1.1.a). Apds passar através de uma amostra absorvente opticamente ativa os

campos E,,(z.t) e E,(z.t) mantém-se circularmente polarizados, embora agora

com amplitudes e fases diferentes uma vez que sao absorvidos diferentemente
pela amostra; quando estes campos resultantes sdo combinados tem-se um
campo elétrico elipticamente polarizado (fig.C.1.1.b). Este € o fendmeno de

Dicroismo Circular (CD, do inglés ‘Gircular Dichroisn’).
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A
(a) y : i
(b) e
= Elcp//:'Ercp Z J 3\
o ol
'// 1
> / { i
/ L iy
; [ B/ y X
L

Fig.C.1.1. (a) campo elétrico plano-polarizado resultante de dois campos circularmente
polarizados; (b) campo elipticamente polarizado, onde « é o angulo de rotagao éptica
e 0 é 0 angulo de elipsidade.

C.2. Medida de CD.

A medida de CD é feita expondo a amostra alternativamente a campos

elétricos polarizados circulares horario € anti-horario e detectando-se a diferenca

de absorgcao do campo.

A fragdo de luz absorvida € proporcional & concentracao C das moleculas

absorventes e ao caminho d/ percorrido pela luz:

(C.2.1)
0L o (N)-Codz

Iy
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Servigo de Biblioteca e
Informagao

Tombo:

e(A)

€ uma constante :
1e Proporcionalidade, o coeficiente de extingdo

olar, que depende d i
2 q p © Comprimento de onda da luz incidente. A integragdo dessa

equagao diferencial fornece

In (I” ¢ ) =¢'C-/ (C.2.2)

onde I, e I s&o, respectivamente, as intensidades da luz incidente na

amostra e apds percorrer uma distancia ¢

Define-se a absorbancia ‘A’ como

A=log; =g-C-f (C.2.3)

A medida de CD é definida como

A=A -A =¢Cl-gCl=AeCt (C.24)

[I%L gC L.

I?
onde A, =log EOK]: e C e A =l0g;

Outra medida de CD, amplamente usada em literatura bioquimica, € dada
pela razdo entre os eixos menor € maior da luz elipticamente polarizada resultante
da diferenca de absorgdo. Essa razso corresponde & tangente de um angulo 8,

ilustrado na fig.C.1.b, chamado elipsidade. Uma vez que esse angulo é

comumente muito pequeno, valé a aproximagao




=101 -

8 (rad)=tgé = lEt_‘_Eﬂ_
|EJ+[E] (C.2.5)

2
Como I, a [E[°, temse que g & -1 _(nf0)}aA :
S e pois AA &
também pequeno. Convertendo em grauys obtém-se:
180 (In10)AA
Blgraus)= —- >~~~ " _
(graus) - 5—— =32.98 AA (C.2.6)

Para remover a dependéncia linear da concentragdo do soluto e do

caminho optico define-se a elipsidade molar [9]:

L (€2.7)

E pratica comum usar a concentragao residual média para o caso de

polipeptideos e proteinas; assim tem-se a elipsidade residual [eles;

100-©
[@} i / (C.2.8)
n-C-/

onde n representa 0 nNUMEro de residuos de aminoacidos presentes no

polipeptideo.
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D. Algoritmo d
g © Programa INPUT, Elaborado em Linguagem FORTRAN 77.

O programa INPUT foj concebido para criar uma curva de decaimento

fluorescente a partir de uma distribuicdo de distancias definida pelo usudrio.

Existe uma relagao importante entre 0s programas CONTIN e INPUT:

PROGRAMA INPUT

R

Distribuicdo de distancias Decaimento temporal da
(r,s(r)) fluorescéncia (t,y(t)

PROGRAMA CONTIN

Esta relacdo permite verificar se o programa CONTIN retorna

corretamente o resultado

para uma dada distribuicao de distancias (r,s

INPUT:

