%‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
SR

\ INSTITUTO DE QUIMICA .
b PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA §ar

ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS SOBRE A INTERACAO DE
RUTINAS, B-LAPACHONAS E CUMARINAS COM ALBUMINA
SERICA BOVINA (ASB).

EDUARDO BENES DA SILVA

Salvador
2014



ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS SOBRE A INTERACAO DE
RUTINAS, B-LAPACHONAS E CUMARINAS COM ALBUMINA SERICA
BOVINA (ASB).

EDUARDO BENES DA SILVA

Tese apresentada ao Programa de P0s-
graduacdo em Quimica, Instituto de Quimica,
Universidade Federal da Bahia, como

requisito parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Quimica.

Orientadora: Prof®. Dr®. Cristina M. Quintella

Co-orientador:Prof°. Dr°. José Carlos Netto Ferreira

Salvador
2014



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco a Deus e ao nosso senhor Jesus Cristo, pois a fé deve estar
presente nas horas escuras e tristes. Agradeco profundamente aos meus pais e a0s meus irmaos,
ndo ha como ndo agradecé-los, juntam-se a esses, todos aqueles que torceram e rezaram por

mim.

Esta tese é mais que um documento cientifico para mim. Ela é social, no sentido em que
se revela como uma construcdo de futuro. Ela também ¢é étnica, ja que demonstra a
possibilidade de mudanca de uma trajetéria historica herdada. Representa também, uma
libertacdo das determinacdes da piramide social brasileira. Politica? Sim. N&o poderia deixar de

sé-la, devido a utilizacdo que se faca desse conhecimento.

Agradeco a CAPES; como também a esta nova mae em forma de catedra que encontrei:
a UFRRJ. O grupo de fotoquimica do 1Q-UFRRJ (Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro). Pois, sem a chancela de seus tdo nobres membros, este trabalho ndo iria em frente.
Agradeco enormemente e de forma muito especial, ao Prof. Dr° Francisco de Assis Silva e
familia. Soma-se a esse agradecimento, outro ndo menos importante, o meu co-orientador Prof,
Dr° José Carlos Netto Ferreira, e a orientadora Prof®. Dr?. Cristina M. Quintella. Segue-se a este
agradecimento, outro, na intencdo do 1Q-USP de Ribeirdo Preto, na pessoa da Prof®. Dr®. Laura
Okano pelas aulas e acolhimento, aos colegas do alojamento da p6s-graduacdo da UFRRJ na
magnifica pessoa do doutorando Eduardo Aragdo Catunda. Ao grupo de pesquisa LABLASER
(1Q-UFBA), em especial a Alexandre Kamei Guimares e Angelo e a Dr* Cristiane Carla pela

soma de todas essas conquistas.



RESUMO

Medidas relativas aos espectros de Absor¢do da Albumina Sérica Bovina com
variagdo do comprimento de onda de varredura entre 300 a 500nm demonstraram um aumento
nas intensidades da banda de absorcdo da ASB, apo0s adi¢do de aliquotas dos ligantes (j-
lapachonas, cumarinas e Rutinas), sobretudo em 280nm, que € o comprimento de onda de
absorcdo caracteristico dos dois residuos de triptofano presentes na ASB. Medidas de
Dicroismo Circular confirmam a presenca das bandas de absorcdo caracteristicas dos residuos
de triptofano, cujos maximos de absorcdo estdo em 208 e 222nm nas diferentes temperaturas
estudadas. As modificacdes obtidas nos espectros de Dicroismo Circular da ASB a partir da
adicdo de aliquotas das espécies ligantes deram origem ao efeito ocorrido na disposicéo planar
original da a-hélice presente na estrutura secundaria da ASB. A emissdo fluorescente de ASB
nas temperaturas de 298K, 303K, 310K e para os sistemas ASB/B-lapachonas e ASB/rutinas e
288K, 293K, 298K para o sistema ASB/Cumarinas, mostrou um efeito supressivo sobre o
espectro de emissdo da ASB, sobretudo em 345 nm, emissdo do residuo de triptofano da ASB,
apos a adi¢do dos ligantes. Os valores para os parametros termodinamicos AG®, AH®, AS® para
os sistema ASB/B-lapachonas, ASB/4-metil-7-hidroxicumarinas e ASB/Rutinas ndo sofreram
grandes variacdes como uma funcdo do ligante. A partir destes valores pode-se concluir que o
tipo de interagcdo predominante entre ASB/ligante foi hidrofdbica. A sobreposicdo entre os
espectros de absorcdo do supressor e de emissdo da ASB possibilitou determinar para cada par
ASB/supressor a distancia critica de
interacdo e o raio de Foster, os quais mostraram a probabilidade da existéncia do fenémeno de
Transferéncia da Energia Ressonante de Fluorescéncia (FRET) em todos os casos. No sistema
ASB/p-lapachona e ASB/3-Acido sulfonico B-lapachona obtivemos respectivamente para um
valor médio relativo as trés temperaturas de trabalho, temos: Ro= 2,69 nm em relacdo a r = 3,02
e Ry = 2,32nm em relacdo a r = 3,32. J& para o par 7-hidroxicumarina e 4-metil-7-
hidroxicumarina, temos: Ro= 3,53 e r = 3,83nm; Ro= 3,70 nm e r = 4,33 nm. Por fim, no par
ASB/Rutina e ASB/Rutina-metilada: Ro= 3,43nm e r = 3,41nm; Ro=3,14nm e r = 4,03nm.

PALAVRAS CHAVE : Cumarinas, g-lapachona, rutina, ASB, Fluorescéncia, Dicroismo

Circular



ABSTRACT

Measurements relating to the absorption spectra in the wavelength range of 300 to 500nm scan
demonstrated an increase in intensity of the absorption band of ASB upon addition of aliquots
of ligands (B-lapachonas, coumarins and Rutinas), mainly 280nm, is the wavelength of the
absorption characteristic of the two tryptophan residues present in the ASB. Circular Dichroism
measurements confirm the presence of characteristic absorption bands of tryptophan residues,
which are maximum at around 208nm and 222nm at different temperatures. The changes in the
spectra obtained Circular Dichroism of ASB from the addition of aliquots of ligand species
gave rise to the effect occurred in planar array of original a-helix present in the secondary
structure of ASB. The fluorescent emission of ASB at temperatures of 298K, 303K, and 310K
for the ASB / ASB and B-lapachonas / routines and 288K, 293K, 298K for the ASB /
Coumarins system, systems showed a suppressive effect on the emission spectrum of ASB ,
especially at 345 nm, emission of the tryptophan residue of ASB, after the addition of binders.
The values for the thermodynamic parameters AGo, AHo, ASo system for ASB / 3-lapachonas,
ASB / 4-methyl-7-hydroxycoumarins and ASB / Rutinas underwent no significant variations as
a function of the ligand. From these values it can seconcluir that the predominant interaction
between ASB / binder is hydrophobic. The overlap between the absorption spectra of the
suppressor and issued by ASB allowed to determine for each pair ASB / suppressor critical
distance the radius of interaction and Foster, that indicate the probability of the existence of the
phenomenon Resonant Energy Transfer Fluorescence (FRET) in all cases. In ASB / B-
lapachone and ASB / 3-sulfonic acid pB-lapachone system obtained respectively for an average
value for the three operating temperatures, we have RO = 2.69 nm against air = 3.02 and R0 =
2, 32nm relative air = 3.32. As for the pair 7-hydroxycoumarin and 4-methyl-7-
hydroxycoumarin, we have: r = RO = 3.53 3,83nm; RO = 3.70 and r = 4.33 nm nm. Finally, the
pair ASB / rutin and ASB / Rutina-methylated: RO = r = 3,43nm 3,41nm; RO = 3,14nm and r =
4,03nm.

