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Resumo

Apresentamos os resultados de estudos sobre a utilizagao de técnicas baseadas no
fenémeno de fluorescéncia para a investigagdo de processos relacionados a membranas
modelo. Nessa investigacdo, estio envolvidas medidas de propriedades espectrais de
absor¢ao e emissao de luz por cromoéforos adequados, determinagao experimental de
perfis de decaimento temporal da fluorescéncia e correlagio temporal de emissio
fluorescente, bem como a utilizacio apropriada de metodologias para analise e
interpretacao dos dados experimentais.

Foram utilizados diversos compostos que apresentam absor¢io e emissao na
regido ultravioleta/visivel, como as sondas lipofilicas 2-Amino-N-hexadecil-benzamida
(Ahba), 6-lauryl-2-dimethylaminonaphthalene  (Laurdan), N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazol-4-yl) (NBD), em diferentes condi¢oes: meio aquoso homogéneo, suspensoes de
micelas de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Cetyl-trimethyl-ammonium-bromide (CTAB) e
3-(Dodecyl-Dimethyl-Ammonio)-propane-sulfonate (DPS) e vesiculas de fosfolipidios,
como o 1,2-Dimyristoyl-s#-Glycero-3-Phosphocholine (DMPC), o 1,2-Dimyristoyl-sz-
Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)| (Sodium Salt) (DMPG) e o 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sz-
Glycero-3-Phosphocholine (POPC).

Supressores alquilpiridinios de diferentes comprimentos da cadeia alquila e,
portanto, diferentes afinidades por agregados anfifilicos, foram utilizados em
experimentos de supressio da fluorescéncia da sonda Ahba. Usando o formalismo que
descreve fenomenos de supressio dependente de colisdes entre fluoréforo e supressor,
observamos que as taxas de supressao sao maiores em presenca de agregados anfifilicos
carregados negativamente: micelas de SDS e vesiculas de DMPG; em micelas gwiterionicas
o processo é mais eficiente quando a hidrofobicidade do supressor é grande, o que ocorre
quando a cadeia alquila é mais longa.

Realizamos experimentos de transferéncia de energia por ressonancia de Forster
(FRET) onde o grupo fluorescente da sonda lipofilica Ahba atuou como doador. Como
aceitadores utilizamos os compostos Acridina Laranja, N-(2,4,dinitrofenil)-etilenodiamina
(Eddnp) e o NBD ligado a fosfolipidios. Fizemos uso do programa CONTIN para
analise de dados experimentais de perfis de decaimento da fluorescéncia em sistemas em

que ocorre transferéncia de energia e obtivemos distribuicbes de distancias para os pares



Ahba/Eddnp e Ahba/NBD-fosfolipidios na presenca de vesiculas de fosfolipidios. Para
este dltimo par, verificou-se que a distribuicao de distancias depende da temperatura do
sistema, ou seja, da fase da bicamada, da concentracdo de aceitador e da posi¢ao onde o
NBD esta ligado ao fosfolipidio.

Analisamos a utilizacio da sonda Laurdan em presenga de vesiculas de DMPC e
POPC, em experimentos de espectroscopia de correlagao de fluorescéncia. Embora tenha
apresentado sinal elevado de fluorescéncia, a sonda é fotodegradavel. Os mesmos
experimentos de correlacdo de fluorescéncia foram realizados com o Ahba que, apesar de
ter se mostrado bastante fotoestavel, revelou niao ser uma sonda adequada para uso em tal
técnica. O espectro de excitagdao a dois fétons foi obtido para esta sonda, com maximo de
absor¢io em 695 nm. Em experimentos de microscopia de fluorescéncia, o Ahba
mostrou ser um bom marcador fluorescente para membranas lipidicas, ao possibilitar a

aquisicao de imagens de fluorescéncia de vesiculas gigantes marcadas.



Abstract

In this work we showed results from studies about the use of fluorescence
spectroscopy techniques as a tool to investigate amphiphilic aggregates, used as a model
of the cell membrane. We performed measurements on the spectral properties of light
absorption and emission of adequate chromophors, registered the experimental time-
resolved decay of fluorescence and time correlated fluorescence emission of the probes
and used also adequate methodologies for the analysis and interpretation of experimental
data.

Several compounds presenting absorption and emission in the UV /visible spectral
range were employed: the lipophilic probes 2-Amino-N-hexadecil-benzamida (Ahba), 6-
lauryl-2-dimethylaminonaphthalene  (Laurdan),  N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)
(NBD), in different environment: homogeneous aqueous medium, micelles of surfactants
like Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Cetyl-trimethyl-ammonium-bromide (CTAB) and 3-
(Dodecyl-Dimethyl-Ammonio)-propane-sulfonate (DPS) and phospholipid vesicles of
1,2-Dimyristoyl-s#-Glycero-3-Phosphocholine  (DMPC),  1,2-Dimyristoyl-s#-Glycero-3-
[Phospho-rac-(1-glycerol)] (Sodium Salt) (DMPG) and 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-s#-Glycero-3-
Phosphocholine (POPC).

Alkyilpyridinium  halides with different alkyl chain length were employed
fluorescence quenchers of the Ahba probe. Using the Stern-Volmer model to describe the
quenching phenomena dependent on fluorophor/quencher collision, we observed that
higher quenching rates were obtained in the presence of negatively charged amphiphilic
agregeates: SDS micelles and DMPG vesicles; in the presence of zwitterionic vesicles the
quenching efficiency was more efficient when the quencher hydrophobicity was high
(long alkyl chain).

We performed Forster resonance energy transfer (FRET) experiments where the
fluorescent moiety of the probe Ahba was the energy donor. As acceptors molecules we
used Acridine Orange, Ethylene-diamine-dinitrophenyl (Eddnp) and NBD-labeled
phospholipids. The computational package CONTIN was adapted to analyze the
experimentally obtained fluorescence decay profiles of the donor in the presence of the
acceptot, in order to determine the distance distribution between the Ahba/Eddnp and

Ahba/NBD-phospholipids paits in the presence of lipid vesicles. For the Ahba/NBD



pair, the distances were dependent on the temperature of the system (or the phase bilayer
behavior), the acceptor concentration and the NBD position in the phospholipid.

We observed that the Laurdan probe can be used in studies about DMPC vesicles
diffusion using fluorescence correlation spectroscopy techniques. Investigation about the
use of the probe Ahba with this technique had shown that its maximum absorption for
two photon excitation occurs near to 695 nm, but it is not an appropriated probe to FCS
experiments due to its very low brightness. On the other hand, Ahba can be used as a
membrane fluorescent label in membrane fluorescence microscopy, as we can see in the

fluorescence imaging experiments with giant vesicles labeled with Ahba.
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1. Introducédo 13

Capitulo 1: Introdugio

A membrana plasmatica em uma célula é de fundamental importancia para a sua
existéncia e seu funcionamento, regulando a entrada e saida de ifons, permitindo ou
proibindo a passagem de proteinas ou polipeptideos, enzimas, hormonios e outras
macromoléculas. Considerando a complexidade de uma membrana natural, ¢ importante
descobrir tanto a afinidade de varias moléculas por diferentes tipos de agregados
anfifflicos (utilizados como modelos de membrana lipidica) como a natureza das
modifica¢oes que ambos, molécula e agregado, sofrem ao interagirem entre si.

Através de técnicas experimentais envolvendo o fenémeno da fluorescéncia,
estudamos interagoes entre moléculas especificas e agregados anfifilicos e intera¢des de
diferentes moléculas entre si, mediadas pela presenca de agregados anfifilicos e

mostraremos neste trabalho, os resultados obtidos.

1.1 Fluorescéncia em Biofisica

Diversos processos e sistemas de interesse biolégico envolvem moléculas que
absorvem e emitem radiacdo na faixa UV-visivel. O tempo caracteristico envolvido no
processo de emissao fluorescente, da ordem de 109 s, é compativel com eventos
relacionados a interacio com o meio circundante, tornando as técnicas de fluorescéncia
particularmente atraentes para o estudo de diversos fenomenos relacionados as
propriedades biofisicas de moléculas bioloégicas!?. Experimentos de fluorescéncia no
estado estacionario dio informagoes sobre posicio espectral das bandas, rendimento
quantico dos fluoréforos e anisotropia estatica e medidas com resolucio temporal
fornecem perfis de decaimento da intensidade e da anisotropia de fluorescéncia. Esses
dados dependem das interagdes com o meio, que resultam em duas classes de efeitos:
efeitos gerais de solvente, descritos por grandezas macroscopicas como constante
dielétrica, polaridade e indice de refragao, e efeitos especificos oriundos de interagdo com
espécies presentes no meio como prétons (efeitos de pH), ions ou outros grupos
moleculares. Alteragoes na fluorescéncia também podem ser moduladas por fatores ainda
mais gerais como os efeitos térmicos e de mudangas na viscosidade do meio ou na
concentrac¢ao de fons (forca idnica).

Uma ferramenta muito utilizada no estudo da fluorescéncia em sistemas biologicos

¢ a supressio da fluorescéncia. Este fenomeno envolve qualquer processo que diminua a
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intensidade de fluorescéncia de uma amostra. Uma variedade de interagoes moleculares
pode resultar em supressio, como reagoes de estado-excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, forma¢ao de complexo no estado fundamental e supressio por
colisdes com moléculas do solvente ou moléculas supressoras especificas.

A supressio pode ser (1) colisional (chamada dinamica), no caso em que o
fluoréforo no estado excitado colide com o supressor, decaindo para o estado
fundamental sem a emissao de fluorescéncia, ou (2) estatica, onde ocorre a ligagao entre
fluoréforo e supressor, formando um complexo nao fluorescente. Ambos os processos
requerem contato molecular entre o fluoréforo e o supressor; essa necessidade de contato
resulta em varias aplicages da supressao, como por exemplo, a obtencao de informagoes
acerca da acessibilidade de fluoréforos a determinados supressores localizados em sitios
especificos de uma proteina ou no interior de uma bicamada lipidica.

Experimentos de supressio em membranas lipidicas permitem determinar a
particio de supressores na membrana, a acessibilidade de sondas a supressores
lipossolaveis e aquossoluveis, a localizacao de sondas em relagao a interface lipidio-agua e
também a medida do coeficiente de difusao lateral.

Outra ferramenta poderosa utilizada no estudo de propriedades estruturais
estaticas e dinamicas de macromoléculas em solucio ¢é a transferéncia de energia por
ressonancia de Forster (FRET). Este fenomeno caracteriza-se pela transferéncia de
energia de um fluoréforo doador para um cromoéforo aceitador, através de interagoes
dipolo-dipolo de longo alcance, que ocorrem num intervalo de 10 a 100 A, comparavel as
dimensoes de muitas macromoléculas biologicas.

Forster? tratou este processo e mostrou que a taxa para a transferéncia de energia
depende principalmente da superposicao entre os espectros de emissao do doador e
absor¢ao do aceitador, da orientagdo relativa dos dipolos de transicaio do doador e do
aceitador e da distancia entre as duas moléculas. A taxa para o decaimento por
transferéncia de energia é da ordem da taxa para o decaimento por fluorescéncia;
portanto, a transferéncia de energia pode suprimir a fluorescéncia.

O fenémeno de FRET ocorte mesmo que os pares doador/aceitador nao fagam
parte da mesma molécula, bastando que estejam em concentrac¢ao alta o suficiente para ter
uma distancia intermolecular dentro do intervalo para o qual é valida a formulagdo de

Forster.
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A dependéncia com a distancia faz com que a transferéncia de energia seja utilizada
para medir a distancia entre doador e aceitador, permitindo, por exemplo, a medida da
distancia entre determinados sitios de peptideos e proteinas, utilizando sondas
fluorescentes intrinsecas ou extrinsecas. Considerando pates doador/aceitador livres em
meio homogéneo ou na presenca de agregados macromoleculares, ¢ possivel também a

obtencao de uma distribuicdo de distancias entre o par.

1.2 Fluorescéncia e agregados anfifilicos

Agregados de moléculas anfifilicas, como fosfolipidios, tém sido utilizados como
modelos para estudos de membranas biolégicas. Dada a complexidade da membrana
natural, o estudo com sistemas simplificados como vesiculas de fosfolipidios pode
fornecer informagoes relevantes para a compreensao de fenomenos relacionados a
membrana celular.

Métodos baseados em fluorescéncia desempenham um papel importante na
elucidacao da estrutura de membranas lipidicas uma vez que sio sensiveis, versateis e, o
mais importante, bastante apropriados para monitorar a dinamica de moléculas bem
como sua organizacdo em diversas escalas de distancias. Medidas de supressio de
fluorescéncia e de FRET oferecem meios para a investigacdo das relagoes espaciais entre
moléculas, num intervalo de distancias que vai de alguns décimos de nanémetros até
dezenas de nanometros. Hssas escalas de distancias sio extremamente relevantes para
monitorar as interacGes moleculares.

A técnica de FRET se tornou uma ferramenta importante para a analise das
interagoes entre macromoléculas bioldgicas*’ e também para estudo das aplicacGes
biologicas de biosensores®. Diversos procedimentos tém sido descritos para a medida da
eficiéencia da transferéncia de energia ou da quantidade relativa de complexos
doador/aceitador, baseados na analise do tempo de vida de fluorescéncia do doadot?!1> ou
na resolugao espectrallo-21,

Estudos conformacionais em peptideos empregam esta metodologia na
determinacdo de distancias intramoleculares. Ligado a peptideos, o acido orso-
aminobenzdico (0-Abz), por exemplo, tem sido empregado, juntamente com a molécula
de N-(2,4,dinitrofenil)-etilenodiamina (Eddnp) ligada ao terminal carboxila do mesmo

peptideo, em estudos sobre a atividade de enzimas proteoliticas®>-2>.



1. Introducédo 16

O par doador-aceitador interage por processos de transferéncia de energia,
permitindo a determinacdo de distancias intra-moleculares bem como a realizagdo de
estudos sobre a dinamica conformacional de bradicininas?® e sobtre alteracoes

conformacionais em peptideos em interacao com heparinas?’. Também o 0-MSH e seu

analogo mais potente (NDP-otMSH), marcados em seu terminal amino com o grupo Abz,
foram estudados, observando-se a transferéncia de energia do residuo Trp para o Abz,
que atuou como aceitador. A distribuicdo de distancias é bastante ampla para o hormoénio
nativo em solugdo, indicando flexibilidade em sua estrutura, enquanto que seu analogo
mostrou uma estrutura mais compacta, apresentando trés populagdes de distancias bem
definidas?®.

Neste trabalho, utilizaremos FRET para pares doador/aceitador em presenca de
membranas modelo. Na literatura, ha estudos sobre FRET entre moléculas interagindo
com sistemas micelares®>3? e, principalmente, com membranas fosfolipidicas3!.
Fosfolipidios marcados com sondas fluorescentes podem atuar como doadores ou
aceitadores de energia, obedecendo ao modelo de Forster. Os marcadores fluorescentes
sao ligados covalentemente ao fosfolipidio, em diferentes posicoes da cadeia de acidos
graxos, ou mesmo a cabega polar, permitindo a localiza¢ao em diferentes profundidades
da bicamada lipidica. A alta sensibilidade da técnica de FRET em nanoescalas ¢ usada
também em estudos de polidispersao e de empacotamento de dominios em membranas
lipidicas®’, mostrando que o tamanho de tais dominios lipidicos, bem como seu grau de
ordenamento,  podem  ser  determinados com = exatiddo  significativa’3-3.
Microheterogeneidades em membranas lipidicas?*-38, dimensdes de dominios
lipidicos?237:39:40 e comportamento de fase*!*3 sio caracteristicas que tém sido
amplamente estudadas por FRET, além de interagdes entre a membrana e peptideos ou
proteinas*+47,

Outra técnica que tem sido amplamente utilizada em estudos envolvendo
membranas lipidicas é a Espectroscopia de Correlagio de Fluorescéncia (FCS); ¢ um dos
diferentes modos de anilise de biomoléculas (em concentragdes extremamente baixas)
com alta resolugao espacial e temporal. Nesta técnica, o parametro primario de interesse
nao ¢ a intensidade de emissao em si, mas sim as flutuagdes espontaneas na intensidade. A

técnica determina diretamente concentracoes locais, coeficientes de mobilidade e
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constantes caracteristicas de taxas de reacOes inter/intramolecular de biomoléculas
marcadas com sondas fluorescentes em concentracoes da ordem de nanomolar.

Devido a quantidade de moléculas e macromoléculas presentes em membranas
naturais e no ambiente ao redor destas, as flutuagdes no sinal de fluorescéncia nio podem
ser atribuidas a uma tunica populacio de moléculas fluorescentes, comprometendo a
qualidade do sinal e interpretagdio dos resultados; outro ponto relevante ¢é o
fotoclareamento, frequientemente observado em experimentos envolvendo microscopia
de fluorescéncia: devido a quantidade de moléculas presentes nas membranas naturais, sua
difusdio é mais lenta e ha ainda a formacio de complexos macromoleculares que
permanecem praticamente imoveis na superficie lipidica. A baixa mobilidade dessas
moléculas faz com que permanecam mais tempo no volume focal, sob irradiacio,
causando assim a sua fotodegradacdo e, consequentemente, o fotoclareamento da
imagem.