(r,s(r)) a partir do decaimento simulado (t,y(t)) obtido

(r)). Segue abaixo o algoritmo
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C===:=:==:=5===:===——-==================—_-_—==, e
= PROGRAM INPUT: . .
s ¢ cria o
arquiveo de entrada do programa CONTIN. =
5 O pro ‘ .
Programa INpyr Permite criar também uma cur- =
= va :
C de decaimento por FRET a partir de uma dis- =
c= tribuicio de distancias definida pelo usuario. =
C= (Criado pPor Alberto H Katagiri em 20.08.2001 ) =
- o
|
;
: PROGRAM INPUT
COMMON y’t’yl’tl’c’NY’INI’Smllnprri,rf,noFRET
INTEGER NY, INI, sml, np, noFRET
REAL y(4095),t(4095),y1(4095),t1(4095),c(30),ri,rf
! CALL Datain
i CALL Select
E CALL Output
? CALL Sttstc
END
C=:=====::==_—=============:====:=:==== _______
i ! .dat' (pexfil da, lampaz= =
C= SUBROUTINE Datain: abre os arquivos lamp
! i contém va- =
'parametros.dat’' (arquivo que
C= da),='p .
i nci srster, tempos de vida, =
da distancia de Foérs ;
C= lores )
5 iai impurezas, etc. e =
s pré-exponencials, 1
&= fatores p :
e decaimento fluores - =
! _dat' (valores de
C= decay . :
i imentalmente ou por s e
C= cente, obtidos exper
ao
C= lagéo)




Ll

- 104 -

SUBROUTINE Datain

“OM
COMMON y.t, ertlICrNY, INIlSml,np vi ot o
’ ' ¥

INTEGER NY, INT, sml, np, norReT

Tt
INTEGER j,eof,decay,lamp,paramt,fdecay
DATA decay,lamp,paramt,fdecay /1,9,20,35/
WRITE(*, ' (/X,A/)') '"P R O GRAMA I N

OPEN (lamp, FILE="lamp.dat"')
DO 11 j=1,4095
READ (lamp, ' (E10.4;2X,E10.4)*) £1(3), ¥l (39}
CONTINUE

CLOSE (lamp)

OPEN (paramt, FILE="parametros.dat')
j=1
eof=0
DO WHILE(eof.EQ.O)
READ(paramt,'(ElO.4)',IOSTAT=eof) c(3j)
j=3+1
ENDDO
CLOSE (paramt)

i ma simulacao?',
WRITE(*, ' [/%,28\)") 'Deseja fazer u

v [D]ona® [1] sim :

READ(*, "(T1) ') sml

IF(sml.EQ.0) THEN
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WRITE(*,'(/X,A\)')

READ (*, *) np

WRITE(*, ' (/X,B\)")

'Distancia min;
Minima da distrb Foiel
o . (GMNMX1) :

WRITE (*, ' (/R A\)")

'Di ; :
lstancia maxima da distrb. (GMNMX2): '

READ(* o 2 1f

OPEN(decay,FILE='decay.dat‘)

DO 12 §=1,4095

READ (decay, ' (E10.4,2X,E10.4) ") t(3),y(3)

12 CONTINUE

CLOSE (decay)
ELSE IF(sml.EQ.1) THEN

CALL Fakedata

OPEN (fdecay, FILE="fdecay.dat")

DO 13 j=1,4095
READ (fdecay, ' (E10.4,2X,E10.4)") tv(3)
13 CONTINUE

CLOSE (fdecay)

ENDIF

RETURN

END

e
Digite
© numero de pontos desejado (NG) :

(ESEEE e
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c:==========:======================== =====
e SUBROUTINE Select: Promove : - .
O corte de Possiveis dados esputrios =
c= (ruides) .
C===::====:=:=============:= ——————

SUBROUTINE Select

COMMON y,t,yl,tl,c,NY,INI,sml,np,ri,rf,noFRET

|
E INTEGER NY, INI, sml, np, noFRET

: REAL y(4095),t(4095),yl(4095),tl(4095),c(30)

| AL ATE
1
i INTEGER Jj,u,m, choice
é REAL cut,rate
E CHARACTER sn*1
|
WRITE (*; ' (//X;A\)") '"Ajuste a partir de pico {(s/nj:
READR{*, "tAR1) ") sn
IF(sml.EQ.Q0) THEN
; WRITE (%, " /0, BN 1) 'Selecione a forma de corte: ',
E & '[1] valor minimo [2] porcentagem: ;
? READ(*, ' (I1)') choice
: ELSE
choice=1
ENDIF