KEYWORDS: Coumarins, g-lapachone, rutin, ASB, Fluorescence, Circular Dichroism
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1. INTRODUCAO
1.1 UMA BREVE PERSPECTIVA TEORICA

Elementos conceituais associados as transicdes eletrénicas ocorridas em
moléculas organicas, entre as quais se encontram: Albumina Sérica Bovina (ASB, esta
especificamente melhor conceituada como macromolécula), Cumarinas, Flavonoides e

—Lapachonas, por fazerem parte deste estudo, serdo abordados neste topico.

Nas transicdes eletronicas, que sdo quantizadas, a energia do foton absorvido
pela espécie energeticamente excitada esta associada a variacao de energia entre os dois
niveis eletrdnicos envolvidos em uma transicdo [GILBERT 1991]. A primeira condicao
para que uma determinada transicdo eletrénica ocorra € que o valor da energia de
transicdo eletronica entre dois estados quaisquer esteja diretamente relacionado com a
diferenca entre os valores de energia correspondentes a estes estados. Essa condigéo
estd associada ao fato de que essas energias admitem apenas valores discretos
(quantizacao da energia). Por conseguinte, ao considerarmos dois niveis energéticos “1”
e “2” quaisquer de uma transi¢do eletronica, pode ser estabelecida uma relacdo como a

gue se segue abaixo (Equacdol).
AE=hv (equacdo 1)
onde AE=E,-E;; h=constante de Planck e v=frequéncia

A partir da relacdo entre a frequéncia e o comprimento de onda da radiacéo
eletromagnética, pode-se reescrever a equacdo da energia a partir do comprimento de
onda da radiacdo de excitacdo (equacao 2).

E=hc/A (equacao 2)

onde c= velocidade da luz no vacuo ¢ A= comprimento de onda da radiacdo



Na situagdo em que se deseje expressar a energia para 1 mol de fotons teremos

(equacéo 3):
AE= Na hc/A (equagéo 3)
onde, Na= 6,022141 x 10%( Constante de Avogadro).
Assim, para A em nandmetros (nm), temos que AE=1,1962658 x 10°/ A kJ mol™.

Um exemplo caracteristico de transicdo eletrbnica € o caso tipico do 1,3-
butadieno [GILBERT 1991] quando excitado a 254nm, no qual ocorre uma transi¢do m-

m* que envolve uma energia de 471kJ mol™ (Figura 1).

N

T -
W

2 +hu

r Fi

g A

i —+- +—

3 W

Figura 1- Esquema representativo de uma transicao do tipo m-m*.

RadiacOes eletromagnéticas de curto comprimento de onda permitem excitar os
elétrons de ligacdo na molécula, causando mudancas eletrbnicas, dai as reacdes
fotoquimicas ocorrerem por excitacdo na regido do visivel e do ultravioleta (UV) do

espectro eletromagnético [GILBERT 1991].

As transicOes eletronicas numa molécula orgénica estdo associadas ao fato de
que cada elétron na molécula, sendo portador de um momento angular de spin, quando
na presenca de um campo magnético podera ter uma orientacdo favoravel ou oposta as

linhas do campo magnético a que esta sujeito; isso permite ao elétron considerado ter



dois diferentes estados de energia, entendido comumente pela simbologia S=1/2 e S=-
1/2. A transicdo entre os dois niveis de energia correspondentes a esses estados envolve
mudanca no alinhamento do momento magnético do elétron, e este fendmeno esta na

base da ressonancia do spin eletronico.

O momento angular total de spin é representado pelo nimero quéntico de spin
“S” que € a resultante da contribuicdo individual de cada elétron. Dai, a multiplicidade
de spin “M” ser 0 parametro que fornece o nimero de estados esperados na presenca de
um campo magnético aplicado, como demonstra a equa¢do de multiplicidade (equacéo

4).

M=2(XS) +1 (equacdo 4)

onde, XS= valor absoluto do somatdrio dos spins individuais.

A multiplicidade de uma molécula, na condi¢cdo na qual todos os spins estdo
emparelhados e, portanto, 0 momento de spin total é igual a zero, serd (M=1); tal estado
eletronico é definido como estado singlete, que quando associado ao estado fundamental
¢ representado por “Sp”. Uma segunda situacdo possivel, M=3, ocorre quando apds a
excitacdo eletrénica 0 momento angular total da molécula € igual a 1, resultando numa
multiplicidade igual a 3, o qual ¢ denominado estado triplete “T”. O estado triplete, por
ter elétrons ndo emparelhados (de mesmo spin) ocupando orbitais diferentes (Principio
da excluséo de Pauli), se encontra num estado de energia inferior quando comparado ao

estado singlete. (Figura 2).
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Figura 2- Esquema representativo das energias eletronicas e sua multiplicidade.

O espectro de absorcdo reflete exatamente quais as possiveis transicoes
envolvidas em uma molécula, com a banda de maior comprimento de onda (e, portanto,
de menor energia) indicando a transicdo So-S;; a seguir Sg-S, (menor comprimento de
onda comparado a anterior), So-S3 e assim sucessivamente. A Regra de Kasha
estabelece que o estado excitado singlete (ou triplete) de uma determinada molécula €
normalmente o estado reativo ou emissivo. O processo de conversdo interna €, na
maioria das vezes, mais rapido do que a emissdo ou a reatividade do estado excitado,
singlete ou triplete e, portanto, processos emissivos ou reativos normalmente ocorrem a
partir do primeiro estado eletronicamente excitado. Assim, o0s estado excitados
superiores decaem a S; (ou T;) que, entdo, é responsavel pela reatividade ou
propriedade emissiva. O caso do azuleno € um no qual a emissdo de fluorescéncia vem
do estado S, que, por ter energia muito superior a Sy, tem constante de velocidade muito
baixa para conversdo interna S,-S; [GILBERT 1991], sendo considerado assim uma
excecdo a regra de Kasha. Outra consideracdo importante, tendo em vista o esquema
simplificado, é a de que, muitas vezes, dependendo da molécula em estudo, o segundo
estado excitado triplete possui energia menor do que o primeiro estado excitado

singlete.



Nos compostos organicos a transicdo eletrénica esta associada a presenca de
orbitais dos mais diversos tipos: o(sigma), o*(sigma antiligante), m(pi), w*(pi
antiligante) e n(ndo-ligante). No entanto, os orbitais ¢ € w por participarem das ligacdes
que compdem uma molécula estdo mais sujeitos as constantes vibracionais, no sentido
de estarem sujeitas as variacdes nas energias de vibracdes, o que ndo é caracteristico do

orbital “n” que pouco contribui para ligacdes nesses sistemas.

Essas transi¢Oes eletronicas podem ser estimuladas por diversas fontes de
excitacdo e produzem estados eletronicamente excitados nas moléculas por meio de
transicdes entre orbitais. A absorcdo de luz, que é o fendbmeno precedente a transicao
entre estados energéticos na molécula, tem sua explicacdo associada ao modelo da
mecanica quantica e da teoria de grupo. Uma das formas de interacdo da molécula com
a radiacdo eletromagnética, e importante do ponto de vista fotoquimico, é a
aproximag&o que pode ser estabelecida considerando a absorgéo da luz como a interagéo
do vetor campo elétrico da radiacdo eletromagnética (E) e do momento dipolar da
molécula (n). O momento dipolar da molécula (u) é determinado pela média da

€.
T

distancia e dire¢do entre os elétrons da molécula, por meio do vetor “r’. O operador

relacionado para a absorcao de luz é definido na equacdo abaixo ( Equacéo 5):

u=eX i (equacdo 5)

onde r; é o operador para 0 momento dipolar para o elétron

Ha duas condicbes para que uma absor¢do possa ocorrer: a primeira € a
existéncia de um estado quantico de maior energia, e a segunda é a de que a integral do
momento de transicdo se altere (mudanga do momento de dipolo) durante a transicao

(Equacéo 6), e deve ser diferente de zero [ MARQUES 1984].