Diante disso, modelos de membranas celulares (vesiculas de fosfolipidios) sao
ideais para serem estudados em experimentos de FCS, pois esta técnica envolve
microscopia de fluorescéncia. Em membranas modelo, podemos escolher qual fluoréforo
queremos observar e as intera¢oes entre moléculas se tornam controlaveis. Comumente
sao usadas membranas do tipo unilamelares gigantes (GUV), observaveis ao microscopio.
Estudos em sistemas como esse sio feitos principalmente para monitorar o deslocamento
lateral de proteinas ou macromoléculas fluorescentes sobre a membrana lipidica*, bem
como a formagdo de dominios lipidicos*->!. Em estagio sanduiche realizado no exterior,
foram realizadas medidas de espectroscopia de correlagdo de fluorescéncia de diversos

fluoréforos, livres em solugdao e em presenca de micelas e vesiculas do tipo LUV e GUV.

1.3 Objetivos
Diante do exposto, exploramos técnicas baseadas no fendmeno de fluorescéncia
para o estudo de processos relacionados a membranas modelo. Agregados moleculares e
sistemas auto-organizados foram investigados através da medida de espectros de absor¢ao
e emissao e perfis de decaimento da fluorescéncia de sondas lipofilicas como Ahba,
Laurdan e NBD-fosfolipidios em diferentes condi¢des (tampao, micelas, vesiculas).
Explorando técnicas baseadas nos processos de supressio colisional (utilizando

supressores alquilpiridinios) e transferéncia de energia (doador: Ahba; aceitadores:



1. Introducédo 18

Acridina Laranja, Eddnp e NBD) determinar a localizagdo das sondas em micelas e
vesiculas e monitorar interacoes peptideos marcados/vesiculas com sondas lipofilicas.

Fazendo uso do programa CONTIN, que recupera distribui¢bes de distancias a
partir de perfis de decaimento da fluorescéncia em sistemas em que ocorre transferéncia
de energia, determinar distancias entre moléculas inseridas em membranas lipidicas.
Monitorar parametros de difusdo em ligacoes fluoréforos-vesiculas por espectroscopia de
correlagao de fluorescéncia e, através de imagens de fluorescéncia, estudar a aplicagao do
Ahba como marcador fluorescente para membranas em microscopia de fluorescéncia
com excitacao a dois fotons.

O capitulo 2 desta tese trata da descricio das principais técnicas experimentais
utilizadas no desenvolvimento de todo o trabalho: fluorescéncia com resolugao temporal,
espectroscopia de correlagao de fluorescéncia, excitagao a féton unico e excitagio multi-
fétons. Sao descritos ainda os modelos tedricos aplicados na analise dos dados: modelo de
Stern-Volmer para supressio de fluorescéncia; formalismo de Forster para transferéncia
de energia por ressonancia (FRET); funcionamento do programa CONTIN, utilizado
para gerar fungoes de distribuicao de distancias.

No capitulo 3, é feita a descricdo dos equipamentos utilizados e dos compostos
fluorescentes e agentes supressores. E discutida a preparagdao das amostras e a montagem
dos experimentos.

No capitulo 4 ¢ feita a discussdo e apresentagao dos resultados obtidos. Neste
trabalho, mostramos resultados de medidas realizadas com a sonda fluorescente Ahba (2-
Amino-N-hexadecil-benzamida) em interacao com supressores de fluorescéncia da familia
dos alquilpiridinios e com grupos aceitadores de energia como a Acridina Laranja, o
Eddnp puro e ligado a peptideos e o NBD (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) ligado a
fosfolipidios. Os alquilpiridinios, dependendo do tamanho de sua cadeia alquila, tém
afinidade por macromoléculas hidrofébicas. Atuam como agentes supressores da
fluorescéncia do Ahba, sobretudo quando em presenca de agregados anfifilicos. O NBD ¢
um cromoéforo fluorescente, que absorve energia na mesma regido espectral onde se
observa a emissio fluorescente do Ahba. Ligado covalentemente a diferentes
fosfolipidios, em diferentes posi¢oes da cadeia de acido graxo ou mesmo na cabeca polar,

garante diferentes localizacGes (em relacio a profundidade) em uma bicamada lipidica,
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constituindo assim um aceitador interessante, sendo usado com o doador Ahba em
experimentos de FRET.

Experimentos de supressaio da fluorescéncia do Ahba pelos compostos
alquilpiridinios mostraram que os supressores (carregados positivamente) interagem
fortemente com agregados anfifilicos carregados negativamente: micelas de SDS e
vesiculas de DMPG; em micelas de SDS as taxas de supressio de fluorescéncia foram
bem maiores que aquelas obtidas em DMPG, devido a maior proximidade entre
fluoréforo e supressor.

Os experimentos de FRET mostraram que existe a transferéncia de energia entre o
Ahba e os aceitadores Acridina Laranja, Eddnp e NBD. A funcio de distribuicio de
distancias foi obtida para os pares Ahba/Eddnp e Ahba/NBD-fosfolipidios. Para este
ultimo par, verificou-se que a transferéncia de energia varia com a temperatura do sistema
(mudanga de fase das bicamadas de fosfolipidios), com a concentra¢ao de aceitador e com
a posi¢ao onde o NBD esta ligado ao fosfolipidio.

Foi obtido o espectro de excita¢ao a dois fétons para o Ahba, resultando em um
maximo de absorcdo por volta de 695 nm; para a excitacdo linear (um féton), o maximo
de absor¢ao do Ahba ¢ observado em 335 nm em solugdo aquosa e 325 nm em etanol®2.

Foram realizadas ainda medidas da correlacio de fluorescéncia de sondas como o
Laurdan e a Rodamina 6G, em laboratério com instrumentos e técnicas avancadas em
espectroscopia de fluorescéncia. No mesmo laboratério, foram obtidas imagens de
fluorescéncia onde o Ahba atua como marcador fluorescente para membranas lipidicas.

Finalmente, o capitulo 5 traz as conclusoes resultantes do trabalho e o capitulo 0,
as referéncias bibliograficas. No apéndice A mostramos a dedu¢io da equagdo de

autocorrelacao ajustada as curvas obtidas em experimentos de correlacio de fluorescéncia.
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Capitulo 2: Técnicas Experimentais

2.1 Fluorescéncia com Resolugio Temporal!

O tempo de vida de fluorescéncia de uma substancia geralmente representa um
valor médio de tempo que a molécula permanece no estado excitado antes de retornar
para o estado fundamental. Medidas do tempo de vida sdo freqiientemente necessarias na
espectroscopia de fluorescéncia. Esses dados podem revelar a taxa de transferéncia de
energia e a taxa de reagOes no estado excitado. A natureza precisa do decaimento
fluorescente pode revelar detalhes sobre as interacdes dos fluoréforos com sua
vizinhanca.

Medi¢bes do tempo de vida fluorescente sdao dificeis, pois esses tempos se
encontram tipicamente na faixa de nanosegundos, fazendo-se necessirio o uso de
dispositivos eletronicos de alta velocidade e detectores adequados. Existem trés métodos
amplamente usados para medir tempos de vida de fluorescéncia: o método de pulsos, o
método estroboscopico e o método harmonico ou de modulagao de fases. No método de
pulsos, que utilizamos neste trabalho, a amostra ¢ excitada com um breve pulso de luz e é
medido o intervalo de tempo transcorrido entre a absor¢ao e a emissao do pulso de
fluorescéncia.

Na excitagio de um fluoréforo com um pulso de luz infinitamente curto,
resultando em uma populacio inicial (INg) de fluoréforos no estado excitado, a taxa de

decaimento da populac¢io inicialmente excitada é:

WD -y 4N 2.1)

onde N(?) ¢ o nimero de moléculas excitadas em um tempo 7 seguinte a excitagao; Y é a
taxa emissiva, e £ ¢ a taxa de decaimento nao radiativo. Lembrando que N(?) = Ny em 7 =

0, a integracao da equagdo (2.1) fica:

-t

N()=Nse* (2.2)
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onde 7= (y+ k)7 ¢ o tempo de vida do estado excitado. Como conseqiiéncia, esperamos
que a intensidade de fluorescéncia F(?), que é proporcional a populagio no estado
excitado [F(t) = YN(t)], decaia exponencialmente.

O tempo de vida também pode ser considerado o valor médio de tempo que um

fluoréforo permanece no estado excitado. Essa média ¢ dada por:

D 4N (1)
<t >= W (23)

Para um grande nimero de fluoréforos e pequenos intervalos de tempo, essa soma

fica:
J'OtN(t)dt _ _[0 te © dt

Nor [ora >

<t >=

O denominador € igual a T. Seguindo com a integragdo por partes, o numerador é

igual a T2 Dal, para um decaimento exponencial, o tempo médio que um fluoréforo

permanece no estado excitado ¢ igual ao tempo de vida:
<f>=7 2.5)

E importante notar que a equacdo (2.5) nao é verdadeira para leis de decaimento
muito complexas, tais como decaimentos multi-exponenciais ou ndo-exponenciais. Na
maioria das vezes, os decaimentos observados sio multi-exponenciais, sendo ajustados

por uma soma de exponenciais do tipo:

t

F(1) = Zaie? 2.6)

onde Ti é o tempo de vida da componente 7 do decaimento e O o correspondente fator

pré-exponencial. Assim, o tempo de vida médio ¢ dado por:
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>z

i

St 2.7)

<T>=

2.2 Analise do Decaimento da Intensidade da Fluorescéncia!

O objetivo de se medir os perfis de decaimento da fluorescéncia é determinar a
fungao F(t). Tal objetivo seria plenamente atingido, caso a excitagao se desse através de
um pulso infinitamente estreito, ou cuja largura fosse muito menor do que o tempo de
decaimento da amostra. Infelizmente a largura dos pulsos freqiientemente é comparavel
aos tempos de decaimento. Devido a largura do pulso de excitagiao, o tempo zero nao é
definido, de forma que niao podemos simplesmente encontrar o ponto 1/e para
determinar os tempos de vida. Além do mais, a emissao dos compostos aqui estudados
nio ¢ muito bem representada por um decaimento mono-exponencial, limitando o
significado do ponto 1/e.

Geralmente, mede-se a distribuigao temporal I.(2) do pulso em uma experiéncia
separada. O sinal detectado como pulso de excitagio é chamado IRF (instrument
response function) e é obtido a partir de uma solugdao espalhadora de luz. Podemos

considerar o pulso de excitagdo como um grande nimero de pulsos estreitos a cada

tempo #4, com larguras iguais A7 onde A7 ¢ muito menor do que o tempo de decaimento

observado. Cada pulso individual gera outro pulso como resposta:
Ri () = L(t;)AF(t—1;) (t>1) (2.8)

O tempo (¢ — #) serve para nos lembrar que o tempo de decaimento ¢é relativo em
relagdo ao tempo da excitagao, que é #. Para 7 < #, subentende-se que R,(#?) = 0. O total do

decaimento ¢ somado sobre todos os pulsos:

1=t;

R(t,) = L(t— @)F (1) ApL (2.9)

onde i = ¢— #. Conforme Af tende a zero, tal soma torna-se uma integral de convolugio:

R(t)= [ L(t— ) F(p)dp (2.10)
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O trabalho, agora, ¢ determinar F(l1) através da deconvolucio de tal integral, onde

sao conhecidos R(?) que representa o decaimento experimental e L(~4) que ¢ a IRF. O

ajuste de F(?) aos dados experimentais ¢ feito através do método de minimos quadrados.

2.3 Transferéncia de Energial

Em moléculas fluorescentes, parte da energia luminosa absorvida ¢ liberada através
da emissao de fotons. Alguns processos, que ocorrem no intervalo de tempo entre a
absor¢ao e a emissdao, podem alterar o espectro de fluorescéncia. Um destes processos é
conhecido como Transferéncia de Energia. Em tal processo, a energia absorvida por um
dado cromoéforo, chamado de doador (d), é transferida, sem a emissdo de fétons, para
outro cromoforo, chamado de aceitador (a). Esse fenomeno pode ser intramolecular,
quando ha um grupo separador entre o grupo doador e o grupo aceitador, ou pode ser
intermolecular, quando o doador e o aceitador sio independentes.

Essa transferéncia de energia ocorre devido a interacdo eletromagnética entre as
nuvens eletronicas dos dois grupos. Considerando esta interagdo na aproximagiao de
dipolo, conforme sera descrito adiante, a taxa de transferéncia de energia, para uma dada

distancia 7 fixa entre as moléculas, é dada por:

1 9000(In10)x’®,

k. =
oot 1287°nN,

j F,(Ae, (D)AdA 2.11)

onde Pgq e Tq sdo, respectivamente, o rendimento quantico e o tempo de vida do doador
na auséncia do aceitador; 7 é o indice de refracio do meio e Ny é o nimero de Avogadro.
Fu(A) é o espectro normalizado de emissdo do doador e &(4) é o coeficiente de absor¢io
molar do aceitador. A taxa de transferéncia de energia é dada em s'!. A dependéncia com
as orientagoes dos momentos de dipolo das duas moléculas é dada por k2, quantidade esta
chamada de fator orientacional e é dada por:

K2 = (cos0da — 3c0s04c0s0,)? (2.12)
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onde B4 ¢ 0 angulo entre os dipolos de emissao do doador e de absor¢ao do aceitador; 84

5
e 0. sdo os angulos entre o vetor r, que une esses dipolos, e os tespectivos dipolos do

doador e do aceitador, conforme ilustrado na figura 2.1 a seguir:

NOu/
N\
/N
p \
0, Pa\ a

—

r

1!

Figura 2.1: Orientagdo dos momentos de dipolo do doador e do aceitador.

A integral que aparece na equacdo 2.11 ¢é a integral de superposicao espectral e
representa a intensidade da ressonancia entre o estado excitado do grupo doador e o

estado fundamental do aceitador. A figura 2.2 a seguir ilustra a superposi¢ao espectral:

J(A)

Fluorescéncia

Absorgio do
do Droader

Aceatador

Cempnmento de Onda

Figura 2.2: Superposicio espectral do par doador/aceitador.

A integral de superposicio espectral sera definida como | e pode ser escrita como:
J=[F,(We,(MAdA (2.13)
0

Podemos notar que a taxa para o processo de transferéncia de energia (equagao
2.11) apresenta uma dependéncia com a distancia de separagdo entre o grupo doador e o
grupo aceitador (7). Esta dependéncia permite que se obtenham informagdes acerca da

estrutura das moléculas que estio sendo estudadas. Existe ainda a dependéncia com o
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tempo de vida do doador; o tempo de vida fornece a unidade correta para a taxa de
transferéncia de energia. Assim, separando-se a dependéncia de T4 e de 7, os termos
restantes (equacdo 2.11) tém unidade de distancia elevada a sexta poténcia. Definimos

essa distancia na equacao a seguir:

RS =8.8x107 (xk*n g, J) (2.14)

Desse modo, a equacao 2.11 fica:

k, = i(&jﬁ (2.15)

T, r

Analisando essa equacao, verificamos que, quando a distancia de separacao r entre
o grupo aceitador e o grupo doador for igual a Ry, a taxa para o decaimento por
transferéncia de energia se iguala a taxa do decaimento por fluorescéncia do doador.
Quando a distancia » for muito maior que Ry, a taxa para transferéncia de energia sera
muito menor que a taxa de fluorescéncia e, portanto, a maioria dos doadores decaira por
fluorescéncia. Para » << Ry, a maioria dos doadores decaira por transferéncia de energia,
comprometendo os experimentos de fluorescéncia; essa proximidade entre doador e
aceitador compromete também o modelo de Forster, que estd baseado na interagao
dipolar entre os dois grupos. A distancia Ry é chamada de Distancia Critica de Forster.

Definiremos na equagao a seguir a eficiéncia da transferéncia de energia E, em
fungao das taxas de decaimento por fluorescéncia £; , decaimento por FRET k7 e

decaimento por processos nao radiativos &

kT

= (2.16)
k;+k, +k,

Relacionando a eficiéncia da transferéncia com o rendimento quantico @, e com o
tempo de vida 7 do doador em presenca do aceitador, podemos obter:

Tus _ us Ky TR @2.17)
T, @9, k,+k, +k,

Somando e subtraindo kf + ka na equagao 2.16 e combinando o resultado com a
equagao 2.17, obtemos:
Td

Za (2.18)
Td

E=1-
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E=1 _fu (2.19)

D
Com essas equagdes, é possivel obter a eficiéncia da transferéncia de energia
experimentalmente. E possivel também escrever a eficiéncia da transferéncia em funcao
da distancia 7. Multiplicando e dividindo o lado direito da equacdo 2.16 por 7; obtemos o

seguinte resultado:

6
E= R,

=0 2.20
R06 +rt ( )

Para obtermos 7, ¢ necessario conhecer E e Ro. Mas Ry ¢ dado pela equagido 2.14 e
nesta expressao, sé nao é possivel obter experimentalmente &%. No entanto, utiliza-se 2/3

como valor de &%, que é o valor médio para os casos em que o aceitador e o doador estdo
livres para assumir todas as orientagées possiveis durante o processo de transferéncia de
energia. Neste caso, 7 pode ser obtido experimentalmente através da equagao 2.20, pois E

também pode ser determinado pelas equagoes 2.18 e 2.19.