DO 11 j=1,4095
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IF(y(j).GE.l.OE+O4) INI=5

11 CONTINUE

IF(choice.EQ.1) THEN

* v :
WRITE[*, ' (//%, B\] ') 'Intensidade minima final p/ corte: '

READ(*,.*) cut

DO WHILE((u.LE.l).AND. (m.LE.4095))

IF(y(m).LE.cut) u=u+l
m=m+ 1

ENDDO

ELSE IF(choice.EQ.2) THEN

WRITE(*,'(//¥X,A\)') 'Tolerancia (em %):

READ (*,.*) cut

DO WHILE((u.LE.lO).AND.(m.LE.4095H

rateleO*ABS(LOG(y(m+l)/y(m))/AMAXI(LOG(y(m)),LOG(y(m+1))))
IF(rate.GT.cut) u=u+l
m=m+ 1

ENDDO

ENDIF

NY=m-1

e
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(sn . NEw Vs INI=]

RETURN

END

SUBROUTINE Fak :
edata: simula o decaimento fluorescente de uma dis-

tribuics istanci
Ulcao de disténcias definida pelo usua-
Liok. - i 5 &
0. Esta sub-rotina sé é acionada quando a

opcao 'simulagdo' é requisitada.

i

SUBROUTINE Fakedata

COMMON vy,t,yl,tl,c,NY,INI,sml,np,ri,rf, noFRET

INTEGER NY, INTI, sml, np, noFRET

REAL y(4095},t(4095),yl(4095),tl(4095),c(30),ri,rf

INTEGER i,j,h,q,choice,npico,eof,fdecay,my,distrb

REAL r(100),5(100),K(100,4095),9(5),L(5),W(5),pico(200),cte,
pmax,weight,cnoFRET,imp(4095),Gauss,Kernel,Userlf

DATA fdecay,my,distrb /35,40,50/

' 3 . !
NETTE (. YA/ Ay ) Ssuboretina E A KED S aeLonaga

WRITE (*, ' (/3%X,2AN)") 'gelecione o tipo de distribuicaoc: '

r[1] soma de gaussianas (2] outro !

READ (*, ' (Il) ') choiCe
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IF (choice.EQ.1) THEN

WRITE (%, * (/3% Ry

Digite o
Numero de pontos ¢ j :
. esejado (NG) :

T

WRITE (*, ' (/3%,A\) ")

g : i
Distancia minima da distrb. (GMNMX1): '

READ (& &) o

WRITE (*,! ! 'Di i
( (#3%,AN) ") Distancia maxima da distrb. (GMNMX2):

READ(*,*) rf

WRITE (*, ' (/3X,A\) ') 'Numero de picos:

READ{*, *) mpico

DO 12 g=1,npice
WRITE(*, " (/3%,&,12,B\)") 'Posicaoc do pico',q,' = '
READ ™) Bla)
WRITE (*," (/3% A,12,8\) ") "Largura do pieo'.q,! = '
READ(*o*) Lilg)
IF(npico.GT.1) THEN
IF(q.LT.npico) THEN
WRITE (*, ' (/3%X,3,12,A\)') 'Peso do pico',q,' =
READ(*, *) W(q)
ELSE IF(g.EQ.npico) THEN
weight=0
Bo 11 i=1,npica-l
weight=weight+w(i)
CONTINUE
W (npico)=1-weight

ENDIF



=0

ENDIF

112 CONTINUE

DO 13 h=1,np
r(h)=ri+(h—l)*(rf—ri)/(np—l)
s(h)zGauss(h,npico,r,P,L,W)

13 CONTINUE

ELSE IF(choice.EQ.2) THEN

OPEN (my, FILE="mydistrb.dat"')

h=1

eocf=0

DO WHILE(eof.EQ.O)
READ (my, ' (E10.4,2X,E10.4) ', IOSTAT=eof)
h=h+1

ENDDO

np=h-2

CLOSE (my)

ri=r(l)

rf=r (np)

ENDIF

OPEN(distrb,FILE='distrb.dat )

DO 14 h=1,np

WRITE(distrb,'(E10.4,2X,E10.4))

r(h);S(h)



14  CONTINUE

CLOSE (distrb)

WRITE (*, ' (/3X, 28\} 1)

& 1

1
Deseja
a 1nclui :
Uulr uma lmpureza?’,

(0]

READ(*, ' (I1)') noFRET

IF(noFRET.EQ.0) THEN

DO 15 j=1,4095

imp(3)=0

15 CONTINUE

ELSE IF {(neFRET.EQ.:1l) THEN

WRITE(*, ' (/3X,A,E10.4,A)")

'Tempo de vida da impureza

G6E2%Ec (31, !