Rab=<yal Rl yp> (equacéo 6)



onde R ;= mudan¢a do momento de dipolo; y, e v, = Fungéo de Onda para os estados

eletronicos “a” e “b”.

Observa-se que a absorcdo estimulada (B,b), equagdo 7, e a emisséo
espontanea (Aap) (equacdo 8) estdo diretamente relacionadas as grandezas dos
momentos de transicdo entre os dois estados, como demonstrado pelas equacbes

relacionadas abaixo (EquacOes 7 e 8).

Ba,b = ( 87°/ 3h% ) X | Rap I? (equacio 7)
Aab = (641" 3hc®) . v3 . IR.pl > (equacdo 8)

onde: h= 6,626069 x 10°* J.s ; c= 299792458 m.s™; v= freqiiéncia da radiacio da
emissdo espontanea e R ,,= mudanca do momento de dipolo durante a transi¢do entre

0s estados.

[1Pb]

A intensidade da transi¢do entre dois estados “a” e “b” quaisquer ¢

denominada de forga do oscilador (Equacéo 9), donde teriamos.

fap= (8n°cvm/ 3he) . | Rapl (equacio 9)

onde: f ,p =for¢a do oscilador, m= massa do elétron, e= carga do elétron, v =

frequiéncia de absor¢éo, c= velocidade da luz no vacuo e h= constante de Planck.

Novamente aqui pode ser observada a dependéncia de uma grandeza relacionada
com a transicao eletronica entre dois estados e a mudanca do momento de dipolo. Isso
nos leva a concluir que a intensidade da transicdo eletrénica entre dois estados esta
diretamente relacionada ao deslocamento de carga que ocorre na molécula no momento

da transicéo.

A forcga do oscilador e o coeficiente de absorgdo experimental (coeficiente de

extingcdo molar) estdo relacionados por meio da seguinte equacao (Equacao 10).

fap= 4,32x107 Jedv (equacdo 10)



sendo [edv=banda de absor¢io integrada.

Em uma transicdo eletrénica apenas um elétron é excitado, e o valor dessa
excitacdo possui uma energia que € a diferenca de energia entre os orbitais nos estados
fundamental e excitado. Outra consideracdo importante € a de que na funcdo de onda
total (equacdo 11), a parte eletrénica da molécula sofre influéncia do operador “R”, ou
seja, da mudanca do momento de dipolo durante a transi¢éo. Isto se deve a relacdo entre

as partes que compdem a fungdo de onda se d& de maneira independente.

y1=D1 X1 Sy (equacéo 11)
Onde: ®;=termo eletronico, X;=termo vibracional e S;= termo referente ao spin.

A diferenca do comportamento entre as funcdes de onda da parte nuclear e
eletrobnica é fator importante quando se considera a transicdo do dipolo elétrico
[GILBERT 1991]. Com isto, pode-se dizer que numa transi¢do eletronica a promocao
de um elétron para niveis mais energéticos ocorre de maneira mais rapida do que o
movimento nuclear, tendo a configuracdo nos estados fundamental e excitado a mesma
distribuicdo nuclear. Depreende-se disto que a configuracdo nuclear pos-transicdo pode
sofrer alguma mudanca, conforme estabelecido pelo principio de Franck-Condon
(Figura 3) que norteia o entendimento das transi¢cdes eletronicas, isto porque € devido a
diferenca de massa entre o nucleo atdbmico e a do elétron, a movimentacdo de ambas
componentes atdmicas ndo se da forma simultaneamente, isso determina uma resposta
diferente das particulas componentes do atdbmo frente a uma condicdo de estimulagéo

eletromagnética (ver Figura 3).



Figura 3- Diagrama demonstrando o principio de Franck-Condon

A transicdo eletronica devido a absorcdo da radiacdo é representada pela reta
vertical tracejada localizada a esquerda. Contudo, os estados energéticos dos respectivos
orbitais serdo diferentes ja que na condicdo estimulada (excitada) a posicao relativa dos
elétrons em relacdo ao nucleo causa uma modificacdo nas distancias de ligacdo no
orbital molecular resultante; aqui o nlcleo ndo foi capaz de responder imediatamente ao
estimulo da fonte de excitacdo. Sobre a simetria dos estados excitado e fundamental,
tem-se que, quando estes estados ndo apresentam simetria diferente, este € um fator

favoravel a probabilidade de uma transicao eletrénica.

Diferentes tipos de transicdes podem ocorrer entre 0s estados, as quais estdo
representadas de forma simplificada no diagrama de Jablonski mostrado na Figura 4.
Nesse diagrama estdo associados estados energéticos de diferentes multiplicidades e as
possiveis transi¢cdes que podem ocorrer entre eles. Essas transicdes podem se dar com
emissdo ou ndo de radiacdo eletromagnética. As transicdes radiativas, dentre as quais

estdo a fluorescéncia e a fosforescéncia, envolvem a emissdo de um féton durante o seu



processo de desativacdo, enquanto que as transi¢des ndo-radiativas ocorrem por emissao
de calor. E importante ressaltar que a transicdo radiativa denominada fosforescéncia
ocorre entre estados energeticos de diferentes multiplicidades T;—Sp, enquanto a

emissdo fluorescente ocorre entre estados de mesma multiplicidade S;—Sg, S,—Sp ou

Tn'Tl.
estado excitado singlete estado excitado triplete
relaxagdo vibracional T cruzamento intersistema
conversdo interna J
L S / conversdo intersistema
5: B
L ~
L | S .
1
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Energia g -
absorcdo o

fluorescéncia

So

estado fundamental
Figura 4 — Diagrama de Jablonski

Observando os processos basicos envolvidos em uma transicdo eletrénica entre
estados excitados (Figura 4), a reatividade do estado excitado pode ser obtida por um
estudo de supressdo do processo de emissdo radiativa. Aqui, a molécula excitada na
auséncia de uma segunda espécie que possa suprimi-la esta livre para retornar ao estado
fundamental emitindo uma radiacdo eletromagnética especifica, isto €, fluorescéncia,
fosforescéncia ou luminescéncia total a depender do ambiente quimico no qual a espécie

estd envolvida e ao fato sua estrutura quimica favorecer o processo requerido (Figura 5).



M + hv —» M* excitagao
M* — M + hv’ emissao
M*+Q —>M +Q* supressao
Figura 5- Esquema basico dos processos fotofisicos frente a absorcao de luz.