2.4 Distribuigao de Distancias!

Devemos lembrar que a taxa £ dada na expressao 2.15 foi obtida considerando-se
um unico par doador/aceitador com distancia de separagao fixa. Em solu¢io e em
modelos de membranas temos muitos patres doador/aceitador e cada par estd separado
por determinada distancia, que nao ¢ fixa. Assim, o valor de r obtido por este método nio
reflete a realidade. Vamos tratar este problema considerando a curva de decaimento da
intensidade de fluorescéncia. Para simplificar o tratamento vamos considerar que o
doador possui um unico tempo de vida e que o aceitador nao ¢ fluorescente. Portanto, o
decaimento da fluorescéncia do doador na auséncia do aceitador ¢ dado por:

=1, exp(—TL) 2.21)

d

e na presenga ¢:

=1, exp(—TL) (2.22)

da

Combinando as expressoes para o tempo de vida do doador na presenga e na

auséncia do aceitador resulta em:
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S (2.23)
Td Td

a

Substituindo a expressao 2.15 nesta tltima expressao resulta:

6
1.1, Roé. (2.24)
T, T, T,r

a

Substituindo a expressao 2.24 na 2.22 resulta:

6
T, T,r

I(t) =1, exp (— L —i} (2.25)

O decaimento da intensidade de fluorescéncia de cada doador obedeceri a
expressao 2.25 e, mesmo na presenca do aceitador, continua sendo mono-exponencial.

Considerando que ha um aceitador para cada doador e que cada par esta separado

por uma distancia f;, o decaimento de fluorescéncia sera uma soma sobre todos os pares.

Como todos os pares cuja distancia de separa¢ao for a mesma, contribuirdo com f{7;) para

o decaimento, teremos:

10=1,5 frexp|| -0y (2.26)

Ta 741

Para uma distribuicao continua f(r) de distancias e para um caso genérico em que O

decaimento do doador nao é mono-exponencial teremos:

0= al,[ f)exp _TL_TRoﬁ ¢ lar 2.27)
i 0 i

di dir

onde a; ¢ a amplitude do decaimento com o tempo de vida 7.
Esta expressio fornece a relacio entre o decaimento da intensidade de
fluorescéncia e a distribui¢io de distancias entre os pares doador/aceitador na solugao. Se

considerarmos que no intervalo de tempo em que ocorre a transferéncia de energia as
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moléculas permanecem fixas, poderemos obter a distribuicio de distancias f{7)
comparando o decaimento da intensidade de fluorescéncia obtido experimentalmente
com o dado pela expressio 2.27. Para fazermos esta comparacao temos que determinar
qual ¢ a funcio f{7) que temos que colocar no lado direito da expressao 2.27 de tal modo
que este lado da equacgio se iguale ao lado esquerdo que obtivemos experimentalmente.
Para isto utilizamos um programa (CONTIN) para inversio de equacOes integrais lineares

do tipo que aparece na expressao 2.27.

2.5 CONTIN - Programa de Ajuste

Para obtermos a funcdo distribuicao de distancias f{7), definida na expressiao 2.27,
utilizamos o programa CONTIN, desenvolvido por Provencher®?. O programa inverte

equagdes integrais lineares do tipo

b N,
y(t,) = j F(r.t,) f(r)dr+ Zijﬁ,. : £=1,.,N, (2.28)

em que a fungdo F(r#) e os pontos experimentais y(%) para cada # sio conhecidos e f{7) é
a fungdo a ser obtida. No segundo termo do lado direito da equagao 2.28 I 4 é conhecido
e Bj é determinado pelo programa; este termo permite, por exemplo, que uma constante
B1 seja incluida fazendo N = 1 e todos os Lia = 1.

Em nosso estudo, y(%) ¢é a intensidade I(#) nos pontos 7%, que obtivemos
experimentalmente. A funcao F(r%) é a exponencial que aparece na integral da equagio

2.27 e que esta reescrita na equagao 2.29 a seguir:

6
F(rt,)= epo_ TL _ rRiﬁ }j} (2.29)
d d

Finalmente f{r) é a distribuicdo que queremos obter. Com a somatéria pode-se

corrigir a contribuicdo para o decaimento de algum fluoréforo presente no sistema, mas
que nao participe do processo de transferéncia de energia. Pode-se fazer isso escrevendo:

Iy

L o=e" (2.30)

onde 7 ¢ o tempo de vida do fluoréforo.
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O programa foi aplicado aos decaimentos da intensidade de fluorescéncia do Ahba
em presenca de vesiculas de DMPC e dos aceitadores Eddnp, FRSSRQ_Eddnp e NBD.
Na expressio de F(r,#) (equagdo 2.29, pares doador/aceitador separados por distancias »
quaisquer) foi acrescentado o perfil da lampada (Instrument Response Function). Se
considerarmos o fato de que o decaimento do doador nio é monoexponencial (como

acontece com o Ahba), a expressao para F(r, 7) fica:

_ - t 1 1 R(()’ ' ' 2 1
F(r,t)—ZaijL(t—t)exp % ¢ |dt (2.31)
i=l 0 di di

1

onde a; e 7 sdo, respectivamente, os fatores pré-exponenciais e os tempos de vida do
decaimento do doador na auséncia do aceitador e I(?) é o perfil da lampada. Modificamos

o programa para estabelecer esta expressao para F(r,z).

2.6 Supressio de Fluorescéncia!

A supressao da fluorescéncia é uma ferramenta que permite obter informagoes
sobre processos bioquimicos envolvendo moléculas, macromoléculas e agregados
supramoleculares; pode ser denominada estatica ou dinamica e, em ambos os processos, é
necessario o contato molecular entre o fluoréforo e o supressor. Essa necessidade de
contato entre as moléculas resulta em varias aplicagdes da supressio.

Uma das aplica¢oes esta no estudo da acessibilidade do fluoréforo ao supressor.
Seja um fluoréforo ligado a uma proteina ou a uma membrana. Se a proteina ou a
membrana ¢ impermeavel ao supressor, e o fluoréforo esta localizado em seu interior,
entdo nem supressao colisional nem estatica serdo observadas. Por esta razao, estudos de
supressao podem ser usados para revelar a localizagdo de fluoréforos em proteinas e
membranas e a permeabilidade de proteinas e membranas a um determinado supressor.
Além disso, a taxa de supressao colisional pode ser usada para determinar o coeficiente de
difusdo de determinado supressor.

No caso da supressao colisional (também denominada dinamica), supressor e
fluoréforo colidem durante o tempo de vida do estado excitado do fluoréforo. Sob

contato, o fluoréforo retorna ao estado fundamental, sem a emissio de féton. No caso da
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supressao estatica, um complexo é formado entre o fluoréforo e o supressor e este
complexo nao ¢ fluorescente.

A supressao colisional da fluorescéncia é descrita em termos da equagao de Stern-
Volmer:

1y

o= % =1+K,[Q]=1+k,7,[0] (2.32)

onde Iy e I sao, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenga do
supressor; Ty e Tsdo, respectivamente, o tempo de vida da sonda fluorescente na auséncia

de supressor e na presenca deste; k, € a constante de supressio bimolecular e /O] € a

concentragdo de supressor na solugdo. A constante de supressio de Stern-Volmer ¢ dada
por k,7,; se a supressdao € dinimica, a constante de Stern-Volmer serd representada por
K,.

Os dados de supressio normalmente sio mostrados em graficos de 7%/ 7Tem
funcao de /Q). Um grafico de Stern-Volmer linear é geralmente indicativo de uma dnica
populagao de fluoréforos, todos igualmente acessiveis ao supressor. Se duas populacoes
de fluoréforos estio presentes, e uma delas nao esta acessivel ao supressor, entao os
graficos de Stern-Volmer desviam da linearidade. Esse resultado ¢ freqiientemente
encontrado na supressio da fluorescéncia do triptofano em proteinas por supressores
polares ou carregados. Essas moléculas supressoras nao penetram o interior hidrofébico
das proteinas, e somente aqueles residuos de triptofano localizados na superficie da
proteina tém sua fluorescéncia suprimida.

E importante observar que um grafico de Stern-Volmer linear nio prova que tenha
ocorrido supressdao colisional de fluorescéncia. A supressio estatica também resulta em
graficos de Stern-Volmer lineares.

Desse modo, as supressoes estatica e dinamica poderiam ser distinguidas pela sua
diferente dependéncia com a temperatura e viscosidade, ou preferencialmente pelas
medidas de tempo de vida. Neste ultimo caso, a supressdo estatica nao diminui o tempo
de vida do fluoréforo, pois nestes experimentos somente é observada a fluorescéncia de
moléculas que nao formaram complexos com o supressor e, portanto, nao apresentam

mudangas em seus valores de tempos de vida (%= 7).
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Da equagao 2.32, freqientemente se obtém o valor da constante de supressao

bimolecular (k,), que pode refletir a eficiencia da supressio ou a acessibilidade dos
fluor6foros ao supressor. Valores menores de k, podem significar a blindagem do
fluor6foro, e valores aparentes maiores de k, usualmente indicam interagdes mais fortes,

envolvendo algum tipo de ligagao.

2.7 Espectroscopia de Correlagao de Fluorescéncia®

A Espectroscopia de Correlacio de Fluorescéncia (FCS) é um dos diferentes
modos de analise de biomoléculas (em concentragoes extremamente baixas) com alta
resolucdo espacial e temporal. Em contraste com outras técnicas fluorescentes, aqui o
parametro primario de interesse niao ¢ a intensidade de emissio em si, mas sim as
flutuagdes espontaneas na intensidade, causadas por pequenos desvios no equilibrio
térmico de um determinado sistema. Em geral, todos os parametros fisicos que dao
origem as flutuagoes no sinal da fluorescéncia sio acessiveis pela FCS. A técnica
determina diretamente concentracoes locais, coeficientes de mobilidade e constantes
caracteristicas de taxas de reacdes inter/intramolecular de biomoléculas marcadas com
sondas fluorescentes em concentracoes da ordem de nanomolar.

A FCS foi desenvolvida nos primeiros anos da década de setenta como um caso
especial de analise de relaxacdo. Métodos classicos de relaxacio requerem determinados
tipos de perturbacoes externas como saltos na temperatura ou na pressao do sistema e
recolhem informagao sobre os parametros cinéticos envolvidos a partir do modo como o
sistema volta para o equilibrio. O novo conceito de FCS em relagio a essas técnicas
classicas ¢é tirar vantagem das pequenas flutuagoes espontaneas dos parametros fisicos que
sao, de algum modo, refletidos pela emissio fluorescente das moléculas. Tais flutuagoes
estio ocorrendo incessantemente em temperatura ambiente e, geralmente, sdo
representadas como ruido de fundo (indesejado) padrio do sinal medido. Podem ser
quantificadas em sua for¢a e duracdo, através da autocorrelagio temporal do sinal de
intensidade gravado, um procedimento matematico que da nome a técnica. A analise da
autocorrelacdo fornece uma medida para a auto-similaridade de uma série de sinais no
tempo e, conseqientemente, descreve a persisténcia da informacgao carregada por estes

sinais. Assim, informacGes essenciais sobre processos que governam dinamicas
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moleculares podem ser obtidas do padrao temporal através do qual as flutuagdes na
fluorescéncia aumentam e diminuem.

Em sua primeira aplicagdo® a FCS foi utilizada para medir a difusdo e dinamica
quimica da intercalacdo de drogas com o DNA. Este primeiro trabalho foi seguido por
certo numero de outras publicacées de diferentes grupos descrevendo tentativas de
determinar a concentracdo de particulas, mobilidade rotacional e translacional em duas e
trés dimensdes, mesmo em ambiente celular ou sistemas de fluxos. No entanto, essas
primeiras medidas sofreram com uma relacio sinal/ruido muito pobre, causada
principalmente pela baixa eficiéncia na deteccdo e supressiao insuficiente do sinal de
fundo.

O conceito basico da FCS ¢ tornar o nimero de moléculas observadas baixo o
suficiente de modo que cada molécula possa contribuir substancialmente para o sinal
medido. Somente assim pode-se verdadeiramente executar a analise de flutuagoes
espontaneas, nao coordenadas. E obvio que a técnica funciona somente quando se
consegue, de algum modo, reduzir as concentragdes e o volume de observacdo de modo
que somente poucas moléculas possam ser simultaneamente detectadas; a0 mesmo tempo
deve-se aumentar o rendimento fluorescente por molécula udnica. Assim, uma
configuraciao interessante seria utilizar corantes fluorescentes eficientes para marcar as
moléculas de interesse, fontes de luz fortes e estaveis (lasers) e detectores ultra-sensiveis
(fotodiodos do tipo avalanche, com sensibilidade para fétons unicos). A descoberta final
aconteceu em Estocolmo, onde Rigler e seus colaboradores combinaram a técnica de FCS
com a detec¢ao confocal. Aqui, o laser de excitagdo é fortemente focado por uma objetiva
de abertura numérica maior que 0,9. Somente poucos fluoréforos dentro da regido
iluminada s3o excitados. Para limitar o volume de excitacio também na direcao axial, um
pinhole ¢é introduzido no plano da imagem, bloqueando toda a luz proveniente da regiao
nao focal.

A maioria das medidas de FCS ¢ realizada com moléculas fluorescentes (ou marcadas)
difundindo livremente em solu¢ao aquosa. Devido a limitagao do volume de detecgao (da
ordem de femtolitros), concentragdes da ordem de nanomolares sao ideais para essas
medidas. Sob essas circunstancias, as flutuacbes no sinal induzidas por moléculas
difundindo dentro ou fora do volume focal sio grandes o suficiente para render boas

relagoes sinal/ruido. Durante o tempo que uma particula permanece no volume focal,
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mudangas conformacionais e reagdes quimicas ou fotoffsicas podem alterar as

caracteristicas de emissdao do fluoréforo e causar flutuagoes adicionais no sinal detectado.

Figura 2.3: Mecanismos moleculares que podem causar flutuag¢oes na fluorescéncia: movimento

das particulas, mudancas conformacionais e rea¢des quimicas ou fotofisicas.

As curvas de correlacio obtidas experimentalmente, foram ajustadas fung¢des de
autocorrelacdo; no apéndice A descrevemos em detalhes como pode ser obtida tal funcio

de autocorrelagao e sua posterior analise.

2.8 Excitagdo a féton tinico e excitagdao multi-fétons

Em medidas de FCS ¢ importante conseguir um volume focal bastante pequeno e
bem limitado. Dependendo da qualidade e diametro do feixe de excitagao, pode-se inserir
um expansor do feixe (beam expander) ou uma fibra Optica antes do feixe chegar ao
microscopio. Quanto maior o diametro do feixe, menor sera o volume focal resultante.
Preenchendo-se totalmente a abertura traseira da objetiva, obtém-se um ponto de difragao
limitado, de aproximadamente 0,5Um de diametro. Quando a excitacdo ¢ feita por féton

unico, a taxa de absorc¢do £ das moléculas é dada por:
k,=0-¢ (2.33)

onde 0¢ a secao de choque para excitagdo a um féton e @ é o fluxo de fétons. Neste
caso, a regido excitada vai além do plano focal e fluorescéncia indesejada (proveniente dos
planos nao-focais) chega ao detector; entdo, para limitar o volume focal, coloca-se um
pinhole no plano da imagem, bloqueando assim qualquer fluorescéncia proveniente dos
planos nao focais; essa ¢ a configuracao de um microscopio confocal. A figura 2.4 a seguir
mostra uma fotografia da regiao excitada, no caso de absor¢io de um tunico féton pelas

moléculas e um esquema de microscépio confocal:
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Figura 2.4: Fotografia da regido excitada (esquerda), no caso de absor¢io de féton dnico e

esquema de um microscopio confocal (direita).

No entanto, pode-se excitar uma amostra incidindo sobre ela luz de comprimento
de onda duas vezes maior que seu comprimento de onda caracteristico de absor¢do por
féton tnico. Neste caso, dois fétons serdo absorvidos para que a molécula possa ir para o
estado excitado (ver esquema na figura 2.5) e a taxa de absor¢ao ¢ dada por:

k,=3-[g,]’ (2.34)
onde 0 ¢ a se¢io de choque para excitagio a dois fotons e @ € o fluxo de foétons. Aqui a
taxa de absor¢ao varia com o quadrado da poténcia do laser, o que limita o volume de
excitacdo e o microscopio se torna automaticamente confocal, sem a necessidade de
insercao de um pinhole. A figura a seguir mostra um diagrama do processo de absor¢iao

por dois fétons e uma fotografia da regiao excitada:
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Figura 2.5: Diagrama ilustrando a absor¢io de dois fétons (esquerda) e fotografia da regido

excitada, no caso de absorc¢io de dois fétons (direita).
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A confocalidade automatica do sistema resulta em um menor volume focal, bem
delimitado e uma melhor relacio sinal/ruido. Desse modo, a excitacio a dois fétons tem
sido bastante utilizada. Outra vantagem esta no fato de que células e tecidos tendem a ser
mais tolerantes a radiacdo infravermelha (em geral, os comprimentos de onda utilizados
na excitacdo a dois fétons estio na regido do infravermelho e vermelho) e hda menos
autofluorescéncia e espalhamento. Além disso, o efeito de bleaching ocorre somente na
regido focal®, enquanto que na excitagdo por foton tunico todos os fluoréforos
localizados no duplo cone (acima e abaixo do plano focal) sio excitados, sofrendo o
efeito de bleaching e a discriminagdo de profundidade dada pelo pinhole torna-se

praticamente um efeito artificial, se restringido somente a detec¢ao do sinal.
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3. Material e Métodos
3.1 Equipamentos

As medidas de absor¢do Optica foram feitas em um espectrofotometro UV-visivel
ULTROSPEC  2100. Medidas de fluorescéncia estatica foram feitas no
espectrofluorimetro SLM AMINCO 8100, disponivel no laboratério do Prof. Dr. Richard
Ward, no Departamento de Quimica da FFCLRP - USP.