WRITE (*, ' (/3X,BA\)') 'Coeficiente da impureza:

READ (*, *) cnoFRET

DO 16 3=1,40095

imp(j)=Userlf(j,tl,ercfcnOFRET)

16 CONTINUE

ENDIF

DO 18 h=1l,np

**6

cte=1+(c(1)/x (h))




17

=l

K(h,j)=Kernel(jlcte e
¢ f 1 C

WRITE (%, *) I, 5, Kk 3)

CONTINUE

18 CONTINUE

19

DO 20 j=1,4095

DO 19 h:zinp

Y(3)=¥(3)+ KN, 3) *s (h) +K (h=1,5) *& (h-1) } * (r (h) -z (h=1} } /2

CONTINUE

pe: 21 9=2,200

IF((y{3=1).LT.y(3)] -BND. (¥(3) .GT.y(j+1})) THEN

pico{i)=y{]j)
1=1%1

ENDIF

21 CONTINUE

2.2

IF((i-1).GT.1l) THEN
pmax=0
DO 22 j=1,i-1
IF(pico(j).GT.pmax) pmax=pico(])
CONTINUE
ELSE

pmax=pico (1)

ENDIF
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y (3} =y (3) *1.0E+04 /pmay

23 CONTINUE

OPEN(fdecay’FILE:'fdecay_dat.)

DO 24 j=1,4095

WRITE(fdecay,'(E10.4,2X,E10.4)r) £1090 il
24 CONTINUE

CLOSE (fdecay)
RETURN

END

= SUBROUTINE Output: gera o arquivo de entrada para o programa =

= CONTIN. i

SUBROUTINE Output

COMMON y,t,yl,tl,c,NY,INI,sml,np,ri,rf,noFRET

INTEGER NY,INI,sml,np,noFRET

REAL y(4095),t(4095),yl(4095),tl(4095),c(30),ri,rf
INTEGER i,j,out,nlife,nimp,NLINF

DATA out/25/

OPEN (out)
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&
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IF (noFRET.EQ. 1) THEN
NLINF=1

ELSE
NLINF=0

ENDIF

WRITE (out, 200)
FORMAT (
1%, *TEST DATA SET i
1X VTUNIT 198, ‘8., 7,
TR WTNTT TS L,
B NN T T

il A e b sl MR
A I REMNIMR Y B L e D
T, VGMNMX L. 5%, 128 BR.F10.2:/,
TR OVTOURDY 19K, T8 Tk

T8, VIGRTIR 19 s el

1% VEWT 2% 2 ety

1% UNENDZY R, VL 13K, N2
1% “MENDZ' 5%, 12 ,13K, "2, #;
1%, "NERFIT', 16X, '050.", /:

lX,'RUSER',SX,'4',9X,F6.2,/,

1X,'IUSER',5X,'2',13X,'1.',/,

NLINF,np,ri,rf,c(l),INI

(MOLECULAR DISTANCE DISTRIBUTION) ', /,

1%, ' ITUSER' Ex. PAT,13%, 0.1, 5K, [0l —s/backd, [1]=c/backg', /,

lX,'IUSER',4X,‘22',11X,I3,'.',5X,

nlife=c(3)

WRITE (out,201) 29,nlife

FORMAT(lX,‘IUSER‘,4X,I2,13X,Il, S

'indice do tempo inicial')

| n° de tempos de vida.