Moléculas orgéanicas podem apresentar diferentes transicGes eletrdnicas, a
depender do tipo de ligacdo apresentado. Por exemplo, transi¢cdes do tipo w > — mm*,
provenientes da presenca de elétrons m no anel aromatico, carbonila e na ligacdo dupla
etilénica sdo possiveis. Além disso, a presenca de elétrons “n” nos atomos de oxigénio
em carbonilas fornece outro tipo de transicdo possivel, ou seja, n>—na*. No entanto,
esta transicdo é menos provavel, devido a diferenca de simetria entre os estados, uma
vez que a simetria entre estados é um fator muito importante na defini¢do do tipo de
transicdo mais provavel. Assim, essas possiveis transicdes, e seus diferentes tipos, estdo
relacionados com os diferentes tipos de orbitais moleculares envolvidos [GILBERT
1991]. No estado fundamental os elétrons que estio no orbital “HOMO” (orbital
molecular ocupado de maior energia), conhecidos como o, © ¢ 0 orbital ndo ligante “n”,
podem ser promovidos para o orbital molecular denominado de “LUMO” (orbital
molecular ndo ocupado de menor energia), usualmente denominado de orbital
antiligante, ou seja, 6* e n*. A Tabela 1 mostra as transi¢cdes caracteristicas para alguns
cromoforos, grupos constituintes da molécula responsaveis pela absorcao de luz (Tabela

1),
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Tabela 1- TransicOes caracteristicas para alguns croméforos [GILBERT 1991].

Tipo de transicao Funcdes quimicas caracteristicas
n—m¥* Alcenos, alcinos e compostos aromaticos.
n—m* Carbonilas, tiocarbonilas, nitro, azo e

grupos amino.

n—o* Aminas, alcoois e haloalcanos

o—c* Alcanos

Um diagrama de energia, de carater ilustrativo, (Figura 6) revela as
diferencas entre as diversas transicdes. Apesar de a energia ser um fator importante
nesta transicdo, atente-se para o fato de que ha dois outros fatores grande importancia, a

saber: 0 spin eletrdnico e a simetria dos orbitais moleculares.

o-*

Energia

Figura 6- Esquema representativo das transi¢Ges eletrénicas moleculares

A Tabela 2 representa uma racionalizacdo simplificada da absorcdo de
radiacdo eletromagnética para alguns grupos cromaéforos, assim como valores estimados
para a absortividade molar referente as transicfes eletronicas apresentadas por grupos

quimicos especificos.

Tabela 2 - Transi¢des eletronicas, comprimento de onda e absortividade molar para

grupos cromdforos caracteristicos [ GILBERT 1991]
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Grupo cromoforo | Transicdo | Valor aproximado para Emax
A max (NM) (dm*. mol 1. cm™)
N=0 n—om* 660 200
C=S n—m* 520 100
N=N n—m* 350 100
C=C-C=0 n—m* 350 30
C=0 n—m* 280 20
NO, n—m* 270 20
CsHs ot 260 200
-C= n—m* 240 150
C=C-C=0 n—m* 220 2,0x 10°
c=C-Cc=C s 220 2,0x 10°
S=0 n—* 210 1,5x 10°
C=C n—m* 180 1,0 x 10°
c-C G—0* < 180 1,0 x 10°
C-H G—G* < 180 1,0x 10°

A contribuicdo da Quimica, em especial das técnicas espectroscopicas a ela
aplicadas, podem fornecer informacdes e possiveis formas de abordagem sobre aspectos
relevantes das macromoléculas, em especial as proteinas. Essas, por serem possuidoras
de aspectos fundamentais associados ao seu comportamento, tais como: sitios de
ligacdo, transporte e metabolismo no organismo humano e animal, possuem interesse

fundamental no seu estudo nos dias de hoje.

Um dos aspectos essenciais a ser considerado, sobretudo pela sua importancia
fenomenoldgica nos processos bimoleculares, é o da transferéncia de energia. Um dos
possiveis mecanismos para transferéncia de energia € o que ocorre por via colisional

(equacéo 12).

M* +Q - M +Q* (equacdo 12)
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Equacdo 12-Equacao representativa do fendmeno de transferéncia de energia entre duas
espécies moleculares.

Quando duas moléculas, M e Q no estado fundamental interagem quimicamente,
suas interacOes sdo repulsivas devido a energia do estado fundamental ser dependente
do inverso da distancia colisional entre as espécies. por isso aumenta gradativamente. Se
M ou Q se encontrarem no estado excitado, entdo a energia colisional do par M"Q ou
MQ" ser4 um pouco menor do que a do par separado M + Q ou M" + Q.
Considerando uma mesma geometria, as superficies potenciais de M'Q e MQ" se
interceptam e ocorre um processo de conversdo interna (ou cruzamento entre sistemas
se o triplete for envolvido) para um estado de energia mais baixa. No ponto de
intersecdo ocorre interagdo entre M~ e Q permitindo assim uma transferéncia de
excitacdo eletronica. Apds o relaxamento para 0 minimo do estado de energia mais
baixa, a energia térmica pode popular o par da colisdo para retornar a superficie superior
ou separar o complexo em dois mondmeros. Neste caso, as reagcdes podem ocorrer por
colisbes onde as nuvens de elétrons dos reagentes sobrepdem-se significativamente no
espaco, ocorrendo um processo de transferéncia de elétrons na regido de entrosamento.
Se os detalhes estereoeletrénicos forem ignorados, entdo a constante de velocidade para
transferéncia de energia por troca de elétrons (aceptor no estado fundamental) deve cair
exponencialmente como um aumento da separacdo entre D* (doador excitado) e A. Isto
é devido ao fato de que a densidade de elétrons usualmente decresce exponencialmente
na medida em que a distancia entre o elétron e o nucleo é aumentada. Um estudo da
teoria da transferéncia de energia por troca de elétrons foi feito por D. L. Dexter, que

prop0s a seguinte equagdo para a constante de velocidade (equagéo 13):

ket = KJe(2RPA/L) (equagdo 13)
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onde J é o espectro da integral de sobreposicdo; K a constante de interacdo do orbital

especifico; Rpa é a separacdo doador-aceptor e L o raio de Van der Waals.

A transferéncia de energia por troca de elétrons pode ocorrer em uma ou Vvarias

etapas, entretanto algumas condi¢cdes devem ser seguidas:

a) troca de elétrons concertada, isto €, os elétrons do doador e aceptor sdo trocados
simultaneamente;

b) transferéncia de carga por troca de elétrons, isto é, os elétrons do doador e aceptor
sdo trocados em uma etapa via par de ion radicais;

c) troca de elétrons por ligacdo quimica covalente, isto é, os elétrons do doador e
aceptor sdo trocados como resultado de uma ligacdo quimica para formar um
intermediario dirradical ou zwiteriébnico(sem carga residual).

Muitos processos de transferéncia de energia ocorrem em solucdo fluida via um
mecanismo de troca de elétrons, com a difusdo molecular de D* e A sendo a constante
de velocidade limitante a transferéncia de energia. Este processo podera afetar a
constante de velocidade de transferéncia de energia (ket), que pode ser explicado entdo

pelas seguintes etapas (Figura 6):

1. O doador de energia D* se difunde na solucdo até encontrar uma molécula

aceptora A, sendo que ambos irdo colidir em um complexo de encontro D*A,
comumente denominado de um exciplexo (um complexo formado com pelo
menos um componente no estado excitado) .

2. Colisbes entre D* e A podem ocorrer, sendo que eventualmente uma das

colisGes leva a transferéncia de energia e geracdo de um novo complexo de

encontro (exciplexo) DA*.

3. O complexo de encontro (exciplexo) DA* se separaem D + A*.
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Figura 7- Processos de transferéncia de energia
Baseado na figura 7, as seguintes situacdes podem ser consideradas:

1. A velocidade de dissociacdo do exciplexo ou complexo de encontro é muito

mais rapida em relacédo a transferéncia de energia. (K _pir >> Ker).

kos = KDF ket se koo >> Ker
K.piF

2. A velocidade de dissociacdo do exciplexo ou complexo de encontro é mais lenta

comparada a transferéncia de energia (Ker >> K _pjp).

ko = kpir  se ket >> ko

kogs = constante de velocidade observada.