Medidas do decaimento da intensidade de fluorescéncia foram feitas em um
espectrofluorimetro com resolugao temporal, baseado no método de correlagao temporal
de fétons unicos (TCSPC). O método baseia-se na excitagio da amostra com pulsos de
luz, onde os fotons da excitagdo sao correlacionados temporalmente com os fétons
emitidos pela amostra.

O sistema utilizado para excitagdo consiste de um conjunto de lasers; no inicio do
processo, um laser de diodos, com dois feixes emitindo em 809 nm, cada qual com 24 W
de poténcia, bombeia um laser de estado sélido (Nd:YVO4 - Millenia Xs - Spectra
Physics) que emite em 1064 nm; o feixe passa entdo, por um cristal dobrador de
freqiiencias e o feixe final, com poténcia podendo chegar a 10 W e comprimento de onda
igual a 532 nm, bombeia um laser de titanio-safira (T'sunami - Spectra Physics); o cristal
de titanio-safira gera pulsos de laser (com largura de 5 ps) em uma banda que vai de 840
até 1080 nm, com freqiiéncia maxima de repeti¢ao dos pulsos igual a 82 MHz. Um filtro
bi-refringente seleciona o comprimento de onda desejado para o feixe de saida. Passando
por um sistema selecionador de freqiiéncias, onde ondas eletromagnéticas estacionarias
em um cristal atuam como uma rede de difracdo, esses pulsos de laser podem ter sua
freqiéncia dividida em até 8000 vezes, permitindo a operacdo na faixa de frequéncias
entre 0,01 e 8 MHz, que sio mais adequadas ao método de contagem de fétons unicos.
Apbs o selecionador de pulsos, o feixe passa por um gerador de segundos e terceiros
harmonicos, cujos comprimentos de onda do feixe na saida estdo na faixa utilizada para
excitagao de nossas amostras, que vai de 280 até 330 nm. O sinal detectado como pulso
de excitagdao, chamado IRF (instrument response function), tem largura total a meia altura de
120 ps.

Em todas as medidas de absor¢ao optica, fluorescéncia estatica e fluorescéncia

temporal, as amostras foram colocadas em cubetas de quartzo, com caminho 6ptico de
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1,0 cm, 0,4 cm ou 0,2 cm. A temperatura foi controlada por um banho térmico (Julabo), e
no interior da cubeta a temperatura foi medida com termopar (Minipa).

Para as medidas de correlagao de fluorescéncia (FCS), utilizamos o seguinte
arranjo experimental (disponivel no Laboratério de Bioespectroscopia da Universita Degli

Studi di Milano Bicocca, sob responsabilidade do Prof. Giuseppe Chirico):

Beam expander

Espelho Dicrdico

Filtro de Emissao

Computador

Tentes

RN A

k—/4/1:-"i:a (l)ptica

Figura 3.1: Esquema experimental utilizado para medir FCS.

O feixe laser de excitagao ¢ direcionado para a objetiva do microscopio através de
um espelho dicréico e a seguir é focado na amostra. Como as moléculas de interesse estio
dissolvidas em solucdo aquosa, sio utilizadas objetivas de imersao em agua com abertura
numérica de 1,2. A luz fluorescente proveniente da amostra é coletada pela mesma
objetiva e passa através do dicroico e do filtro de emissio. Como a excitagao ¢é feita a dois
fétons, nao ha fluorescéncia proveniente de planos nao focais. A luz é entdo focalizada no
detector, constituido de fotodiodos avalanche com sensibilidade a fotons unicos. O sinal é
registrado por uma placa correlacionadora que gera a fungao de autocorrelagiao. Tanto o
sinal de fluorescéncia quanto a curva gerada sao mostradas simultaneamente no monitor,
facilitando o ajuste e o controle do aparato experimental. Os dados sdo salvos em formato
ASCII e podem ser importados por qualquer outro programa para posterior analise. Os
dados de correlacao de fluorescéncia mostrados neste trabalho foram analisados no
aplicativo cientifico Origin 7.0. Quanto ao laser utilizado na excitagao, dependendo da

qualidade e diametro do feixe, utiliza-se um expansor do feixe (beam expander), pois,
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quanto maior o diametro do feixe, menor sera o volume focal resultante; por exemplo, se
preenchermos totalmente a abertura traseira da objetiva, obteremos um ponto de difragao
limitado, de aproximadamente 0,5 Wm de diametro.

O sistema utilizado para excitacdo a dois fotons é muito semelhante ao utilizado
em nossos laboratérios para medidas de fluorescéncia resolvida no tempo. Como descrito
anteriormente, um laser de estado sélido (Milenia — Spectra Physics) bombeia um laser de
Titanio/Safira (Tsunami 3960 — Spectra Physics) com pulsos de femtosegundos e
freqiiéncia de repeticao de 80 MHz, com poténcia na saida do laser em torno de 700 mW
para o comprimento de onda de 770 nm.

O microscopio utilizado nessas medidas de FCS foi um Nikon TE300 invertido,
com objetiva de imersio em agua também da Nikon, com abertura numérica de 1,2. A
amostra era acondicionada em pequenos ‘pogos’ de acrilico com fundo de vidro e
espessura de 0,17 mm. A temperatura da sala era mantida a 23 °C por sistema de
refrigeracao, sendo monitorada durante os experimentos, apresentando variacio de
aproximadamente 0,5 °C.

Para a obtencdo de imagens por microscopia de fluorescéncia, utilizamos como
sistema de excitagao um laser de Titdnio/Safira (Mai Tai HP — Spectra Physics). Este laser
apresenta exatamente as mesmas caracterfsticas do Tsunami descrito anteriormente, com
a diferenca de que ¢ alinhado permanentemente e o controle do comprimento de onda é
feito através de software da propria Spectra Physics. O sistema tem a vantagem de ser
mais estavel como um todo, se comparado com o Tsunami. O intervalo espectral vai de
695 nm até 1020 nm. O microscépio utilizado foi um Olympus BX51 com programa de

aquisicao de imagens Fluoview 5.0.

3.2 Sondas utilizadas

Apresentamos aqui as sondas utilizadas neste trabalho. Nos estudos de supressio
de fluorescéncia e transferéncia de energia, foram utilizados: o 2-Amino-N-hexadecil-
benzamida (Ahba); o piridinio, ligado a cadeias alquila de diferentes tamanhos; o Laranja
de Acridina (AO); o N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-il) (NBD) ligado a fosfolipidios e
o N-(2,4,dinitrofenil)-etilenodiamina (Eddnp) puro e ligado a um polipeptideo, o Phe-
Arg-Ser-Ser-Arg-Gln (FRSSRQ-Eddnp). Cada conjunto de trés letras representa um
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aminoacido: Phe — Fenilalanina, Arg — Arginina, Ser — Serina e Gln — Glutamina. A figura

3.2 a seguir apresenta a estrutura molecular dessas sondas:
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Figura 3.2: Estrutura molecular do Ahba, NBD, Alquil-piridinio, Laranja de Acridina e Eddnp.

O Ahba, o Eddnp puro e o FRSSRQ-Eddnp foram sintetizados no laboratério do
grupo de Bioffsica da Escola Paulista de Medicina - Unifesp, sob responsabilidade do
Prof. Dr. Luis Juliano e da Dra. Isaura Y. Hirata. Os supressores cloreto de etil-piridinio,
cloreto de hexil-piridinio e cloreto de dodecil-piridinio foram sintetizados pela Dr. Ana
Paula Romani, no Departamento de Quimica da FFCLRP — USP. O Laranja de Acridina
foi adquirida da Sigma-Aldrich. Os diferentes lipidios marcados com o NBD foram
adquiridos da Avanti Polar Lipids. A figura 3.3 a seguir mostra a estrutura molecular dos

fosfolipidios marcados com a sonda fluorescente NBD:
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Figura 3.3: Estrutura molecular dos fosfolipidios marcados com a sonda NBD.

Nos estudos de espectroscopia de correlagio de fluorescéncia, microscopia de
fluorescéncia e excitacio multi-fétons foram utilizadas, além do Ahba, as sondas
fluorescentes 6-lauryl-2-dimethylaminonaphthalene (Laurdan) (da Molecular Probes) e
Rodamina 6G (da Sigma-Aldrich). A figura 3.4 a seguir mostra a estrutura molecular

desses compostos:

Laurdan

Figura 3.4: Estrutura molecular do Laurdan e Rodamina 6G.
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3.3 Preparagdo das Amostras

O Ahba, por ser altamente hidrofébico, nao dissolve em solugdo aquosa; assim, os
estoques foram preparados em alcool etilico, na concentragio de 1.0 mM e em
cloroférmio, também a 1.0 mM.

Para as medidas do espectro de excitagio a dois fétons do Ahba (utilizando
microscopia de fluorescéncia), colocamos sobre uma lamina um volume de
aproximadamente 20 Ul (uma gota) e deixamos evaporar todo o etanol. O ‘filme’
resultante foi colocado para observa¢ao no microscopio.

A Rodamina 6G foi dissolvida sempre em etanol, em estoques com concentragoes
da ordem de 0,1 mM. O Laurdan foi dissolvido em etanol, com estoques na concentra¢io
de 1 mM e 0,1 mM. Microesferas fluorescentes [FluoSpheres carboxylatemodified
microspheres, yellowgreen fluorescent (505/515), didmetro de 0,1 um]| utilizadas em
experimentos de FCS foram dissolvidas em agua Milli-Q. As microsesferas foram
adquiridas da Molecular Probes. Por serem utilizadas somente na calibracio dos
instrumentos, nao houve necessidade de se controlar a concentracao dessas amostras.

Os estoques dos fosfolipidios marcados com o NBD foram preparados em etanol
(de grau espectroscopico, da Merck) e pequenas aliquotas desses estoques foram
adicionadas a cubeta durante o experimento, aumentando gradativamente a concentragao
do aceitador na solugdo. Nesses experimentos, a concentra¢gao do doador foi sempre de
30 UM e a de fosfolipidios, 1 mM. Em outros experimentos, os NBD-fosfolipidios foram
dissolvidos em cloroférmio e adicionados juntamente com os fosfolipidios para formacao
do filme lipidico, durante o procedimento de preparacao das vesiculas.

Para a preparagdo de micelas, utilizamos o Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), de
carga negativa; o Brometo de Cetiltrimetil Amoénio (CTAB), positivamente carregado e o
surfactante neutro (gwitterionico) 3-(Dodecil-Dimetil-Amonio)- propano-sulfonato (DPS).
A preparagao é simples, bastando dissolver o surfactante em agua do tipo Milli-Q.

A figura a 3.5 a seguir mostra a estrutura molecular dos surfactantes utilizados:
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Figura 3.5: Estrutura molecular dos surfactantes utilizados na preparacio de micelas.

As vesiculas do tipo LUV (do inglés, large unilamellar vesicles) utilizadas aqui sio
preparadas a partir do 1,2-Dimiristoil-s#-Glicero-3-Fosfocolina (DMPC), um fosfolipidio
neutro (gwitterionico) e do 1,2-Dimiristoil-sz#-Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)]|(Sal de Sédio)
(DMPG), negativamente carregado; ambos foram adquiridos da Avanti Polar Lipids. Para
o preparo de tais vesiculas, utilizamos o método de extrusio®’. Suscintamente: um filme
de lipidios foi formado a partir de lipidios dissolvidos em cloroférmio, onde o solvente
foi removido através de um fluxo de Npz; para eliminar todos os tracos do solvente, o
filme foi deixado em ambiente de pressao reduzida por aproximadamente 5 horas. O
passo seguinte consistiu na suspensao desse filme em uma solucdo tampao Hepes 5 mM

de pH 74 através de um agitador de tubos. Essa suspensao foi filtrada através de
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membranas de policarbonato (da Millipore), com poros de diametro de 0,4 Wm, 0,2 um e

por ultimo, 0,1 m, resultando em vesiculas unilamelares com diametro de 0,1 pLm.

As vesiculas gigantes, GUV (do inglés, giant unilamellar vesicles), observaveis em
microscopio’®?, foram obtidas através do método de eletroformacio. O Eletroformador
de Vesiculas (figura 3.6) consiste em uma moldura de Teflon, localizada entre duas placas
de vidro recoberto com FTO (6xido de estanho dopado com flior). Entre essas placas ¢é
formada uma camara que é preenchida com solu¢do aquosa. Na superficie do vidro, no
interior dessa camera, forma-se um filme lipidico, que sera suspenso depois, pela solugao
aquosa. Aplicando entre as placas uma diferenga de potencial de 1,0 V (obtida de um
gerador de funcio) (corrente AC e frequéncia de 10Hz) durante 15 minutos e, em seguida,

de 1,5 V por cerca de trés ou quatro horas, é possivel obter as vesiculas gigantes.

VISTA FRONTAL
Filmes Lipidicos
=~
-~ <4— Espacador de Teflon
<+—— Vidro
VISTALATERAL
/ vidro
O, OOOaE,EE,EEEEE | «—— Espacadorde Teflon

vidro

Figura 3.6: Esquema do dispositivo eletroformador de vesiculas gigantes. Figura

gentilmente cedida pela Dra. Karin do Amaral Riske.
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Para visualizagdo em microscopio invertido (comum), os filmes lipidicos foram
suspensos em uma solucao de sacarose (glicose) 200 mM e a solugao obtida foi diluida em
glicose (sacarose) 200 mM, de maneira que no interior das vesiculas tinhamos sacarose
(glicose) e no exterior, glicose (sacarose). A sacarose (glicose), por ser mais (menos) densa,
leva as vesiculas para o ‘fundo’ (topo) da camara, onde ficam praticamente imoveis,
facilitando o monitoramento visual. No caso da incorpora¢io de sondas fluorescentes,
estas sao dissolvidas em solvente organico, juntamente com os lipidios. O lipidio utilizado
para a formacdo dessas vesiculas gigantes foi o 1-Palmitoil-2-Oleoil-sz-Glicero-3-
Fosfocolina (POPC), gentilmente cedido pela Dra. Karin do Amaral Riske, da Escola
Paulista de Medicina - Unifesp.

A figura 3.7 a seguir mostra a estrutura molecular dos lipidios DMPC, DMPG e
POPC:

1-Palmitoil-2-Oleoil-s#-Glicero-3-Fosfocolina (POPC)

Figura 3.7: Estrutura molecular dos fosfolipidios utilizados na preparagio de vesiculas.
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Capitulo 4: Resultados e Discussdes

Neste capitulo sio mostrados e discutidos os experimentos realizados e os
resultados obtidos. Experimentos de supressio de fluorescéncia foram feitos com a sonda
fluorescente Ahba, sendo agentes supressores compostos do tipo alquilpiridinio. Uma vez
que os alquilpiridinios sao carregados positivamente e, dependendo do tamanho da cadeia
alquila, apresentam alta hidrofobicidade, foram conduzidos experimentos em presenga de
agregados anfifilicos (sistemas micelares e vesiculas de fosfolipidios) neutros (zwitteridnicos)
e carregados positivamente e negativamente. Estudos de transferéncia de energia por
ressonancia de Forster (FRET) foram realizados tendo o Ahba como doador, e diferentes
moléculas aceitadoras foram testadas: a Acridina Laranja, o Eddnp puro e ligado a
peptideos e o NBD ligado a fosfolipidios. Esses experimentos de FRET também foram
realizados em presenca de agregados anfifflicos, uma vez que, tanto o doador quanto os
aceitadores sao compostos hidrofébicos com afinidade por micelas e vesiculas; dessa
maneira foi observada a transferéncia de energia e, ao final, foi obtida a distribuicdo de
distancias entre doador e aceitador. Estudos com técnicas avancadas em espectroscopia e
microscopia de fluorescéncia foram realizados envolvendo moléculas fluorescentes como
o Laurdan, com grande afinidade por sistemas hidrofébicos e a Rodamina 6G. Para o
Ahba, foram adquiridos espectros de absor¢ao de dois fétons e imagens de fluorescéncia

foram obtidas de membranas marcadas com esta sonda.

4.1 Supressao colisional

Através de experimentos de fluorescéncia estatica e resolvida no tempo,
observamos a supressao da fluorescéncia do Ahba por agentes supressores da familia dos
alquilpiridinios, pertencentes a uma classe de surfactantes cationicos contendo o grupo
piridinio, ja conhecido por sua eficiéncia em suprimir a fluorescéncia do residuo
triptofano em proteinas (BSA) e pequenos peptideos®.

Por serem positivamente carregados, os alquilpiridinios tém alta afinidade por
agregados anfifilicos de superficie carregada negativamente, como micelas de SDS! e
vesiculas de DMPG. Dependendo do tamanho da cadeia alquila, a hidrofobicidade sera
maior ou menor, causando reducio ou aumento na mobilidade intramicelar/intralamelar e

alterando ainda a taxa de troca com a fase aquosa®?. Diante do exposto, pode-se afirmar



4. Resultados e Discussoes 46

que experimentos de supressio com os alquilpiridinios fornecem informacgoes sobre a
localizagdo de fluoréforos ou peptideos marcados em sistemas microheterogeneos.

Neste trabalho, utilizamos os supressores cloreto de etil-piridinio, cloreto de hexil-
piridinio e cloreto de dodecil-piridinio, todos tendo como contra-ion o cloreto e cadeia
alquila de dois, seis e doze carbonos, respectivamente.

Apresentamos na figura 4.1 a seguir, grafico com o tempo de vida médio do Ahba

em funcao da concentra¢io de cloreto de etil-piridinio:

6,0
Ahba 50uM em Hepes 5mM, pH 7.4
°
551
°
\
A SO,
\l‘/’ o 9
\\o
T o °
45 F
4’0 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1

0 50 100 150 200 250 300

[cloreto de etil-piridinio] mM

Figura 4.1: Grafico do tempo de vida médio do Ahba em funcio da concentragao do supressor

cloreto de etil-piridinio. Excitacio 328 nm e emissdo observada em 400 nm.