5%, 'no de tempos',



& ' de vidav)

PETTE (o, 202) 30, ¢ (2}

202 FORMAT (1X, 'RUSER"

,4X,12,9X,F6.3,5X,‘constante A')

B 11 a=1 nlife
WRITE (out, 203) 10 e 43y %

o BORMAT (1X, " RUSER® , 4%, 12,9%, F6.3, 5%, "7°. T1)

11 CONTINUE

WRITE (out, 204) 70,c(3+nlife+1)

204 FORMAT(le‘RUSER'14X:IZ;9X,F6.3,5X,‘Shift')

pE a2 =1 nlife
WRITE (out, 205) i+30+nlife,c((3+nlife+l)+i),1i
205 FORMAT (1X, 'RUSER', 4X,12,9%,F6.3,5X%,
& 'fator pre-exponencial ',Il)

12 CONTINUE
nimp=c((3+2*nlife+1)+1) ! n° de impurezas.

DO 13 i=1,nimp
WRITE (out, 206) i+50,c(((3+2*nlife+1)+l)+i),i
206 FORMAT(IX,'RUSER',4X,12,9X,F6.3,5X,
& 'tempo da impureza e )

13 CONTINUE

WRITE (out, 207)
207 FORMAT {

5 1%, "IFORMT',/;



1
]
E

- 116 -

& I5g, U (IRT e Ay
: 1X, 'IFORMY ', /,

& L Dol e o
& 1X, 'END')

WRITE (out, 208) NY-INI+]

208 FORMAT (1X, "NY', 4%, I5)

DO 14 3=INI,NY
WRITE (out, 208) t(j)
14 CONTINUE
Do 15 S=INI ¥
WRITE (out,209) y(j)
5 CONTINUE

209 FORMAT (E10.4)

CLOSE (out)

RETURN

END
C===:::==:::=====‘============== ——————
€ SUBROUTINE Sttstc: faz © calculo deo Chi-quadrado e dos residuos. =
C:====:=:—.=:_—:—_::—.:::—‘::'——'::::::::: —————

SUBROUTINE Sttstc
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12

L3

bl

ERMMONE iyl e, o, NY, TNT, am np

ri, rf, noFRET
INTEGER NY, INI, sm]

' IP, NOFRET

REAL y(4095),t(4095),y1(4095),t1(4095),c(

30N Tt
INTEGER j,n,p,stat

it
REA decaYrteXp(4095),yexp(4095),R(4095),w(4095),chisq,chisqr
DATA decay,stat /1, 60/

IF(sml.EQ.1) THEN

OPEN (decay, FILE="decay.dat ')

DO 11 j3=1,4095

READ (decay, ' (E10.4,2%,E10.4)") texp(j),yexp(j)

CONTINUE

CLOSE (decay)

DO 12 j§=INI,NY
R(j)=y(3)-yexp(])

IF(y(j).EQ.0) THEN

w(j)=0
ELSE
wigi=1rv )
ENDIF
CONTINUE
chisg=0

DO 13 j=INI,NY
chisq=chisq+W(j)*(R(j)**Z)

CONTINUE
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n=NY-INI+1

=D *
P 2 C(3)+NINT(C(3+C(3)+1)/(C(3+C(3)+1)+1_0E—-08) Yor

9 NINT(c(Z)/(c(2)+1.0E-08))

chisgr=chisq/ (n-p-1)

OPEN(Stat,FILE='fSttstc.dat')

WRITE (stat, ' (/2¥,A/)') 'Residucs:'
DO 14 §=INI,NY
WRITE (stat, ' (E10.4,2%,E10.4)") t1(3),w(3)*R(3)
14 CONTINUE
WRITE (stat, ' (/2X,A,E10.4)") 'Chi-quad red = ', chisqr

CLOSE (stat)

ENDIF

RETURN

END

: . = 1 3 ] r i
AL FUNCTION Gauss: cria 2 distribuicdo de distancias dada po
= RE :

uma soma normalizada de gaussianas.

i L, W)
REAL FUNCTION Gauss(h,nplco,r,P,,

INTEGER i,h,npico
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B RS ) s s
ot PL

PARAMETER (pi=3.141597¢5)