Conclui-se que a constante de velocidade observada ndo é diretamente a constante
de velocidade de transferéncia de elétron (ket) que é refletida em ambos os casos. No
caso (1), a constante de velocidade € uma composi¢do da (pseudo) constante de
velocidade (kpir / kpi) para formar o exciplexo ou o complexo de encontro e a

constante de velocidade da transferéncia de energia. Por outro lado, no caso (2), a
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constante de velocidade observada é uma medida da constante de velocidade de difusdo

para D* e A e a constante de transferéncia de energia ket ndo esta relacionada.
Em muitos casos, a transferéncia de energia obedece a equacdo 14.
ket = kpie [ ket / (ket + K _pip)] = o Koie (equacéo 14)

que deve conter a constante de velocidade do supressor, entdo o = (kKet + Kq) / (ker +
Ke+ + Kopip) € a expressdo de Stern-Volmer para a supressao por transferéncia de

energia pode ser descrita pelas equacgdes 15 ou 16:
®°/ D =1+Kkogser o [A] (equacdo 15)
O/ ® =1+ o ker 1o [A] (equacéo 16)

Um processo importante de transferéncia de energia entre duas espécies
moleculares que estabelecem entre si interacdes do tipo doador/ligante é o efeito FRET
(transferéncia de energia por ressonancia fluorescente), o qual esta associado

diretamente com as interacdes existentes entre os sistemas estudados nesse trabalho.

O mecanismo tipo FRET envolve um fluoréforo que no estado excitado é capaz de
doar a sua energia de excitacdo a uma segunda espécie (ligante) . Entende-se que o
efeito do tipo FRET é uma troca de energia que ocorre por oscilacdo entre 0s momentos
de dipolo das espécies envolvidas no fendbmeno, com esta ressonancia ocorrendo em
frequéncias semelhantes [Hussain 2009]. O esquema abaixo (Figura 7) demonstra de

forma simplificada o processo FRET.

D +hv — D*
D*+A — D+ A*

A* > A+hv’
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Figura 8- Esquema representativo simplificado do processo tipo FRET. D= doador e
A=ligante.

Quatro condicbes sdo necessarias para que a transferéncia de energia pelo

mecanismo tipo FRET possa ocorrer [Hussain 2009]:

1- O espectro de emissdo fluorescente do cromoforo doador deve sobrepor o
espectro de absor¢cdo do cromoforo aceptor. O grau de sobreposicdo estd associado a

integral de sobreposicéo espectral, ou fator J.

2- Os dois cromoforo devem estar o mais proximo possivel um do outro (1 a 10

nm)

3- As orientacdes dos dipolos de transicdo das espécies doadora e aceptora devem

estar o mais paralelo possivel um em relagdo ao outro.

4- O tempo de vida fluorescente da espécie doadora deve ser suficiente para que

0 processo FRET possa ocorrer.

1.2 Estudo de Caso

Macromoléculas do tipo Albumina Sérica Bovina (ASB) e Albumina Sérica
Humana (ASH) possuem algumas caracteristicas que norteiam o interesse pelo seu
estudo, dentre as quais pode-se citar: sdo proteinas de massa molecular elevada,
apresentam aspecto caracteristico de uma macromolécula, possuem funcao fisiologica,
além da regulacdo da pressdo osmdtica coloidal e o transporte de varios ligantes
enddgenos encontrados na circulagcdo [Chen (2008); He e Carter (1992), Bhattacharya et
al, (2000); Zsila et al. ,(2003), He et al. (2005), Tang et al. (2005), He et al. (2006.]. O
emprego de técnicas espectroscopicas, dentre as quais: espectroscopia ho UV [Barroni

et al,2001], espectroscopia de Absorcao tipo Dicroismo Circular (D.C) [Wilting et al,
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1980], e espectroscopia de emissao de fluorescencia [Xu et al, (1996), Yamasaki et al.
(1999) e Wilting et al. (1980)], além da modelagem molecular (MM) [Cui et al. (2008),
Yue et al. (2008) e Monti et al. (2009)], sdo métodos capazes de fornecer dados que
possibilitam maior entendimento sobre as interacdes existentes em sistemas do tipo

proteina/ligante(composto bioativo).

Estudos sobre interagdes do tipo ASH/flavonodides como quercetina [Sengupta e
Sengupta (2002), Zsila et al. (2003) e Kanakis et al. (2006)] e ASH/rutina [Pastukhov et
al. (2007)] estéo presentes de forma bastante pronunciada na literatura, demonstrando
deste modo a importancia de um estudo que envolva substancias do grupo quimico dos
flavondides. O estudo de outro grupo de substéncias de interesse encontrada na
literatura, as cumarinas, demonstram que, para o caso especifico da molécula 8-acetil-7-
hidroxicoumarina, a resposta da emissdo do fluor6foro da ASH estd associada a
interagbes do tipo hidrofobica nos dominios e subdominios da macromolécula

[Baoming 2009].

As interacGes ASB/ligante ou ASH/ligante promovem altera¢fes na estrutura
secundaria da proteina (ASB ou ASH), as quais, além da supressdo de fluorescéncia
acima referida, provocam mudangas na conformagéo na estrutura de a-hélice existente
na macromolécula. Além disso, as interacdes do tipo hidrofébicas estdo
predominatemente envolvidas no processo de interacdo, o que permite confirmar o tipo

de interacdo farmaco em potencial/proteina pela localizagdo do ligante [Tian 2005].

As albuminas séricas (ASs), por serem abundantes e presentes no plasma
sanguineo, estdo no centro de interesse em diversos trabalhos de pesquisa,
principalmente quando se considera a sua interacdo com diversos grupos ligantes a fim

de uma melhor compreeensédo das fungdes existentes nos organismos. O fato de que as
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ASs contribuem em 80% para a pressdo osmatica sanguinea [He e Carter (1992), Sugio
et al. (1999), Cui et al. (2008) e Yue et al. (2008)] é fator que, por si s, permite imenso
interesse no estudo da interacdo entre albuminas e farmacos em potencial [Petitpas et al.

(2001), He et al. (2005), Cui et al. (2007), Yue et al. (2008) e Stan et al. (2009)].

1.3. Os Elementos do Sistema em Estudo

1.3.1 Macromolécula Protéica

Um conceito imediato sobre proteinas é o de macromoléculas de elevada
massa molar, pertencendo por isso a categoria das macromoléculas, sendo que a sua
constituicdo se da por ligacbes peptidicas entre unidades denominadas aminoacidos
[Filho 2007]. Neste conceito ja esta contida a idéia de estrutura primaria, pois a mesma
é o resultado da ligacdo peptidica estabelecida entre aminoacidos segundo uma
sequéncia linear. No entanto, no conjunto de sua arquitetura ha também trés estruturas
que a complementam: estruturas secundaria, tercidria e quaternaria (Figura 9). Um
aspecto interessante de sua solubilidade é o de que, devido ao seu grande tamanho,
guando em presenca de solvente adequado obtem-se uma solucdo coloidal,

distinguindo-se das solu¢des obtidas a partir de pequenas moléculas.