Na auséncia de agregados macromoleculares que possam aproximar sonda
fluorescente e supressor, é necessario trabalhar com altas concentragcées moleculares para
que seja observada a supressao, pois assim a distancia média entre cada molécula diminui,
promovendo a interagao entre elas. Lembrando que o Ahba forma agregados em solugao
aquosa®?, terfamos um ndmero ainda menor de sondas fluorescentes no sistema
(agregados de sondas fluorescentes), justificando a adi¢ao de supressor até a concentragao
de 300 mM (bastante alta se comparada a valores de concentragio molecular comumente
usados em experimentos de espectroscopia de fluorescéncia), como pode ser observado
no grafico anterior. Nesse intervalo de concentracio de supressor, foi observada a

supressao da fluorescéncia do Ahba por parte do grupo piridinio, ainda que bastante
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pequena, pois o tempo de vida médio do Ahba diminuiu de 5,6 ns na auséncia de
supressor para 4,6 ns em presenga de 300 mM de cloreto de etil-piridinio.

Considerando os agregados de Ahba na solucdo, apds determinada concentragao
de supressor (25 mM) nao mais se observa a diminui¢ao do tempo de vida, indicando que
ha um ndmero especifico maximo de moléculas supressoras para cada agregado de Ahba
e a adicio de mais supressor ja nio resulta em aumento na eficiéncia do processo de
supressio. Naquela concentragio pode-se estimar uma distancia média de 50 A entre duas
moléculas de supressor. Se o coeficiente de difusio for da ordem de 1010 m2/s, um valor
razoavel pelas suas dimensoes, durante o tempo de vida do estado excitado do fluoréforo
(10 ns) a molécula pode mover-se 45 A. Assim, naquele intervalo de tempo sempre sera
possivel que uma molécula de etil-piridinio encontre um agregado de Ahba.

O passo seguinte foi colocar ambas as moléculas em presenca de micelas de SDS.
Como sabemos, o Ahba ¢é solubilizado pelas micelas de SDS, permanecendo com sua
cadeia hidrofébica inserida na regido intramicelar?, o cloreto de etil-piridinio, sendo
carregado positivamente, seria atraido eletrostaticamente para a micela de SDS, que ¢

negativa. O grafico da figura 4.2 a seguir mostra os resultados obtidos:

12

s Ahba 50uM em SDS 25mM
10F \

o N\

<T> ns
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[cloreto de etil-piridinio] mM

Figura 4.2: Grafico do tempo de vida médio do Ahba em funcido da concentragio de supressor,

em presenca de micelas de SDS. Excitagao em 328 nm e emissao em 400 nm.

Em presenca de micelas, o tempo de vida médio do Ahba aumenta, pois aqui a

sonda esta em sua forma monomérica, inserida na micela. Por atracao eletrostatica, temos
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uma populacio de supressores também nas vizinhancas da micela, ou parcialmente
inseridos nela; o carater hidrofébico do etil-piridinio ndo ¢ alto, e ha uma troca continua
de posi¢ao entre o meio aquoso e o interior apolar das micelas®?. A supressio ¢é tio
eficiente que nio foi possivel obter perfis do decaimento da fluorescéncia para
concentragoes maiores que 1,8 mM de supressor, simplesmente por nio ser possivel
detectar sinal fluorescente.

Numa situacdo de equilibrio dinamico, as moléculas de cloreto de etil-piridinio
‘entram e saem’ das micelas; com o aumento da concentragdio do supressor no meio,
haveria maior nimero de moléculas inseridas ou suficientemente proximas das micelas
durante o tempo de vida do estado excitado do Ahba, promovendo o ‘encontro’ da
molécula fluorescente e do supressor e permitindo assim, a observagdo da supressio da
fluorescéncia do Ahba.

O mesmo experimento foi realizado utilizando-se os supressores cloreto de hexil-
piridinio e cloreto de dodecil-piridinio; aqui o efeito hidrofébico tem peso significativo
nos mecanismos de interagdo entre supressor e micela. O grafico da figura 4.3 a seguir

resume os dados obtidos desses experimentos:

Ahba 20uM em SDS 15mM
o — ® — hexil-piridinio
e dodecil-piridinio
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Figura 4.3: Grafico do tempo de vida médio do Ahba em micelas de SDS, em fungio da

concentra¢do dos supressores hexil-piridinio e dodecil-piridinio.

Neste caso a eficiéncia do processo de supressao ¢ ainda maior, comparada aquela
onde o etil-piridinio é o supressor. A hidrofobicidade desses compostos, somada a atragao

eletrostatica pela superficie da micela, promove uma aproximagao ainda maior em relacdo
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a micela e um tempo de permanéncia mais longo no ambiente apolar, aumentando a
interacdo colisional com o Ahba ali inserido. Com uma concentracao dez vezes menor de
supressor (em relagao ao etil-piridinio) é possivel suprimir quase que toda a fluorescéncia
do Ahba.

O mesmo estudo foi realizado em presenca de vesiculas de DMPC. Os resultados

sao mostrados no grafico da figura 4.4 a seguir:
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Figura 4.4: Grafico do tempo de vida médio do Ahba em vesiculas de DMPC, em fungio da

concentra¢io de supressores alquilpiridinios.

Observa-se uma grande diminui¢ao do tempo de vida médio do Ahba com apenas
0,8 mM de dodecil-piridinio. Em relagao as outras moléculas supressoras, esse valor de
concentragao ¢ bastante baixo; no entanto, conforme ja discutido anteriormente, em
termos de concentracdes moleculares usadas em estudos de espectroscopia de
fluorescéncia, este valor é alto. O Ahba se localiza na bicamada lipidica, com a cabeca
polar na superficie e sua cauda hidrofébica inserida na bicamada®?; na concentragao de 20
UM de Ahba, 1 mM de DMPC e 0,8 mM de dodecil-piridinio, temos 50 moléculas de
fosfolipidio para cada molécula de Ahba e 40 moléculas de dodecil-piridinio para cada
molécula de Ahba; se todas as moléculas de supressor estivessem presentes na superficie
da bicamada lipidica, seria suficiente uma concentracio muito mais baixa de supressor
para suprimir totalmente a fluorescéncia do Ahba. Porém, deve ser levado em conta o
fato de que as moléculas de supressor na superficie da bicamada encontram-se a certa

distancia dos fluoréforos e dependendo desta distancia, a supressio pode nao ocorret,
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uma vez que a difusio no meio lipidico é menor que no ambiente aquoso, mesmo que o
experimento tenha sido realizado a temperatura de 25°C, ou seja, acima da transi¢do de
fase do DMPC, num estado de maior fluidez da membrana. De tais fatos, podemos inferir
que fluoréforo e supressor interagiriam mesmo sem a necessidade de concentragoes tio
elevadas; no entanto, com uma concentragdo 40 vezes maior de supressor, ainda se
observava alguma fluorescéncia do Ahba nos levando a concluir que, mesmo o dodecil-
piridinio com doze carbonos em sua cadeia alquila, particiona na fase aquosa.

Por ser o DMPC um fosfolipidio gwitteridnico, a atragao eletrostatica entre os
supressores e a superficie da bicamada ndo seria observada, sendo entio o efeito
hidrofébico o principal responsavel por atrair as moléculas supressoras a superficie da
membrana. Por outro lado, em presenca de vesiculas de DMPG, um fosfolipidio
carregado negativamente, a componente eletrostatica da interacdo supressor/vesicula tem
papel importante, aumentando a concentragdo de supressor na superficie da vesicula.
Nesse caso, o efeito de supressio fica bastante acentuado, e pode ser quantitativamente
apreciado dentro do modelo de Stern-Volmer.

A tabela 4.1 resume os resultados obtidos a partir da equagao de Stern-Volmer
(equacdo 2.32) aplicada aos dados de tempo de vida, mostrando a importancia dos efeitos
eletrostaticos no processo, uma vez que as constantes de supressao sao significativamente
maiores na presenc¢a de micelas de SDS ou vesiculas de DMPG, sendo de notar que
nesses meios o supressor mais eficiente ¢ o hexil-piridinio, que tem tempo intermediario
de permanéncia nos agregados em relagao ao etil e dodecil-piridinio. Vemos também a
relevancia de efeitos hidrofébicos, expressos nos valores comparativamente elevados das
constantes para dodecil-piridinio em presenca de micelas de CTAB ou DMPC,
comparado com hexil e etil-piridinio. Cabe observar ainda que o processo nao é
puramente colisional, pois as constantes calculadas dos dados de intensidade de

fluorescéncia sio sistematicamente maiores que as obtidas dos dados de tempos de vida.
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Dados de Intensidade de Dados de Tempo de vida
Meio fluorescéncia (Ksy 103 M-1) (Kp 103 M)

EdlP+ | HexilP+ | DodecilPt | EtilP* [HexilP* DodecilP*
Tampdo Hepes 5mM | (032 0,047 0,004 0,019 | 0,041 | 0,027

SDS (20 mM) 0,66 11,4 2,49 045 | 6,71 1,69
CTAB (20 mM) 0,010 0,023 0,54 0,004 | 0,006 0,26
DMPC (1 mM) 0,008 0,056 3,55 0,003 | 0,029 1,46
DMPG (1 mM) 0,28 4,63 1,78 026 | 1,77 1,32

Tabela 4.1: Valores de K, e de K, para o Ahba em presenca dos supressores alquilpiridinios em

solucdo aquosa e em presenca de micelas (SDS e CTAB) e vesiculas (DMPC e DMPG).

4.2 Transferéncia de Energia

Conforme discutido no capitulo 2 deste trabalho, uma das condi¢coes necessarias
para que ocorra a transferéncia de energia é a observagao da superposi¢ao espectral para
um dado par doador/aceitador. Com base nessa condicao e tendo o Ahba como doador,
escolhemos algumas moléculas que poderiam ser potenciais aceitadores. Assim, Os
primeiros experimentos foram feitos com a Acridina Laranja (AO) como molécula
aceitadora. Depois foi estudada a transferéncia de energia para peptideo contendo o
grupo Etileno-diamino-dinitrofenil (Eddnp) como aceitador. Em seguida o processo foi
investigado usando como aceitador o grupo N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-dyazol-4-yl) (NBD)
ligado a fosfolipidios.

4.2.1 Transferéncia de energia — grupo aceitador: Acridina Laranja (AO)

A figura 4.5 a seguir, ilustra a superposicdo espectral do par Ahba/AO em
presenca de vesiculas de DMPC:
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Figura 4.5: Grifico da superposicio espectral do par Ahba/AO em vesiculas de DMPC a 1mM.

Com os espectros de absor¢io da AO e emissdo fluorescente do Ahba (ambos
normalizados pela area), calculamos a integral de superposicao J, através da equagao 2.13,
obtendo o valor de 3x10-1* M-! cm3. Usando a equagdo 2.14 e n=1,334 (indice de refracdo
do meio, medido experimentalmente), Op= 0,36 (calculado a partir do espectro de
emissio fluorescente e do wvalor da absorbancia do Ahba em 328 nm, utilizando o
rendimento quantico do 0-Abz em etanol®, 0.6, como referéncia) e k2= 2/3, calculamos o

raio de Forster:

R, = 6\/8,8x10_25(§ 13347 -O,36-3x10_14j =355 A

Também foram feitos experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo. A
temperatura foi mantida a 27 °C durante todo o experimento. Nessa temperatura a
membrana encontra-se na fase liquido-cristalina (a transicao de fase do DMPC ocorre em

torno de 22 °C)%4. Os decaimentos obtidos sao mostrados na figura 4.6 a seguir:
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Figura 4.6: Grafico do decaimento da fluorescéncia do Ahba em funcdo da concentragio de

AO, em presenca de vesiculas de DMPC.

Observa-se que baixas concentracbes de AO sio suficientes para suprimir a

fluorescéncia do Ahba, e uma saturacao é observada. Dos decaimentos obtivemos os

tempos de vida e a partir deste, usando a equacio 2.18, calculamos a eficiéncia da

transferéncia de energia; os resultados sio mostrados no grafico da figura 4.7 a seguir:
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Figura 4.7: Graficos do tempo de vida do Ahba em funcao da concentragao de AO (A) e da

eficiéncia da transferéncia de energia (B).
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Nota-se que, apds acrescentar aproximadamente 5 mM de AO, a eficiéncia
mantém-se constante; ¢ possivel que cada doador ja tenha seu proprio par aceitador, e o
que ¢é acrescentado durante a titulagdo ndo estaria interagindo. Para [AO] =5 mM e
[Ahba] = 50 UM, a eficiéncia da transferéncia é E= 0,42 e, através da equagao 2.20,
obtém-se r = 37,5 A que ¢ a distancia entre o doador e o aceitador. Esse calculo ¢ feito
com a suposi¢ao de que existe uma unica distancia entre doador e aceitador; no entanto,
no caso de doadores e aceitadores distribuidos na superficie de uma membrana lipidica, o

que existe na realidade ¢ uma distribuigao de distancias.

4.2.2 Transferéncia de energia - grupo aceitador: Etileno-diamino-dinitrofenil
(Eddnp)

Depois de experimentos preliminares com o par Ahba/AO, demos continuidade
aos estudos de transferéncia de energia selecionando outra molécula aceitadora: o Eddnp,
puro e ligado a peptideo (FRSSRQ-Eddnp). Comegamos por mostrar a superposi¢ao
espectral do par Ahba/FRSSRQ-Eddnp no grifico da figura 4.8 a seguir:

1,2 | Absor¢io do FRSSRQ_Eddnp 41,2

em Hepes 5mM
I Emissdo do Ahba

em Hepes 5mM

Absorbancia Normalizada

Intensidade de Fluorescéncia Normalizada

0,0 . . 1 . 1 . 14 0,0
300 350 400 450 500

A (nm)

Figura 4.8: Superposicio espectral do par Ahba/FRSSRQ-Eddnp.

Observa-se a superposicao espectral, condi¢do necessaria para a transferéncia de
energia por ressonancia. O calculo da integral de superposi¢ao resultou no valor de
2,3x10-1* M1 ecm? e foi feito utilizando-se a equagao 2.13. Supondo que a equacio 2.14

possa ser usada para o caso em que o doador e o aceitador estio livres em solucio,
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terfamos um raio de Forster igual a 33,9 A, onde n = 1,334 (medido experimentalmente),
Kz2=2/3 e ¢p = 0,36.
E importante notar que o comprimento de onda de excitacio do doador, 328 nm,

excita também o aceitador (o coeficiente de absor¢ao molar (¢) do Eddnp em 328 nm ¢

5124 £ 209); no entanto, o Eddnp nao ¢ fluorescente e, portanto, somente a fluorescéncia
do Ahba esta sendo detectada. Todavia, parte do feixe incidente é absorvida (efeito de
filtro interno), sem excitar o Ahba, prejudicando assim os experimentos de fluorescéncia
estatica.

Tal efeito, porém, nao interfere no perfil de decaimento da fluorescéncia, o que
nos permite utilizar os resultados de fluorescéncia resolvida no tempo para aplicar a teoria
de FRET. Os graficos da figura 4.9 a seguir mostram os valores de tempo de vida médio

para o Ahba em diferentes micelas, tendo o Eddnp e o FRSSRQ-Eddnp como

aceitadores:
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Figura 4.9: Tempo de vida médio do Ahba em diferentes micelas, em fun¢io da concentraciao de

Eddnp (grafico A) e FRSSRQ-Eddnp (grafico B). Excitacio em 328 nm; emissao em 400 nm.

Todos os decaimentos apresentaram trés componentes de tempo de vida e o
tempo médio foi obtido a partir da equagido 2.7. No grafico A, a principio, observamos
que ha interacio do Eddnp com todos os tipos de micela. O tempo de vida do Ahba
diminuiu em presenca de micelas de SDS, mas para micelas de CTAB e DPS, um
comportamento inesperado é observado: o tempo de vida aumenta, sobretudo a baixas

concentragoes de supressor. Sendo o Eddnp neutro, seria o efeito hidrofébico o
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responsavel pela interacio com as micelas. Embora inesperados esses resultados sugerem
que o Eddnp poderia alterar, de algum modo, a estrutura micelar, implicando em aumento
no tempo de vida de fluorescéncia do Ahba. Ou ainda, o Eddnp estaria solubilizando as
moléculas de Ahba, atingindo uma situagdo de equilibrio dinamico onde o fluoréforo
alternaria sua permanéncia entre micelas e possiveis agregados de Eddnp.

Ja para os resultados mostrados no grafico B, considerando as diferentes cargas da
superficie das micelas e sabendo que o FRSSRQ-Eddnp tem carga liquida positiva, a
atragdo eletrostatica promove o encontro entre aceitador e micelas, sendo o efeito
hidrofébico, de importancia secundaria; a atragao eletrostatica é maior entre o peptideo e
as micelas de SDS, justamente onde se observam altera¢oes consideraveis no tempo de
vida médio. Pode-se inferir que o aceitador encontra-se bastante proximo da superficie da
micela e, portanto, proximo a sonda fluorescente. No caso das micelas de CTAB, a
repulsio eletrostatica manteria o aceitador a uma distancia tal que ndo haveria
transferéncia de energia. Para as micelas de DPS, pode estar ocorrendo repulsio
eletrostatica devido a efeitos provocados por um dipolo de superficie, ja que o monémero
de DPS tem cargas positiva e negativa alinhadas na dire¢do radial da micela.