Gauss=0

DO 11 i=1,npico

Gauss=Gauss+6/(SQRT(g*pi)*L(i))*

EXP(—lB*((r(h)—P(i))/L(i))**Z)*W(i)
11 CONTINUE

IF({(Gauss) .LT. (1.0E-08)) Gauss=0

END
sz::::=:===::===:::::==:==:::::===============:::::iﬂ:::::::::z:::::::::
C= REAL FUNCTION Kernel: executa a integral de convolugdo entre o =
C= perfil da lampada (yl(t')) e o decaimento =
C= fluorescente (y(r,t-t')). =
C::::::::::::::::::‘::_':=====_":=:======‘.:=’:__-======:===========:==£=======:====

REAL FUNCTION Kernel(j,cte,tl,yl,c)

INTEGER j,i,g,m

REAL y1(4095),t1(4o95),c(30),f(j),cte

Kernel=0
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DO 11 g=1,c(3)

f(i)=f(i)+c(3+c(3)+1+q)*

& EXP (- ;

“ete/c(3+q))

11 CONTINUE
EliA=T (i) tel2y

12 CONTINUE

IF(j.GE.2) THEN
DO 13 m=2,5
Kernel:Kernel+(yl(m)*

; £(m) +yl(m-1)*£(m-1))*1/2

13 CONTINUE

ENDIF

IF(Kernel.LT. (1.0E-08)) Kernel=0

END

REAL FUNCTION Userlf: executa a integral de convolugdo

perfil da lampada e © decaimento

réforo doador (impureza).

entre o

do fluo- =

REAL FUNCTION Userlf(j,tl,yl,c,cnoFRET)

INTEGER i,J,m

SR tl(4095)’yl(4095),0(30),fimp(j).cnoFRET

~r
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Usexrl£=0

DO 11 i=1,j

fimp (i) =cnoF W0
OFRET EKP(‘(tl(j)qtl(i})/C(6+2*C(3)))
11 CONTINUE

IF(1.GE.2) THEN

DO 12 m=2,j

Userlf=Userlf+(yl(m)*fimp (m)+yl(m-1)*Fimp(m-1))*
& 1/2

182 CONTINUE
ENDIF

IF((Userlf).LT. (1.0E-08)) Userlf=0

END

T <l

E. Breve Estudo da Integral / = j:: 1{w) sen” -

A fungao

i

-}
(Upk - |t

™~

do .

(E.1)
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¢ fortemente conc
en
rada em torno de @ =
=w,, sendo conhecida por

possuir 0 comportamento de ym delta de Dira (pr —w)f
C, & ——2—] Uma propriedade

importante de ¢(») corresponde 3 filtragem de f(w)
L (o= €2

Vamos primeiramente analisar a integral abaixo:

o

sen’ x
J g, (E.3)

2

O integrando da eq.(E.3) é uma fungo par; logo:

'Tsenz_\‘ s (E.4)

dy = —
2

2
sen X  perivando-a e posteriormente
X

Seja agora a funcdo fx)=

integrando-a ao longo do intervalo ]O,+oo[ temos

sen'x o _ jSenJ’ dy (E.5)

+0
=

x &

2x 0+

i

2
x
2 senzx N SOl i _[ >
Ii[sen ’\)dx 2 j (v(?.dx) I : % oy

X 04

dx

04

~r



=)

Vamos consi
iderar agora g integral complex
a

- CJG— dz
(E.B)

i~ I 14 m ex()
iz

(fig.(E.1)), tal que S
nalitica dentro e ao longo desta curva. Pelo Teorema de

iz

dz=0.

Cauchy, temos que cch

7
&

['=C,+C+Cy+C,

Fig.(E.1). Caminho de integraggo I no plano complexo.

Podemos dividir a eq.(E.6) nas partes

TRl iz Rt L\ E7
£ jf—clz+ I -—-Cb»+ J'—#dz— (E.7)

—R—-n 2 C, 2 r—0+

Ao reescrever a equagao acima, obtemos:

B L e
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sy
R ix —ix

e T, e A R'—)+m
. e Senx
X I dx —_ = _1_

=0+

X 2i

r—=0+

Vamos calcular a integral J'__eiz d
o
7

G

Z r0+ re

(8] 4

e o et ;
J— gz = i J‘e . [%(r@”’ d@i‘ = Iiron ije""'”d@ = iojdé?