Estrutura primaria

Estrutura secundaria
Estrutura terciaria

Estrutura quaternaria

19



Figura 9- Representacdo da sequéncia estrutural e hierarquica de uma proteina. [Filho

2007]

Uma consideragdo cabe aqui, entendendo que a estrutura primaria de uma
proteina é linear em sua organizacdo devido as ligacOes peptidicas. Por isso, essas
interacbes ndo permitem a presenca de ramificaches nessa estrutura. A estrutura
secundaria de uma proteina estd associada ao aumento da cadeia peptidica e as
condicdes fisico-quimicas do meio, e tem como conceito, a disposicao espacial regular e
repetitiva da cadeia polipeptidica, geralmente mantida por ligacGes de hidrogénio [Filho
2007]. Sera visto mais adiante que a estrutura secundaria, por possuir o residuo de
triptofano, estd diretamente associada ao comportamento supressivo da emisséo
fluorescente da ASB, ja que uma modificacdo conformacional nesta estrutura responde
pela reducdo do seu rendimento quantico de fluorescéncia. Um elemento chave no

conhecimento da estrutura secundaria é o conceito de a-Hélice e folha-p (figura 10).

Hélice @

oxigénio

J ¢/ nte de H
g™
L)

/hidrogénio

Figura 10- Exemplo ilustrativo do aspecto em a-hélice numa proteina. [Filho 2007]

20



A a-hélice na albumina sérica pode ser entendida como o resultado das
interacdes entre os centros polares presentes nos aminoacidos, as quais determinam o
enrolamento da estrutura primaria sobre si mesma, formando uma hélice estabilizada
por ligacbes de hidrogénio. As folhas- (Figura 11), por seu turno, sdo o resultado da
unido por meio de fitas paralelas das cadeias peptidicas estabilizadas por ligacGes

intermoleculares do tipo ligagdo de hidrogénio.

Folha 3

ligagdo peptldlc !

oxlgemo

Figura 11- Exemplo ilustrativo de uma estrutura do tipo folha-p. [Filho 2007]

A estrutura terciaria (Figura 12) é o resultado de interagdes entre as hélices a
partir de interacBes do tipo: atracdo ou repulsdo eletrostatica, pontes de hidrogénio,
forcas de Van der Waals e de pontes dissulfeto estabelecidas por meio de residuos de

aminoacidos formadores das cadeias.
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N terminal

Estrutura terciaria

Figura 12- Exemplo ilustrativo da estrutura terciaria numa proteina. [Filho 2007]

A estrutura quaternaria estad presente em proteinas que possuem duas cadeias
polipeptidicas e ndo sera dedicada muita discussdo a esta estrutura, ja que o objetivo
deste sub-topico é alcancar uma breve compreensdo da estrutura secundaria,
principalmente da estrutura de a-hélice, por estar contida em 67% da estrutura

secundéria da ASB [Peters 1985].

1.3.2 Albumina Sérica Bovina (ASB)

A interagdo de ASB com diferentes moléculas tem sido extensamente descrita na
literatura, podendo-se citar berbamina [Cheng et al. (2009)], colchicina [Hu et al.
(2005)], efonidipina [Wang et al. (2008)], fluorbiprofeno [Vaya et al. (2008)],
gatifloxacino [Guo et al. (2004)], glicirrizinato de monoamonio [Hu et al. (2004)] e
Rutina [Zhang et al. (2004); Liu (2010); Lu (2008); Pastukhov (2006)]. Porém, uma
maior compreensdo da sua natureza estrutural permitird um maior entendimento da
proposta deste trabalho tendo em vista a natureza intrinseca do seu
cromoforo/fluoroforo triptofano, pois todas as respostas de natureza espectroscopicas

obtidas estdo relacionadas a esse aminoacido.
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A albumina sérica bovina (ASB), por ter comportamento quimico associado a
seu efeito carreador frente a diversas substancias, apresenta dois elementos essenciais na

importancia do seu estudo, ou seja, os efeitos farmacodindmicos e farmacocinéticos.

Dos diversos fatores que orientaram a escolha da albumina sérica bovina para
estudo neste trabalho, além do fato de ser um homdlogo da ASH (Albumina Sérica
Humana) [Frazier 2005], pode-se citar outros cinco fatores que determinaram a sua
aplicacdo no presente estudo. O primeiro se refere ao grande nimero de publica¢fes na
literatura no campo bioquimico; segundo, a albumina € a proteina mais abundante no
plasma sanguineo servindo como depdsito e transporte de proteina para numerosos
componentes [Sugio et al. (1999) e Tang et al. (2006)]. Em complemento a essa gama
de observacdes tem-se que a estrutura secundaria da ASB contém dois residuos de
triptofano (Figura 13), e possui estrutura helicoidal em grande parte da cadeia [Peters
1985]. Outros fatores relevantes sdo o seu isolamento em grandes quantidades, alta
estabilidade e solubilidade [Frazier 2005]. Por isso, torna-se relevante o estudo de tal
proteina quando se considera a sua funcdo bioquimica, sobretudo de transporte, frente a
outros compostos como, por exemplo: acidos graxos de cadeia longa ou mesmo da

bilirrubina [Frazier 2005].

Figura 13- Formula estrutural para o Triptofano
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A estrutura da albumina sérica bovina apresenta diversos dominios e
subdominios contendo residuos de aminoacidos, principalmente, triptofano, tirosina e
cistina, aos quais diversas substancias podem se complexar. Além disso, apresenta
diversos sitios de ligacdo que possuem alta afinidade para acidos graxos (Figura 14)

[Tian 2005].

Figura 14- Figura representativa da estrutura tridimensional da ASB
[http://hi.baidu.com/robertoyuan/blog/calendar/200708]

Aprofundando para uma melhor caracterizacdo da estrutura da macromolécula de
ASB, tem-se que na sua formacdo ha trés dominios homdlogos I, Il e Il que sdo
divididos por nove voltas L1-L9 por 17 pontes dissulfidicas. As curvaturas (no sentido
de volta, loops) em cada dominio sdo feitos sobre a sequéncia de curvas do tipo larga-
pequena-larga formando um triplete (em termos de arrumacao estrutural). Cada dominio
por sua vez é o produto de dois subdominios (IA, 1B, etc). Dados de cristalografia de
Raios-X [Carter 1994] demonstraram que a estrutura da ASB possui em torno de 67%
de estrutura do tipo a-hélice com o polipeptideo remanescentes ocorrendo ao redor e
estendido em regides flexiveis entre os subdominios como na folha-p (f-sheets). A
ASB possui dois residuos de triptofano apresentando fluorescéncia intrinseca [Peters

1985], sendo que um desses residuos, denominado de Trp-134, se encontra no primeiro
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subdominio, enquanto que o outro triptofano, Trp-212, encontra-se no segundo
subdominio. E sabido também que, enquanto o residuo Trp-212 se encontra dentro de
uma regido protéica, a fracdo Trp-134 esta localizada na superficie da molécula [Peters
1985]. Face a localizacdo dos residuos de triptofano na estrutura secundaria da ASB,
conclui-se que a supressao da sua fluorescéncia intrinseca pode ser considerada uma
técnica para medida da afinidade de ligacdo, com a interacdo ASB/sondas [Samanta
2009] evidenciando a importancia do comportamento fluorescente da ASB na

compreensdo desse estudo.