Com o objetivo de estudar as interacSes entre o Ahba e o Eddnp puro e ligado ao
peptideo em superficies de membrana, foram conduzidos experimentos de fluorescéncia
resolvida no tempo para o par doador/aceitador em presenca de vesiculas de DMPC. O
grafico na figura 4.10 a seguir mostra os resultados obtidos dos ajustes feitos aos

decaimentos:
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Figura 4.10: Grafico da relacdo entre <t> e <T,> do Ahba em DMPC, em funcio da
concentragao de Eddnp e FRSSRQ-Eddnp.

Todas as medidas foram feitas em 27°C, garantindo que as vesiculas estivessem na
fase fluida. Aqui o tempo de vida médio diminui com o aumento da concentragio de
Eddnp e FRSSRQ-Eddnp, indicando que ha transferéncia de energia. Calculamos ainda a

eficiéncia da transferéncia; os resultados sio mostrados a seguir:
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Figura 4.11: Gréfico da eficiéncia da transferéncia de energia entre o par Ahba/Eddnp, em

presenca de vesiculas de DMPC.
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Embora os fosfolipidios de DMPC sejam neutros eletricamente, a presenga do par
i6nico fosfatidil (negativo)/colina (positivo) formando um dipolo de superficie nao exclui
a existéncia de potenciais elétricos na regido proxima as cabegas polares. Os aceitadores
Eddnp e FRSSRQ-Eddnp estido localizados na superficie da membrana lipidica, ou muito
proximos a ela. Aqui o efeito causado pelo dipolo de superficie poderia atrair
eletrostaticamente os grupos aceitadores, ou simplesmente podemos considerar que
interacoes hidrofébicas estatiam promovendo a aproximacio do par doador/aceitador na

ampla superficie da bicamada. Considerando R = 1,53x10-% e E ~ 0,21, temos r = 42,8

A como sendo a distancia entre o doador e o aceitador na membrana lipidica. Esse ¢ um
calculo aproximado, nido levando em conta a distribuicdo espacial de doadores e
aceitadores na membrana.

Dessa maneira, e para melhor analisar esses dados e obter valores de r mais reais,
utilizamos o programa CONTIN, que gera uma distribuicao de distancias entre doador e

aceitador. Os graficos obtidos sio mostrados a seguir:

43 A
0,006 -

0,004 - Q)

0,002 |- )

0,000

Eddnp 10 pM
Ahba 50 uM

fﬁ\ DMPC 0.5 mM
9.

40
r (A)

F ()

0,020

0,015

0,010

0,005

0,000

33A

Faa

Eddnp 166 pM
Ahba 50 uM
DMPC 0.5 mM

40
r(d)

Figura 4.12: Griéficos da distribui¢io de distancias entre o par Ahba/Eddnp, em presenca de
vesiculas de DMPC a 27 °C.

Os resultados mostram que ha uma distribuicdo de distancias com maximo
préoximo de 44 A para [Eddnp] = 10 UM e 33 A para [Eddnp] = 166 pM. Um aumento
na concentragao de Eddnp provoca uma diminui¢io na distancia correspondente ao

maximo da distribuicao. A seguir os resultados para o par Ahba/FRSSRQ-Eddnp:
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Figura 4.13: Grificos das distribui¢des de distancias entre o par Ahba/FRSSRQ-Eddnp em
presenca de vesiculas de DMPC.

Também aqui se observa uma diminuicao de aproximadamente 10 A no valor do
maximo da distribuicio com o aumento da concentra¢ao do peptideo. Como observado
também nos graficos da figura 4.12, as distribui¢bes de distancia apresentam um dnico
pico, bastante largo, indicando grande dispersio de distancias entre o par, mas dizendo
pouco sobre sitios especificos de localizacao das moléculas na bicamada.

Como parametros de entrada no programa CONTIN, utilizamos os valores de
tempos de vida e respectivos fatores pré-exponenciais (normalizados) do doador na
auséncia do aceitador; perfil do decaimento do doador na presenga do aceitador; perfil da
lampada (resposta do instrumento). Também ¢é utilizado o raio de Forster e, a nossa
escolha fica o intervalo de distincias (por exemplo, de 5 a 50 A) e o nimero de canais
desejados entre a distancia inicial e a final. Em geral, escolhe-se o nimero de canais de
modo que a resolucio do histograma seja de 1 A. As dltimas varidveis podem ser alteradas
e escolhidas de modo a melhorar a qualidade do ajuste; no entanto deve-se ter o cuidado
de escolhé-las de modo sensato; por exemplo, se um peptideo contendo um par
doador/aceitador tem comprimento maximo de 50 A, a distancia final nio poderia
ultrapassar este valor. No caso de uma membrana fosfolipidica e, considerando que uma
das moléculas do par (doadora ou aceitadora) particiona também na fase aquosa, o
intervalo de distancias iria além da espessura da bicamada lipidica (uma bicamada de

DMPC tem 34 A de espessura®. Como pode ser visto nos graficos anteriores,
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consideramos um intervalo de distincias que vai de 10 A até 80 A, com 1 A em cada
canal.

Outros intervalos de distancias similares a estes foram utilizados na tentativa de se
obter ajustes de melhor qualidade para os resultados do par Ahba/Eddnp. O fato de que
o Eddnp particiona na fase aquosa, bem como o peptideo FRSSRQ-Eddnp, implica no
uso de modelos diferentes que predigam a distribuicio de distancias para o caso de pares
doador/aceitador que nio estao 100% na fase lipidica da membrana, ou 100% na fase
aquosa. Neste trabalho, nao prosseguimos com esta analise, e optamos por continuar os

estudos de FRET utilizando outro aceitador para o Ahba.

4.2.3. Transferéncia de energia - grupo aceitador: NBD ligado a fosfolipidios

Assim, com o proposito de evitar moléculas que particionam na fase aquosa nesses
experimentos em presenca de membranas lipidicas, foram estudados aceitadores ligados
covalentemente a fosfolipidios, garantindo sua permanéncia na bicamada lipidica,
podendo se localizar na superficie ou no interior da regido hidrofébica. Esse grupo
aceitador foi o N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-dyazol-4-yl) ou NBD.

O NBD esta ligado a diferentes fosfolipidios e em diferentes posicdes: NBD-PE,
6-NBD-PC e 12-NBD-PC, conforme discutido no capitulo 3 deste trabalho. A figura 4.14
a seguir mostra a superposicao espectral do par Ahba/NBD-PE:

I —— Absor¢ao do NBD-PE
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Figura 4.14: Superposi¢io espectral entre o par doador/aceitador Ahba/NBD-PE.
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O NBD apresenta o mesmo espectro de absor¢ao, independente do lipidio ao qual
esta ligado. A partir dos espectros mostrados no grafico da figura 4.14, calculamos a
integral de superposicdo | utilizando a equagao 2.13 e obtivemos J= 1,053x10-14. Neste
cilculo, F(A) foi normalizada pela irea e a unidade do comprimento de onda foi o
centimetro, uma vez que o coeficiente de absor¢ao molar ¢ dado em M-'em-.

Embora a distribuicio das moléculas doadoras e aceitadoras na bicamada da
membrana lipidica resulte em uma orientagao ‘preferencial’ dos momentos de dipolo de
tais moléculas, consideramos o valor de k2 como sendo 2/3 (valor utilizado pata pares
doador/aceitador livres em solugdo, onde os momentos de dipolo podem assumir
qualquer orientagao) no calculo do valor de Ro (equagdo 2.14). O indice de refracdo foi
medido para uma solugago DMPC 1 mM, temperatura ambiente, resultando no valor de
1,331. O rendimento quantico do Ahba (doador) ¢ 0,36. Desse modo, chega-se ao valor
de 34,62 A pata o raio de Forster do par Ahba/NBD, bastante proximo ao valor de Ro
obtido para o par Ahba/AO também em membranas lipidicas: Ro= 35,5 A.

A taxa de transferéncia de energia depende da orientagao relativa entre o dipolo de
emissao do doador e o dipolo de absorcio do aceitador. Felizmente, para estudos de
distribuicao de distancias, o efeito do valor de K? ¢ relativamente pequeno, fazendo com
que o uso do valor médio dinamico 2/3 seja bastante razoavel®-%8. O unico mecanismo

através do qual o valor de K> poderia afetar a distribuicio de distancias seria se a
otientacio média do par doador/aceitador fosse, de algum modo, correlacionada com a
distancia entre este par®®%’. Isto, de modo geral, é observado em proteinas contendo
ambas as moléculas, doador e aceitador; dependendo da conformagao assumida, o angulo
entre os dipolos seria diferente, bem como a distancia entre o par.

Foram conduzidos experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo para o par
Ahba/NBD-fosfolipidios e os tesultados obtidos sao mostrados nos graficos da figura
4.15: tempos de vida de fluorescéncia do doador em auséncia e presenga do aceitador, nas
temperaturas de 16,5 °C e 32,5 °C que estdo, respectivamente, abaixo e acima da

temperatura de transicao de fase do DMPC (~22 °C)%*:
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Figura 4.15: Graficos do tempo de vida médio do Ahba em fungio da concentragio dos
aceitadores (A) NBD-PE, (B) 6-NBD-PC e (C) 12-NBD-PC. A excitagdo foi sempre em 330 nm

e a emissao em 400 nm.

De maneira geral, os valores de tempo médio diminuem a medida que a
concentracdo do aceitador aumenta. Ambos, doador e aceitador, estio na bicamada
lipidica. O Ahba, conforme ja mostrado anteriormente®?, esta localizado na superficie da
bicamada. No caso do NBD-PE (grafico A) na temperatura de 31,5 °C o comportamento
da curva ¢ diferente daquele observado nos demais experimentos. O tempo de vida do
Ahba diminui mais lentamente (com o aumento da concentracao de aceitador) em relagao
aos outros aceitadores. A interpretacio pode ser feita em termos da fluidez da bicamada,
assumindo que esta varia com o tipo de NBD-fosfolipidio adicionado ao sistema.

Mudangas na fluidez da bicamada lipidica estido intimamente relacionadas com as
cadeias de acidos graxos dos lipidios que as compdem. Neste caso, a membrana ¢é

formada por DMPC, o qual contém duas cadeias de acido miristico (14 carbonos),

62
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enquanto que o NBD-PE tem duas cadeias de acido palmitico (16 carbonos) e o 6-NBD-
PC e 0 12-NBD-PC tém somente uma cadeia de acido palmitico inteira e o grupo NBD
ligado na outra cadeia. Tanto o acido miristico quanto o palmitico sao saturados. E
possivel entio que o NBD-PE afete pouco a rigidez da membrana por possuir duas
cadeias inteiras de acidos graxos, com pequena interferéncia no empacotamento das
caudas lipidicas; dessa maneira, os resultados observados indicam um aumento da fluidez
da bicamada devido a inser¢ao de 6-NBD-PC e 12-NBD-PC, significando que a presenca
de uma molécula em meio as caudas hidrofébicas de uma bicamada lipidica, ou mesmo
muito proxima da interface lipidio-agua aumentaria a fluidez da bicamada. O aumento na
fluidez da bicamada possibilitaria maior aproximagdao entre o par, aumentando a
transferéncia de energia e diminuindo o tempo de vida do doador.

No grafico B da figura 4.15, observa-se que a partir de 30 UM de 6-NBD-PC o
tempo de vida médio nao mais diminui, podendo indicar que cada doador ‘encontrou’ seu
par aceitador e o aumento da quantidade de aceitador no sistema ji nao causaria
mudancas no tempo de vida médio do doador. O mesmo comportamento pode ser

observado nos resultados mostrados no grafico C, ainda que de maneira mais sutil.

. o . N T
Com os valores de tempo de vida médio, utilizamos a equacio E=1-—% para
d

obter a eficiencia (E) da transferéncia de energia entre os pares (7, € 7, sdo,
respectivamente, o tempo de vida médio do doador na presenca e auséncia do aceitador).

No grafico da figura 4.16 a seguir mostramos o conjunto de valores obtidos:
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Figura 4.16: Grafico da eficiéncia da transferéncia de energia, em funcdo da concentracio de

NBD-fosfolipidios, na fase gel e na fase fluida da membrana.

Observa-se o diferente comportamento das curvas de eficiéncia em fun¢ao da
concentragao de aceitador. Para os experimentos realizados em temperatura abaixo da
transi¢ao de fase do DMPC (ou seja, bicamada lipidica na fase gel) a variagao da eficiéncia
¢ bastante parecida no intervalo de concentragdes que vai de zero a cerca de 9 UM e, com
exce¢io do NBD-PE, o mesmo pode ser dito dos experimentos realizados a 31,5 °C. A
maior fluidez da bicamada lipidica possibilita maior aproximacao entre o par e a eficiéncia
da transferéncia é maior. Conforme discutido anteriormente, a fluidez da bicamada é
maior em presenca de 6-NBD-PC e 12-NBD-PC.

A seguir, os graficos da figura 4.17 mostram a distancia » entre o par, obtida a

partir da equagao 2.20:
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Figura 4.17: Graficos das distancias entre o doador Ahba e o aceitador NBD ligado a diferentes

fosfolipidios.

Com exce¢ao do NBD-PE a 31,5 °C, as distancias estao no intervalo que vai de 30
A2 65 A. A distancia mais préxima entre o Ahba e o aceitador (~27 A) foi observada na
concentragao de 28 UM de 12-NBD-PC a 31,5 °C. Curiosamente, neste mesmo grafico
observa-se a maior separagdo entre o par (64,9 Aa165°Ce630Aa315 °C) no inicio
do experimento (0,73 UM de aceitador), ou seja, o par que mais dista entre si no inicio do
experimento é o mesmo que mais se aproxima ao final da titulagdo; isso pode ser
justificado por uma ‘mobilidade’ maior das moléculas doadoras na bicamada lipidica,
indicando que o 12-NBD-PC altera localmente a estrutura da bicamada, permitindo maior
movimentagio da sonda fluorescente. E possivel que o NBD, ligado ao carbono 12 do

acido palmitico, ‘abra espagos’ entre as cadeias hidrocarbonicas vizinhas, possibilitando

65
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maior aproximac¢ao do Ahba. Na fase gel, o 12-NBD-PC atuaria como uma estrutura que
enrijece ainda mais a bicamada localmente. E importante considerar que o Ahba, na fase
liquido-cristalina, penetra mais na bicamada, como mostraram experimentos onde a
fluorescéncia estatica foi observada em fun¢ao do pH do meio; em presenca de vesiculas
de DMPC>2 0 Ahba protonou mais facilmente na fase gel (pK = 3.26 £ 0.05) do que na
fase liquido-cristalina (pK = 2.98 £ 0.006).

No entanto, apenas considerando a estrutura quimica do 12-NBD-PC, nao
poderfamos afirmar que o grupo NBD esteja realmente inserido no interior da bicamada
lipidica, exatamente na regido das cadeias alifaticas. Experimentos de supressao colisional
da fluorescéncia do NBD pelo Co?* em vesiculas de DOPC® mostraram que o Co?* nio
tinha acesso ao NBD do 12-NBD-PC da mesma maneira que tinha ao NBD ligado ao
colesterol; este ultimo, certamente localizado na regido apolar da bicamada lipidica. A
interpretacdo para este resultado foi de que a cadeia de acido graxo do 12-NBD-PC que
continha o grupo NBD covalentemente ligado a si, estaria se dobrando, fazendo com que
o grupo NBD fosse levado préoximo a interface lipidio-agua. Dessa maneira, o 12-NBD-
PC estaria mais proximo da superficie da bicamada do que propriamente em seu interior.

Observando novamente o grafico da eficiéncia da transferéncia E (figura 4.10),
podemos ver que E para o 12-NBD-PC na fase gel ¢ menor e aumenta mais lentamente
com a concentrac¢ao de aceitador em relagao aos resultados obtidos para o 6-NBD-PC em
fase gel e fase fluida. Tal resultado poderia significar que na fase gel a cadeia alifatica a
qual se liga o NBD no 12-NBD-PC teria mais dificuldade em se dobrar, fazendo com que
o grupo NBD permanecesse de fato, inserido no interior da bicamada lipidica.

Voltemos agora aos valores de distancia obtidos através da equaciao 2.20 e
mostrados nos graficos da figura 4.17. Esses valores de r nao sdao precisos do ponto de
vista quantitativo, embora reflitam razoavelmente bem o comportamento do doador e do
aceitador e a distancia entre ambos na membrana lipidica. O modelo do qual resulta a
equagdo 2.20 considera que existe uma unica distancia entre doador e aceitador o que nio
¢ verdade neste caso, onde os pares estao distribuidos em uma bicamada lipidica.

Sabemos que o Ahba (doador) esta localizado na superficie da bicamada, assim
como o grupo NBD no NBD-PE esta na superficie da bicamada e o 6-NBD-PC tem o
NBD inserido na regidao das caudas hidrofdbicas, na altura do carbono 6 da cadeia de

acido graxo. O 12-NBD-PC tem o NBD na ponta da cauda hidrofébica, na metade da
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bicamada lipidica; consideremos ainda que essa cadeia alifatica contendo o NBD se dobra,
fazendo com que grupo aceitador fique proximo a interface lipidio-agua, principalmente
na fase fluida da bicamada. A figura 4.18 a seguir ilustra as possiveis localizagdes do par

na bicamada lipidica:

6-NBD-PC
NBD.PE Ahba 12- NBD PC

i
SLLALL

Figura 4.18: Esquema ilustrando o posicionamento do doador Ahba e aceitadores NBD na

bicamada lipidica.