Segue agora a demonstragdo de que .[E;(ZZ—>O. Em

i

polares, temos

N

lim ile'®" de

e Lideil g i
J e ,{l_’fl J‘;em L—;é(Re O)dOi\ =

@ 2 R+ O
Em modulo, vale a desigualdade
J‘e'ﬂem df do | < _ﬂ piiEdp —
0 0
L o %
L \ eiRcosO—RscnO C/Q e je-Rsenﬂ d@ =) je—rscnOdQ
0 0

0

sent

e )

No intervalo ]0,%] a fungdo —,

intervalo vale a desigualdade

(E.8)

= —iz (E.9)

coordenadas

(E.10)

(E.11)

estritamente decrescente. Logo, nesse



=I5

sen@ _ sen®,
0 = %_ <  sen@ gzﬁ
. i (E.12)
Assim:
‘]G-Rscu()dg - -/'2[ g 10 T
: = e — i = R

5 ; 2R i-e) 2 0 (zero) (E.13)
Portanto:

er’:

JT‘/‘":O (E.14)

Iy je“’{/ () dz (E.15)

onde C,€ um semicirculo de centro na origem e raio R. O Lema de
R

Jordan, que citamos a segulir, estabelece condicdes suficientes para que a

e l i C =Z= Rem 3
integral da eq.(E.15) tenda a z€ro oM E 3w Selam r=l € C

ja regular nesse
0<d<zno semiplano superior Suponhamos que f seja reg

R . Entéo
e que o maximo G(R) de lf(z)l para z em C, tenda a zero com e

I, >0 comR—>®"
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Portanto, as egs. (E.9, E.13) determinam g eq.

(E.8):
“rsenx 1
e = |y s
(i o 2,;( im+0) = 5 (E.16)
Provamos, assim, que
Jsen; i
Uy 2
Para x = x(@) = (o, —w)%, temos
Senz\i(w —a))L—J
‘rsen’x i 0 2 . A (E-17)
f X de = jqﬁ(w)dm = g = :
Sy ks

J {(ﬂ)o _w)r;]’

Z

No nosso caso (fig.E.2), estimamos ¢ =10" s (ordem de grandeza do

2w

a molécula aceitadora) e @, = o

6,283-10" rad/s
tempo de excitagdo p — k d /

[ iagéo
(onde A =300 nm, que corresponde ao comprimento de onda da radiag
Lo ]

() & ilustrado na fig.(E.3).

incidente do laser). O comportamento de ¢
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Ofeorrate e
(Dipolo heraia e
no) ; (Sistema quantico) .
N S C S
) 5
Ml \",‘
/ \ ' —_—
1 — p
Campo_ elétrico Campo elétrico
do feixe de do dipolo
laser

hertziano

Fig.(E.2). Processo de excitagao da molécula doadora através de FRET.

10
09
08
07-
06

05-

0 ()

04

0.3

02+

0.1+

i 1

| AR T
o 631 62

|
624 625 626 627 628 629 6
w(10°rads)

2

-12
_ 6283-10" radfs e 1=10

Fig.(E.3). Grafico da fungao ¢(a)) para @,

a
Os zeros da fungao #(w) ocorrem par
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((u0 = (u)i =nrx 2
9 p= (g(n)= o, nmw

nich (E.18)

A largura Ae do pico principal é dada por

Aw = (z)(—l)—-(g(+1)= ﬂz_
{ (E.19)

Dessa equacao obtemos Aw =1,25-10" rad/s.

E interessante obter a equagio AA(Aw), que da a variagdo de 4 com Aw.

Da eq.(E.18) obtemos:

l(n) . Ay { n

2c Qme 2 nm 1
= o An)= (E.20)

1 1 (E.21)

Através dessa equagao estimamos que AA(1,25-107 rad/s)=2,00-10"" m.

umas unidades de

Caso a funcdo [(w) varie pouco num intervalo de alg

angstrom, a integral
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e e P

ido 3 fi ; indice de
assume o valor ] = f(a),,k) devido a filtragem. Esse ¢ o caso do in

, s * de
refragéo n(w), contido na eq. (3.1.1.1.2), que da a probabilidade |a, ()|

transigdo eletrénica p — k& por FRET da molécula doadora:

(E.23)
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