1.4 Lapachonas, Cumarinas e Flavonoides: As moléculas supressoras
1.4.1- Lapachonas: Quinonas especiais

Dentre as diversas perguntas possiveis acerca do porque moléculas do grupo das
Quinonas terem sido eleitas para atuar como supressoras no comportamento
fluorescente da ASB, ha alguns motivos que, do ponto de vista farmacoldgico,
fotofisico e, sobretudo quimico, revelam que o estudo destas moléculas é de extrema
importancia. Do ponto de vista farmacologico, diversas atividades podem ser
consideradas, tais como: anti-malarial, anti-tumoral, anti-inflamatéria. Moléculas do
tipo hidroxinaftoquinona (lapachol) e derivados apresentam promissora atividade
tripanossdmica e leishimanial. Assim, esta variedade de possiveis aplicacdes resulta em
um interesse especial pelas Lapachonas e seus derivados, e, em geral, por espécies
moleculares contendo o grupo 1,2- ou 1,4-quinona, as quais sé@o possuidoras de amplo
interesse para estudos que envolvem interagdes do tipo farmaco/proteina[Ferreira 2003],

ouseja, ligante ASB.

B-lapachona  (3,4-dihidro-2,2dimetil-2H-naftol[1,2-b]-pirano-5,6-diona]) €& um

produto natural normalmente obtido do tronco da Tabebuia Avellanedae, fartamente
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encontrada no Brasil. Esta molécula apresenta uma pequena absorcao no visivel e uma
absorcéo intensa na regido UV do espectro eletromagnético. A absorcdo é deslocada
para o vermelho com aumento da polaridade do solvente, sendo que em benzeno esta
em torno de 424nm e em DMSO em torno de 438nm [Netto-Ferreira 2008]. A adi¢édo
de um grupo sulfénico na estrutura basica da B-lapachona (Figura 15.a), leva a
obtencdo do3-Acido p-lapachona-sulfénico (Figura 15.b). Para ambas as espécies o
composto de partida € o lapachol (4-hidroxi-3(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,2-diona,

que pode ser adquirido comercialmente.

(15.a) (15.b)

Figura 15.a e 15.b- Férmula estrutural para p-lapachona e para 03-Acido p-lapachona-

sulfonico.

O lapachol também pode ser facilmente extraido do tronco da Tabebuia
Avellanedae por meio de uma solugdo aquosa de Na,COjz seguido por uma
neutralizacdo e recristalizacdo por etanol. A partir desse composto, por adi¢do de uma
solugédo de H,SO,4 concentrado, a uma temperatura de 0°C, e apos filtracdo, obtem-se
cristais de cor vermelha intensa [Subramanian 1998; Pinto 2000]. O3-Acido p-
lapachona-sulfénico, que é um derivado da p-lapachona, pode ser obtido por
gotejamento de uma solugéo de H,SO, concentrado em uma suspensdo de lapachol em

anidrido acetico (Ac,0) entre 20-30°C. Apos resfriamento e filtragdo, obtem-se cristais
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alaranjados que s@o lavados com éter, secos e posteriormente recristalizados de etanol
[Subramanian 1998; Pinto 2000]. Esta abordagem sintética demonstra que a
possibilidade de utilizacdo de uma molécula supressora de facil obtencdo e com origem
na flora brasileira € um dos aspectos que tornam ainda mais relevante a sua eleicdo para
tracarmos os caminhos sobre a sua acdo supressora frente a ASB. Por isso, essa espécie
molecular e seus derivados se constituem num elo para o fortalecimento de outras

espécies nativas em estudos desta natureza.
1.4.2 Cumarinas

Apods observarmos a importdncia da [B-lapachona no sub-tdpico anterior,
passaremos agora a um segundo grupo de compostos também presentes na flora
brasileira, que podem agir como anticoagulante e que sao utilizados, por exemplo, em
terapia fotodindmica como agentes fotossensibilizadores da pele [Machado 1998]. Esses

compostos sdo as cumarinas ou lactonas do acido o-hidroxi-cindmico (Figura 16)

@)
= © © /O
/ /
COOH

Figura 16- Férmula estutural da Cumarina e um dos seus derivados, o acido 3-

carboxicumarina.

Cumarinas séo frequentemente obtidas de plantas, ocorrendo nas folhas, flores e
frutos. Uma fonte de obtencdo dessa espécie ¢ o “cumaru”, espécie de feijdio muito
encontrado na Amazonia, do qual se extrai a cumarina em grande quantidade. Alguns
compostos como os psoralenos e aflatoxinas (Figura 17) apresentam em sua estrutura

um esqueleto basico das cumarinas. Os psoralenos sdo conhecidos como potentes

sensibilizadores da pele, usado na cura de eritema e vitiligo através da terapia
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fotodinamica, enquanto as aflatoxinas sdo potentes hepatocarcinogénicos, sendo que a
base de sua acdo esta relacionada a formacdo de ligacdes covalentes com o grupo

guanina do ADN [Marques 1984]. .

Figura 17- Formula estrutural plana: cumarina (a), psoraleno (b) e aflatoxina B; (c).

Do exposto acima, evidencia-se que a inclusdo das cumarinas neste estudo
fotofisico favorece um maior entendimento do comportamento de compostos tais como
psoralenos e aflatoxinas devido a presenca em suas estruturas de um residuo
coumarinico. Neste trabalho, iremos utilizar a 4-metil-7-hidroxicumarina e a 4-metil-7-
hidroxicumarina a fim de verificarmos o comportamento supressivo quando da
interacdo ASB/cumarinas como uma funcdo dos diferentes grupos presente em sua
estrutura basica modificada. As estruturas para as espécies estudadas estdo apresentadas

abaixo (Figura 18).
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7-hidroxicoumarina d-metil-7-hidroxicoumarina

Figura 18- Formula estrutural plana para as espécies cumarinicas utilizadas

Ao observarmos as espécies selecionadas para estudo na figura anterior, nota-se a
presenca de um grupo metila adicionado na posicdo “4” da 7-hidroxicumarina. No
primeiro caso temos a 7-hidroxicoumarina, enquanto no segundo caso, temos a 4-metil-
7-hidroxicoumarina, o que nos permitira, por exemplo, estabelecer correlacfes entre a
acao supressora das diversas cumarinas frente ao efeito da presenca de um grupo metila
na posicao quatro do anel coumarinico.

InteragBes do tipo ASB/cumarinas formam sistemas importantes devido a sua alta
sensibilidade ao fendbmeno de supressdo de fluorescéncia, tendo por isso, aplicagdes
potenciais no estudo de sistemas bioquimicos, sobretudo em relacdo ao estudo da
cinética de transporte de &cidos graxos através de membranas de transporte e capilares
sanguineos [Demant 2008]. Dados obtidos apds estudos sobre interacbes do tipo
ASB/cumarinas permitem obter informacfes sobre: auto-organizacdo de amostras,
polaridade e viscosidade de microambientes, onde essas interagdes estdo estabelecidas.
Essas interacbes estdo associadas com o sitio de ligagdo da macromolécula e as
cumarinas, determinando o tipo de interacdo dai resultante [Bhattacharya 2009]. Grupos
aminicos livres presentes na estrutura da ASB se ligam fortemente com compostos
cumarinicos, do tipo 4-4cido aceético-7-hidroxicoumarina. Associado a esse
comportamento, a afinidade de ligacdo destes grupos aminicos, aumenta com 0 aumento

do aspecto hidrofobico de uma espécie molecular [Demant 1996].
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1.4.3 Flavondides

Rutina (3-O-(6-O-a-L-ramnopiranosil)-O-B-D-glicopiranosil-5,7,3°,4’-tetraidro-
flavona) ¢ um flavonoide polifendlico amplamente presente em alimentos de origem
vegetal como trigo mourisco, salsinha e tomates [Guardian 2000; Erlund 2000]. Rutina
é conhecida como um dos flavonoides mais comuns, ocorrendo naturalmente com uma
variedade de atividades bioquimicas e farmacoldgicas. Relatos recentes indicam que a
rutina é capaz de agir contra radicais livres [Duthie 1999], suprime a imunidade celular
[Middleton 2000] e tem atividade anti-carcinogénica [Rotelli 2005]. Artigos mais
recentes mostram que a rutina também tem atividade antimicrobiana [Pereira 2007].