Dessa maneira, se faz necessaria a utilizagdo de recursos alternativos, capazes de

fornecer valores de  considerando a distribuicio de distancias entre doador e aceitador.

4.2.4 Distribuigdo de distincias: Ahba —NBD /fosfolipidio em vesiculas

O programa CONTIN permite recuperar distribuicdes de distancias entre doador
e aceitador a partir dos dados de decaimento da fluorescéncia obtidos experimentalmente.
Detalhes da estrutura do programa foram descritos brevemente no capitulo 2 desta tese.

Considerando que a espessura de uma bicamada lipidica de DMPC ¢ de
aproximadamente 34 A% e que, para a concentracio de doador igual a 30 UM
(concentragao utilizada em nossos experimentos) o ‘raio de a¢do’ do Ahba estd proximo
dos 27 A, a distAncia méaxima entre uma molécula doadora e outra aceitadora seria de 43
A (para o caso do NBD-PE) (ver esquema mostrado na figura 4.19 a seguir), utilizamos
um intervalo de distancias entre 5 A e 60 A como um dos pardmetros de entrada no

CONTIN.
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Figura 4.19: Esquema ilustrando maxima distdncia possivel entre um par doadot/aceitador.

O CONTIN gera entdo uma fungao de distribuicdo de distancias dentro do
intervalo de distancias pré-estabelecido. Os graficos da figura 4.20 a seguir mostram 0s
resultados obtidos para 30 UM de doador em 1 mM de DMPC, para diferentes
concentracoes de aceitador, em diferentes temperaturas; dessa maneira, garantimos um

experimento em fase gel (16,5 °C) e outro em fase liquido-cristalina (31,5 °C).

025 Ahba 30 uM em DMPC 1 mM A 010 § Ahba 30uM em DMPC 1mM B
’ T =16,5°C : ) Al _ o
[NBD-PE] em pM: T=315°C [NBD-PE] em pM:
0.20 — 401 I —n—475

—e—956 0081 A —e— 11,0
—a—597 \ % A 60,2

2 i

0,10 - x 0,04 - I i\
A ] :
0,05-; %‘ o,oz-} ﬂ? ‘i‘i
!y 4 i § ;
0,00 L I I - I ) I 0,00 s , - n " " I L |
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60 70

t () £(A)

Figura 4.20: Graficos da distribui¢do de distancias entre Ahba e NBD-PE em vesiculas
fosfolipidicas a 16,5 °C (A) e 31,5 °C (B).

Observa-se um alargamento dos picos de distancias na fase liquido-cristalina,
indicando que a maior mobilidade da membrana lipidica permite maior nimero de

distancias entre o par. Os picos de distancias no inicio e no fim do intervalo estio
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invariavelmente presentes, qualquer que seja o intervalo de distancias pré-estabelecido.
Assim, dedicamos maior atengao ao pico central no grafico A e os dois picos centrais no
grafico B.

Do grafico A, observa-se um alargamento progressivo, embora pequeno, dos picos
a medida que se aumenta a concentracao de aceitador. Com relagdo ao valor central do
pico, nao ha mudanca significativa, pois nessas concentragoes de aceitador o proprio
decaimento da fluorescéncia do doador nao sofreu grandes alteracGes, como se observa

no grafico da figura 4.21 a seguir:

10000 Ahba 30 uM em DMPC 1 mM
T =16,5°C
1000 [NBJ%E(} em pM:
g - ——— 401
& I 9,56
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Figura 4.21: Grafico do decaimento da fluorescéncia do Ahba em auséncia e presenca de NBD-

PE, na fase gel do DMPC.

No grafico B (figura 4.20), onde a vesicula esta na fase liquido-cristalina, observa-
se o aparecimento de um segundo pico, nas concentragoes de 11,0 UM e 60,2 UM. Neste
caso, o decaimento da fluorescéncia apresenta diferenca consideravel quando se muda a

concentragdo do aceitador, como mostra o grafico da figura 4.22 a seguir:
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Figura 4.22: Grafico do decaimento da fluorescéncia do Ahba em auséncia e presenca de NBD-

PE, na fase liquido-cristalina do DMPC.

A presenca de dois picos na regido central (entre 20 e 40 A) era esperada também

no experimento a 16,5 °C; o pico referente a0 menor valor de r estaria relacionado a

distancia entre pares localizados na mesma superficie da bicamada, enquanto que o pico

das distancias maiores seria atribuido a configuracio doador em uma superficie da

bicamada e aceitador na outra. Porém ha também a possibilidade de que os dois picos

representem diferentes localizacGes para vizinhos dentro da mesma bicamada.

Na figura 4.23 a seguir sio mostrados os resultados obtidos para o Ahba em

presenca de 6-NBD-PC em diferentes concentragoes, em temperaturas abaixo (A) e acima

(B) da transicao de fase:
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Figura 4.23: Graficos da distribui¢ao de distancias entre Ahba e 6-NBD-PC em vesiculas
fosfolipidicas a 16,2 °C (A) e 31,6 °C (B).
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A seguir os decaimentos da fluorescéncia do Ahba em presenca de 6-NBD-PC,

abaixo (A) e acima (B) da transicao de fase do DMPC:
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Figura 4.24: Graficos do decaimento da fluorescéncia do Ahba em presenca de 6-NBD-PC em 1
mM de DMPC, abaixo (A) e acima (B) da temperatura de transicdo de fase.

Observa-se que na fase fluida a eficiencia da transferéncia de energia é maior,
implicando num decaimento mais rapido da fluorescéncia do Ahba e coincidindo também
com os picos centrados em valores ligeiramente menores de » (para 69,4 UM de aceitador)
no grafico B da figura 4.23 é observado ainda o alargamento desses picos de distancias,
em relagdo aos picos do grafico A, onde a bicamada esta na fase gel.

Finalmente os tesultados obtidos para o par Ahba/12-NBD-PC. Nos graficos da
tigura 4.25 a seguir, sao mostradas as distribuicées de distancias e observa-se que na fase
fluida (grafico B) os valores de 7 onde estdo centrados os picos sao menores que aqueles

do grafico A:



4. Resultados e Discussoes

72

T=16,5°C
0,06 -

F(r)

0031 |

0,00 |-

Ahba 30 uM em DMPC 1 mM A

[12-NBD-PC] em pM:
—=—435

F(r)

0,16 |-

Ahba 30 uM em DMPC 1 mM B
T =315°C
[12-NBD-PC] em pM:
—n—50
—e—125
—A—398

10 20 30 40 50 60
(@)

Figura 4.25: Graficos da distribuicio de distancias para o par Ahba/12-NBD-PC em DMPC na
fase gel (A) e liquido-cristalina (B).

A seguir os decaimentos da fluorescéncia do Ahba em presenca de 12-NBD-PC,

em diferentes temperaturas e concentragoes:
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Figura 4.26: Graficos do decaimento da fluorescéncia do Ahba em presenc¢a de 12-NBD-PC em

1 mM de DMPC, abaixo (A) e acima (B) da temperatura de transi¢do de fase.

Do conjunto de resultados gerados pelo CONTIN para os diferentes aceitadores,

invariavelmente a distribuicdo de distancias apresenta alargamentos nos picos quando na

fase fluida da membrana lipidica, mostrando que, em relagdo a um mesmo aceitador, ha

diferenca entre a distancia intermolecular na fase gel e na fase liquido - cristalina.

Com excecdo dos resultados do NBD-PE, verifica-se que os valores de distancia

correspondentes aos picos da regido central diminuem com o aumento da concentra¢ao
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de um mesmo aceitador, para um mesmo valor de temperatura; tal efeito ¢ nitidamente
observado nos picos da direita (valores maiores de 7) nos graficos onde aparecem dois
picos de distancias.

Os valores das distancias dos maximos dos picos centrais também sao menores na
fase fluida (devido a maior mobilidade da membrana), com exce¢ao do 6-NBD-PC, onde
esses valores praticamente nao mudam.

No caso do 12-NBD-PC, conforme discutido anteriormente, o grupo NBD estaria
proximo a interface lipidio-agua, sobretudo na fase fluida da membrana. Terfamos entio
menores valores de distancias entre Ahba e NBD. De fato, se observa um pico centrado
em 20 A e outro em 30 A, para 59,8 uM de 12-NBD-PC no grafico B da figura 4.25; esse
pico centrado em 30 A estaria relacionado aqueles grupos NBD localizados na outra face
da bicamada. No entanto, o grafico A, referente a membrana na fase gel, apresenta um
Ginico pico de distancias para cada valor de concentracio de aceitador, centrados em 44 A,
40 A e36 A, respectivamente da menor para a maior concentragao de 12-NBD-PC. Se a
suposicao feita anteriormente de que na fase gel a cadeia de acido graxo contendo o NBD
ndo se dobra e permanece no interior apolar da bicamada lipidica estivesse correta, entio
observarfamos uma populacio de NBD a, pelo menos, uma distancia minima de 17 A
(metade da espessura da bicamada) do Ahba. Nenhum pico de distancias esta centrado
em valores proximos a este, sugerindo que ainda na fase gel da membrana o NBD do 12-
NBD-PC continua mais préximo da superficie da bicamada do que propriamente em seu
interior. A tabela 4.2 a seguir resume os valores de distancias dos maximos de cada pico

encontrado nas distribuicoes:

Aceitador/Temperatura | distancia curta | distancia intermediaria | distancia longa
NBD PE 16,50 C <10 A 33 A 62 A
NBD PE 31,50 C <10 A 28-40 A 60-68 A

6- NBD PC 16,5 C <10 A 21 A e 30-35A > 60A
6-NBD PC 31,5° C <10 A 20A e 30-38 A > 60A
12-NBD PC 16,5° C <10 A 35-45 A > 60A
12-NBD PC 31,50 C <10 A 20-35A > 40 A

Tabela 4.2: Valores de distancias dos maximos de cada pico, para cada aceitador, em

diferentes temperaturas.
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Apesar do NBD-PE conter o grupo aceitador na regido da cabega polar, esta mais
afastado do fluoréforo Ahba, em relacio ao aceitador 6-NBD PC. O resultado reflete
localizagio do doador mais préoxima das cadeias hidrocarbonicas que da interface com o

meio aquoso.

4.3 Espectroscopia de correlagdao de fluorescéncia, microscopia de fluorescéncia e

excitagao multi-fétons

Dentro da proposta de utilizacio de técnicas de espectroscopia de fluorescéncia
para caracterizar e monitorar moléculas, macromoléculas e sistemas auto-organizados de
interesse bioldgico, foram realizadas medidas em laboratério de técnicas avangadas em
espectroscopia e microscopia de fluorescéncia: o Laboratério de Bioespectroscopia do
Departamento de Fisica da Universita Degli Studi di Milano-Bicocca.

Foram obtidas curvas de correlacao de fluorescéncia do fluoréforo Laurdan em
etanol e em presenca de sistemas micelares e vesiculares (LUV e GUV) e também da
Rodamina 6 G em etanol e de micro esferas fluorescentes em solucao tampao. Foram
obtidos espectros de excitagdao a dois fétons do Ahba e Rodamina 6G através de imagens
de microscopia de fluorescéncia.

Foram realizados experimentos basicos, com compostos ja bastante conhecidos e
utilizados nesta técnica: Rodamina 6G em etanol e micro esferas fluorescentes
[FluoSpheres carboxylate-modified microspheres, yellowgreen fluorescent] utilizadas para
calibracao do sistema. No caso da Rodamina 6G, seu coeficiente de difusao em etanol é
conhecido e bem determinado”: D= 280 um?/s; ¢é utilizado para calibrar o sistema, ou

seja, para se obter a dimensio do volume de excitagiao (especificamente o diametro do

feixe no volume focal: o). Dai, conhecendo-se o valor de @y para a configuraciao que esta
sendo utilizada, é possivel obter o coeficiente de difusao e/ou a concentra¢io de qualquer
outra molécula, fazendo-se uso da equagao A.13.

Conforme discutido anteriormente, a excitagdo foi sempre a dois fétons, o que
permite obter um menor volume focal e melhor relagio sinal/ruido. A Rodamina 6G
apresenta boa absor¢ao quando excitada a dois fétons, como se observa no grafico da

figura 4.27 a seguir:
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Figura 4.27: Grafico do espectro de excitacio a dois fétons da Rodamina 6G.

Esse espectro foi obtido através de microscopia de fluorescéncia, onde a excitagdao
foi feita por um laser de Titanio/Safira (Mai Tai HP - Spectra Physics) e a deteccao usou
fototubos acoplados a um microscopio Olympus BX51. Esse resultado esta em 6timo
acordo com a literatura’l.

Na figura 4.28 a seguir mostramos um grafico com a curva de correlagio da
Rodamina 6G em etanol, na concentracdao de 10 nM e as respectivas flutuagdes na

intensidade de fluorescéncia, observadas em dois canais:
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Figura 4.28: Grafico da curva de correlagio da Rodamina 6G em etanol e respectiva flutuaciao

na intensidade de fluorescéncia.

Da curva ajustada, obtivemos wo?>= 0,152 * 0,003 necessario para obten¢iao do
coeficiente de difusio de outras moléculas (em experimentos realizados no mesmo dia). F
importante notar que ao longo do experimento, medidas com a Rodamina foram refeitas
com a finalidade de controlar o valor de . Em geral o sistema se mantinha bastante
estavel apds ser alinhado com a devida precisio. Como a parte inicial da curva
corresponde aos efeitos causados pelas transi¢des da molécula para seu estado excitado
tripleto, esta nao foi considerada em nossas analises.

O grafico da figura 4.29 a seguir mostra a curva de correlagao para uma amostra de

micro esferas fluorescentes livres em solucao:
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Figura 4.29: Grafico da curva de correlacao de fluorescéncia de esferas fluorescentes bastante

diluidas em solucio.

Nessa curva de correlacio observa-se somente a difusao da molécula, ndo estando
presentes os efeitos produzidos por transi¢cdes envolvendo o estado tripleto, como ocorre
com a Rodamina e também com o Laurdan. Observando com cuidado as flutuacoes na
fluorescéncia, percebe-se que, a cada pico no sinal de fluorescéncia corresponde uma
molécula de tamanho diferente passando pelo volume de excitagao, dificultando a medida
de um coeficiente de difusdo verdadeiro para as microesferas.

Com o objetivo de realizar medidas de FCS com o Ahba, comegamos por obter
seu espectro de excitagao a dois fotons, pois até entdo nao haviamos realizado estudos de
excitagdo nao linear com esta molécula. Preparamos um “filme” de Ahba (deixando
evaporar em uma lamina uma gota de Ahba em etanol) e colocamos sob observa¢io em
um microscopio. Obtivemos uma imagem para cada comprimento de onda de excitagio.
Entio, através do programa de aquisicao de imagens (Fluoview 4.0), selecionamos uma
regido de interesse e o proprio programa forneceu a ‘intensidade’ total dessa regido, para
cada comprimento de onda. A figura 4.30 a seguir mostra o resultado obtido e também a

regido por noés escolhida:
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Figura 4.30: Imagem de filme de Ahba e a regido selecionada (esquerda) e grafico do espectro de

excitacdo a dois fétons do Ahba (direita).

Os espectros obtidos foram os mesmos, independente da regido escolhida. Como
a poténcia do feixe laser muda para cada comprimento de onda, um medidor de poténcia
foi colocado no caminho do feixe e, com um filtro, a poténcia foi controlada, de modo
que o feixe incidente sobre a amostra apresentasse sempre a mesma poténcia. Nesse
mesmo experimento, testamos a resistéencia do Ahba a luz e observamos que apos 40
minutos a intensidade emitida era exatamente a mesma do inicio do experimento, o que
nos permite concluir que a sonda ¢ bastante fotoestavel para este tipo de estudo,
diferentemente da Rodamina que fotodegradou antes, com poténcias bem menores do
feixe laser.

Do grafico, vemos que o maximo de absor¢do para o Ahba esta em torno de 695
nm. No entanto, nos experimentos de FCS utilizamos como laser de excitagio o modelo
Tsunami da Spectra Physics e o comprimento de onda minimo atingido (manualmente)
foi de 708 nm. Abaixo disso niao foi possivel trabalhar. O objetivo inicial era fazer
medidas com o Ahba em solugdo (mesmo estando agregado) e em presenca de sistemas
de membrana modelo. No entanto, nao foi possivel observar sinal fluorescente do Ahba
nos experimentos de FCS, mesmo elevando ao maximo a poténcia do feixe laser e
aumentando consideravelmente a concentracao da amostra. Varios filtros foram testados
na emissao fluorescente, mas nenhum sinal de fluorescéncia foi observado.

Do espectro de excitagio do Ahba, observa-se que sua absor¢io em 708 nm ¢

baixa quando comparada com o maximo em 695 nm. Entao, nosso proximo passo foi
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utilizar nas medidas de FCS o laser Mai Tai HP da Spectra Physics, o mesmo utilizado
para a obten¢do das imagens; neste caso o comprimento de onda de 695 nm seria
facilmente atingido. Assim, o feixe laser proveniente do Mai Tai HP foi levado de uma
mesa Optica a outra através de diversos espelhos e foi direcionado para o microscopio
onde eram feitas as medidas de FCS.

Fizemos entido experimentos com o Ahba em presenca de micelas de SDS e
vesiculas (LUV) de DMPC. Foi observado algum sinal de fluorescéncia e flutuagdes em
torno de um valor médio, porém nio era possivel gerar uma curva de autocorrelagao, ou
seja, as moléculas nao correlacionavam.

Realizamos ainda alguns experimentos com vesiculas gigantes (GUV) de POPC,
tendo o Ahba como sonda fluorescente. As vesiculas gigantes permaneciam bastante
imoéveis sobre a lamina e, através de microscopia Otica comum, uma determinada vesicula
era selecionada para observagao. Nesse momento, quando o feixe laser incidia sobre a
amostra, foi possivel observar um ponto fluorescente azulado proveniente da vesicula,
correspondente a fluorescéncia do Ahba vista a olho nu. No entanto, continuamos a nao
observar nenhum sinal de fluorescéncia colocando-se o filtro 400/20. Expetimentos com
fluorescéncia estatica do Ahba em vesiculas resultaram em espectros com maximo de
emissao entre 400 e 406 nm. Desse modo foi descartada a possibilidade de estarmos
utilizando o filtro errado na emissdo (a transmitancia desse filtro foi medida: cerca de
80%). O mesmo experimento foi realizado utilizando o Laurdan como sonda fluorescente
e fluorescéncia a olho nu também foi observada; mas um sinal de fluorescéncia
extremamente alto passava através de um filtro 485/30 (correspondente ao intervalo
espectral de emissao do Laurdan). Uma possivel explicagdo para isso seria a eficiéncia
diferencial de detecgao dos fotodiodos avalanche em diferentes comprimentos de onda; no
caso, a eficiéncia seria extremamente baixa (ou nula) até os 400 nm e somente aumentaria
com maiores comprimentos de onda.

Uma vez que se constatou a impossibilidade da realizacio de medidas de FCS com
o Ahba, optamos por estudar o Laurdan, ja utilizado nesta técnica’. A figura 4.31 a seguir
mostra a curva de autocorrelagdo para o Laurdan em etanol e respectivas flutuagdes no
sinal de fluorescéncia. Aos dados foi ajustada a equagao A.13, através do aplicativo

cientifico Origin 7.0:
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Figura 4.31: Grafico da curva de autocorrelagio do Laurdan em etanol e respectivas flutuagGes

no sinal de fluorescéncia.

Das medidas de calibracio com a Rodamina, foi obtido o valor de ®¢?, utilizado na
analise dos demais dados. Obtivemos um valor de coeficiente de difusao para o Laurdan
em etanol D=364 + 9 um?/s. Sabendo que o valor de G(0) ¢ inversamente proporcional
ao nimero N de moléculas no volume de excitacio e sabendo que G(0) = 0,076
corresponde a uma unica molécula no volume, temos N= 6,3 moléculas de Laurdan no
volume de excitacgao.

Nota-se que o ajuste aos dados experimentais nao considera a primeira parte da
curva de autocorrelagdao, pois este inicio esta relacionado com as transi¢oes da molécula
para o seu estado excitado tripleto (ver apéndice A) e em nosso trabalho estamos
interessados somente na difusio da molécula.

Embora o Laurdan se apresente sob a forma de agregados em solu¢ido aquosa,
realizamos algumas medidas em meio aquoso. O grafico a seguir mostra que o sistema
nido é homogéneo e os agregados parecem ser de diferentes tamanhos (quantidade de

monomeros da sonda):
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Figura 4.32: Grafico da curva de autocorrelagio do Laurdan em solugdo aquosa.

A concentragao de Laurdan neste experimento foi de 10 nM; considerando-se sua
agregacao, chega-se a um valor extremamente baixo de agregados fluorescentes, o que
pode ser observado no baixo valor do sinal de fluorescéncia e no alto valor de G(0); os
diferentes picos observados sdo atribuidos a diferentes agregados (tamanhos diferentes)
passando pelo volume de excitacdo. A analise da curva de correlagdo neste caso é bastante
complexa; se houvesse populagoes bem definidas de agregados muito semelhantes,
bastaria ajustar a equagao A.14, no entanto, parece haver uma distribui¢do de agregados
com diferentes nimeros de monémeros, o que dificulta a analise dessa curva. Seriam
necessarios modelos tedricos especificos, capazes de distinguir populagoes de diferentes
dimensoes dentro da mesma solucio.

Prosseguimos com os experimentos, desta vez com Laurdan em vesiculas de
DMPC, do tipo LUV. A seguir, na figura 4.33, mostramos o grafico com algumas curvas

de correlacdo obtidas:
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Figura 4.33: Curvas de autocorrelacao para o Laurdan em vesiculas de DMPC.

A relacdo entre as concentracoes de marcador e vesiculas de DMPC foi um critério
importante. Nas curvas do grafico acima temos 100 nM de Laurdan em 10 nM de
vesiculas de DMPC. Consideramos aqui que uma vesicula unilamelar de DMPC de 0,1
um de diametro contenha em torno de 105 lipidios; a partir daf calculamos a concentragao
de vesiculas.

Observa-se que o sistema ¢ altamente heterogéneo, sugerindo diversas
possibilidades: presenca de Laurdan na fase aquosa; vesiculas multi-lamelares (diferentes
quantidades de sonda por vesicula); vesiculas com diferentes diametros. Nos dois ultimos
casos, a incerteza estaria na preparacao das vesiculas, durante o processo de extrusio.

Os picos observados nas flutuagées do sinal estao relacionados com a passagem
das vesiculas pelo volume focal; nota-se que sdo de tamanhos diferentes,
consequentemente apresentam tempos de difusio diferentes. B importante notar que
durante todo o tempo ha um sinal de fluorescéncia presente, que poderia ser atribuido a
uma populagao de Laurdan presente na fase aquosa.

Finalizando os estudos com FCS, conduzimos experimentos com vesiculas

gigantes (GUV) de POPC. Tais vesiculas foram produzidas através do método de
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eletroformacao, descrito em detalhes no capitulo 3; o resultado é uma distribuicao de

tamanhos para as vesiculas, podendo variar entre 5 e 100 Um de diametro,

aproximadamente. Como o diametro do feixe de excitagao no volume focal tem cerca de

0,36 Um para os comprimentos de onda que utilizamos, uma GUV que ali passasse
preencheria todo o volume, e somente uma pequena fracio da membrana estaria sob
observacdo. Estudos em sistemas como esse sao feitos principalmente para se observar
deslocamento lateral de proteinas ou macromoléculas fluorescentes sobre uma membrana
lipidica*$, bem como a formagao de dominios lipidicos*?-1.

Através de microscopia Optica comum seleciona-se uma unica vesicula; em
seguida, direcionando a luz proveniente da amostra para os fotodiodos detectores, obtém-
se as curvas de correlacio. A intensidade de fluorescéncia era bastante alta; porém o
Laurdan fotodegrada rapidamente e a curva de correlagdo gerada nio refletiu a dinamica
difusiva da sonda; a intensidade diminuiu com o tempo, pois a sonda ficava exposta
tempo demais, estando a vesicula fixa sob o feixe de excitagao. Diminuimos ainda mais a
concentragdo de Laurdan: de 0,05% para 0,01% (em mol) em relagio a concentracao de
lipidios de POPC, mas o resultado foi o mesmo, apenas a intensidade de fluorescéncia

diminuiu. A seguir, graficos dos resultados obtidos:
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Figura 4.34: Graficos das curvas de correlagao do Laurdan em GUV de POPC e respectivas

flutuacdes na fluorescéncia.
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A diminui¢ao no sinal de fluorescéncia faz com que as flutuagdes observadas sejam
parecidas com aquelas que seriam observadas para uma macromolécula de dimensdes
bastante grandes passando muito lentamente pelo volume de excitagio.

Como um dos objetivos era utilizar o Ahba como sonda para microscopia de
fluorescéncia, realizamos experimentos para obtencdo de imagens de fluorescéncia
utilizando o Ahba como marcador fluorescente. Obtivemos algumas imagens de vesiculas

gigantes, mostradas a seguir:

| AR s PR ok SRR |
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Figura 4.35: Imagens de vesiculas gigantes de POPC marcadas com Ahba.

A concentracio de Ahba foi de 5% em relacdo a concentracao de POPC. O ideal
para esse tipo de medida seria a concentragao de 1% de sonda, mas utilizamos 5% para
evidenciar o sinal de fluorescéncia. A excitacdo foi feita com 695 nm e na emissio foi
utilizado o filtro 400/20.

Com a vantagem de ser bastante fotoestavel, o Ahba se mostra eficiente como

marcador fluorescente para membranas lipidicas observaveis em microscépios.
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Capitulo 5: Conclusoes

A utilizacio de sondas fluorescentes no estudo de fendomenos bioquimicos e
biofisicos relacionados a modelos de membrana celular depende de propriedades
adequadas do fluoréforo e da molécula como um todo.

Dos resultados deste trabalho, foi verificado que o Ahba apresenta transferéncia de
energia para aceitadores como Acridina Laranja, Eddnp e NBD/fosfolipidios; tais
aceitadores tém afinidade por regides hidrofébicas de agregados anfifilicos. Nos
experimentos envolvendo o Eddnp ligado a um polipeptideo, vimos que ¢é possivel
utilizar o Ahba para monitorar a interacio de peptideos marcados com membranas
modelo.

Para os experimentos envolvendo os aceitadores NBD-PE, 6-NBD-PC e 12-
NBD-PC, a analise dos dados de transferéncia de energia utilizando o programa
CONTIN, permitiu a obten¢ao de fung¢des de distribuicoes de distancias entre os pares
Ahba/NBD-fosfolipidio na bicamada lipidica; verificamos que a distribuicao das sondas
na bicamada depende do tipo do doador, de sua concentragdao na bicamada e do
comportamento de fase da membrana.

Foi observada a supressao da fluorescéncia do Ahba por moléculas da familia dos
aquilpiridinios, em presenca de agregados anfifilicos. Dos resultados, concluimos que o
Ahba se localiza de fato, na superficie das micelas e vesiculas.

Observamos, finalmente, que é possivel a utilizacdo da sonda Ahba em estudos de
microscopia de fluorescéncia, como marcador fluorescente para membranas lipidicas.
Também pode ser utilizado em estudos envolvendo excitagdo por dois fotons,
apresentando maximo de absorcio em 695 nm. A sonda apresentou grande

fotoestabilidade; no entanto, nao se mostrou adequada para estudos de FCS.
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APENDICE A - Analise da autocorrelagio

As flutuagbes no sinal da fluorescéncia sio quantificadas por autocorrelacio
temporal do sinal de intensidade gravado. O numero de moléculas contidas no volume
focal em qualquer tempo ¢é governado por uma distribuicio de Poisson. Como
consequiéncia, a raiz da média do quadrado das flutuagdes no numero de particulas N é

dada por:

) D

Uma vez que as flutuagdes relativas se tornam menores com numeros crescentes
de particulas observadas, é importante minimizar o numero das moléculas no volume
focal. No entanto, o sinal fluorescente ainda deve ser maior que o ruido de fundo. Se
existem poucas moléculas na solugao, é possivel que em algum momento nio haja
nenhuma molécula passando pelo foco. Aproximadamente, a média temporal do nimero
de particulas deve estar entre 0,1 e 1000; como o volume focal é da ordem de 1
femtolitro, as concentragoes correspondentes estdo na regido que vai desde alguns
micromolares a valores inferiores a 1 nanomolar.

A fluorescéncia emitida pelas moléculas do volume focal ¢é registrada féton por
foton. Assumindo que a poténcia do feixe de excitacdo seja constante, as flutuagdes no

sinal da fluorescéncia sao definidas como desvios da média temporal do sinal:

OF (1) = F(t) - (F (1))
17 (A2)
(F)=— ! F(t)dt

Se todas as flutuagdes sio provenientes somente de mudangas na concentragio 6C

local dentro do volume efetivo ;ydo ponto focal, as variagoes podem ser escritas como:
(1) =K[1,,(r)-S(r)-8(0-q-C(r.0))-aV (A3)
v

Os parametros individuais listados acima descrevem principalmente a
probabilidade de excitar um fluoréforo dentro do volume focal e de detectar o féton

emitido mais tarde, devido a eficiéncia final de detecgao do arranjo experimental:
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K: eficiéncia total da deteccao;
Tex(r): distribuigao espacial da energia de excitagdo com amplitude maxima Io,
S(r): funcio de transferéncia Optica da combinacdo objetiva-pinhole. Isso

determina a eficiéncia de coleta espacial da configuragiao experimental e ¢ adimensional;
0G: flutuagdes na se¢io de choque da molécula;

dq: flutuagdes no rendimento quantico da molécula;

dC(r,t): flutuagdes na concentragao local de moléculas em funcio do tempo,
devido ao movimento Browniano.

Determinar todos estes parametros experimentalmente é extremamente dificil ou
mesmo impossivel. Podemos entdo simplificar a equacio A.3 e escrevé-la da seguinte

forma:

SF(1) = [W(NSmC(r.n)-dv (A4

onde W(r) descreve a distribui¢ao espacial da luz emitida e freqientemente é aproximada
por uma Gaussiana tridimensional, decaindo pata 1/¢2 em 1o na direcao lateral e para

z = z0 na direcdo axial:

_2x2+y2 z

W(r)=e " e ¥ (A.5)

A funcgdo de autocorrelagao normalizada é definida por:

(OF (1) 6F (1 + 7))
(Fo)

O sinal ¢ analisado em relagdo a sua auto-similaridade apés um instante T. A

G(7)=

(A.6)

amplitude de autocorrelagio G(0) é simplesmente a variancia normalizada das flutuagoes

do sinal fluorescente F(t). Assim, substituindo a equagio A.4 na equagio A.6, temos:

i W(f)W(C')<5(77 -C(r, t))5(77 LC(rit+ 2'))>dVdV'
f W (om-Ca. r))}dV)z

(A7)
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Simplificando a equagdo A.7, podemos considerar somente as particulas que estao

difundindo livremente em trés dimensdes, com coeficiente de difusaio D; e podemos

€screver:
| el
<5C((,0)5C({',T)>=<C>—_s'e r (A.8)
(4nD7) 2
e entao:
| il
”W(r)W(r‘)(C>73-e AT -y
G  @4mo)? 1 [[waw - e o7 avav:
7T)= = 3

Inserindo mais duas convengdes, chegaremos finalmente na expressio para a
fungao de autocorrelacio normalizada de difusdo tridimensional para espécies unicas em
solucdo: primeiramente considera-se a relacao entre o tempo de difusdo lateral To que a
molécula permanece no volume focal e o coeficiente de difusao D, o qual é independente

do arranjo experimental utilizado:

7"02 N
- 9
4D (A.9)
utilizando essa relacdo e a seguinte definicao de volume focal efetivo Vg
2
2.2 2
¥ ;y _2%
Ie © e dV
(j W(r)dv)2 ,
=<5 . = = xg2.rr.z
o IWZ (l”)dV equagdo3.35 _4x2+y2 _4i2 integragdo 0 0 (A_10>
no_espagco

Ie 1%

chega-se finalmente a funcdo de autocorrelacio de uma unica espécie difundindo

livtemente em solucao:

G(7)= (A11)
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O primeiro termo da equagao A.11 é exatamente o inverso do nimero médio de
particulas no volume focal, para 7= 0. Conseqiientemente, conhecendo-se as dimensdes
to e zo obtidas através de medidas de calibracdo, a concentracio local de moléculas
fluorescentes pode ser determinada com bastante precisio a partir da amplitude G(0) da

curva de autocorrelacio:

1 1 1
O e i

O coeficiente de difusdo pode ser facilmente derivado do tempo de decaimento
caracteristico Tp da fun¢do de correlagio, como citado anteriormente. Até aqui,

assumimos que as propriedades fluorescentes do croméforo nao mudam enquanto o

mesmo atravessa o volume focal, ou seja, ON=0. Infelizmente essa suposi¢do nio vale
para marcadores reais. A causa mais comum para esse “cintilar” na intensidade de
fluorescéncia é a transicao da molécula para seu estado excitado tripleto. Como essa
transicdo ¢ proibida pela mecanica quantica, o cromoéforo necessita de um tempo
comparavelmente maior para voltar ao seu estado fundamental. Durante esse intervalo de
tempo a molécula nio pode emitir fétons fluorescentes e aparece escura. Certamente
podemos imaginar o cruzamento inter-sistema como uma série de intervalos escuros que
interrompem a fluorescéncia continua da molécula em sua passagem pela regidao
iluminada.

Existem ainda outros processos rapidos que podem aparecer em uma curva de
autocorrelagdao, como por exemplo, movimentos rotacionais. A figura A.1, a seguir, ilustra

uma fungdo de autocorrelagao e os diferentes processos que podem aparecer:
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Figura A.1: Escala de tempo dos diversos processos monitorados pela analise da autocorrelacio.

No entanto, deve-se ter bastante cuidado ao analisar os primeiros pontos de uma
curva de autocorrelagdo, pois nessas regides alguns artefatos (por exemplo, o ruido do
proprio detector) podem estar presentes. Em nosso trabalho, estamos interessados
somente na parte relativa a difusdo da molécula. Assim, quando aparecem os efeitos
devido as transi¢bes para o estado tripleto, simplesmente desconsideramos tal regido da

curva. Aos nossos dados, ajustamos uma funcao do tipo:

G(0)

G(r) = (A.13)

,ql/2
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1+ +
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aqui, B=1,15 é a corregdo para quando a excitagio é feita com dois fétons; o é a
“cintura” do feixe no volume focal e A é o comprimento de onda de excitagio. Para o

caso de | espécies (ainda livres em solugdo) a equagdo ajustada é simplesmente uma

somatéria da equacdo A.13:

G()=3.G, i (A.14)
I 8Dt 8Dt y)
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