A rutina e a rutina metilada utilizadas como espécies supressoras fluorescentes
nesse estudo foram obtidas junto ao grupo de Fitoquimica da UFRRJ, e as respectivas

estruturas moleculares estdo apresentadas a seguir (Figura 19).

Figura 19- Formula estrututral para rutina e rutina metilada (derivado)

Novamente aqui, a metilagdo de um composto, reduzindo a quantidade de grupos
polares, como é o caso dos compostos com hidroxilas fendlicas, permite-nos
compreender 0 comportamento supressivo de compostos desta classe de substancia

frente & ASB.
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Em relacdo a interacdo ASB/flavondides, aspectos como: hidrofobicidade,
impedimento estérico e arranjo espacial parecem ser fatores chaves no entendimento da
afinidade de polifenois em relacdo as proteinas plasmaticas ASH e ASB [Dinniz 2008].
Soma-se a isso o fato de a associacdo do tipo polifendis/proteinas ser dependente das
condicdes do meio ambiente, com estas interacbes podendo causar alteracdes nas
propriedades das proteinas. Em condi¢bes ndo-oxidativas, polifendis formam
complexos nao-covalentes reversiveis com proteinas por meio de ligacdes de hidrogénio
ou por interacGes hidrofobicas, sendo que um mecanismo em duas fases esta envolvido
nessa interacdo: a primeira é a formacdo de um complexo solluvel do tipo proteina-
ligante, e a segunda é a agregacdo do complexo soltuvel para formar compostos
insoltveis. Em condi¢Bes oxidantes, como no plasma sanguineo, os polifendis reagem
com espécies reativas de oxigénio, intermediarios ou produtos de reacdo da oxidagdo
dos polifendis, podendo formar ligacdes covalentes com aminoacidos e grupos tiois. Os
polifendis covalentemente ligados de forma irreversivel a proteina sdo resistentes a
ruptura por agentes desnaturantes. Um aspecto importante a considerar é o de que
compostos com grupo carbonila (-CO-) na posi¢do C, apresenta alta afinidade por ASH
[Dinniz 2008]. Considerando a ASB como um homdlogo da ASH, isto pode indicar um
comportamento similar para o sistema ASB/rutina. Além disso, rutina, junto com a 2-
vicenina, apresenta baixa hidrofobicidade e possui baixa porcentagem de ligacdo (<10%
e 56% respectivamente), com esta Ultima estando relacionada com o impedimento
estérico devido a presenca de cadeias glicosidicas substituintes nos carbonos Rg e R3
préximos a carbonila C4 [Dinniz 2008].

O efeito supressivo da fluorescéncia devido as interagdes do tipo ASB/ligante, para
0 caso especifico da interacdo flavondide/ASB, dentre os quais se encontra a rutina,

mostra que a constante de supressdo de Stern-Volmer, Ksy, apresenta uma relacdo
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inversamente proporcional com a temperatura indicando um possivel mecanismo de
supressdo que tem origem na formacdo de um pré-complexo e ndo numa possivel
colisdo dinamica. Os valores para Ksy encontrados para diversos flavondides, nas
temperaturas de 298 e 310K, foram: caliosina Ksy= 4,88-5,51 x 10* L.mol™; rutina
Ksv= 7,63-7,88 x 10* L.mol™ e quercetina Ksy=5,95-6,08 x 10* L.mol™ [Liu 2010]. A
constante de velocidade de supressdo efetiva (kg), nestes trés casos, se encontra numa
faixa de 2,18 x 10" a 3,60 x 10™ Lmol™s™, assumindo um tempo de vida do estado
excitado para ASB igual a T = 10%, na auséncia de supressores [Liu 2010]. Os valores
para Ky sdo muito superiores a constante de velocidade de difusdo para o solvente
empregado (meio aquoso), que é de 5,0 x 10° L.mol™s™, o que implica em um processo
de supressdo estatica [Liu 2010].

Os valores de entalpia, entropia e energia livre para os sistemas ASB/calicosina,
ASB/rutina e ASB/quercetina foram de, respectivamente: AH=-10,41 e -10,41; -20,48 e
-20,48; -2,00 e -2,00 KJ.mol™; AS= 57,06 e 59,36; 26,78 e 27,85; 90,32 e 93,96 J.mol"
LK e AG=-27,42 e -28,10; -28,46 e -28,48; -28,91 e -30,00 KJ.mol™. Isto indica que o
tipo de interacdo entre a ASB e esses flavondides é predominantemente hidrofdbica,
sendo que possiveis interacdes eletrostaticas ndo podem ser descartadas. Os nimeros de
sitios de ligacdo para esses sistemas foram de: n= 0,96 e 0,94; 0,95 e 1,00; 0,82 e 0,85,
respectivamente, ou seja, ha somente um sitio de ligacdo para a interagdo
ASB/flavonoide. Os valores determinados para as distancias entre o flavondide e a
ASB, r=3,01A (calicosina); 5,72A (rutina) e 4,75A (quercetina) demostram grande
possibilidade de ocorréncia de um processo de transferéncia de energia por ressonancia

fluorescente nesses sistemas [Liu 2010].
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2.0 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste topico serdo explicitados os procedimentos experimentais utilizados na
preparacdo das solucBes e os métodos de analise para obtencdo dos dados, iniciando-se
pelo preparo das solucdes estoque das sondas empregadas como agentes supressores, ou

seja: B-lapachonas, Cumarinas e Rutinas (ver quadros abaixo).

Tabela 3 - Procedimento experimental para obtencéo das amostras supressoras.

Etapa 1

As Cumarinas (Sigma-Aldrich), B-lapachona e 03-Acido B-lapachona-sulfénico
foram obtidos junto ao Laboratério de Fotoquimica do DQ-ICE-UFRRJ, enquanto
Rutina foi obtida junto ao grupo de Fitoquimica do DQ-ICE-UFRRJ (MERCK). A
sintese da rutina metilada (Figura 16) foi realizada por tratamento de uma solucédo
metandlica de rutina (200 mg) com solucdo etérea de diazometano [Markam 1976],
seguida por evaporagdo do solvente, obtendo-se ao final 117 mg (58,5%). Os
deslocamentos quimicos de RMN de 'H e **C do derivado metilado estdo de acordo

com dados da literatura [Markam 1976].

Etapa 2
Oito baldes volumétricos de 10 mL foram previamente lavados e secos, aos quais
se adicionou 50% do seu volume total com etanol (grau HPLC), sendo todos eles

devidamente fechados e reservados para posterior utilizag&o.
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Etapa 3
A partir da concentracdo de trabalho desejada para os diversos supressores (1,0
x 10° mol.L, [Ji 2009]) foram pesadas as massas respectivas dos compostos
supressores por meio de uma balanca analitica (Marte, modelo AY220), com precisao

de décimo de miligrama. Os valores das massas calculadas (mc) e medidas (mm) dos

supressores estdo apresentados abaixo:

A) B-lapachona mc=2,42 mg mm=2,60 mg

B) 3-Acido p-lapachona-sulfénico mc=3,23 mg mm=3,40 mg

C) 7-Hidroxicoumarina mc=1,62 mg mm=1,70 mg

D) 4-Metil-7-hidroxicoumarina mc=1,76 mg mm=1,50 mg

E) Rutina mc=6,10 mg mm=6,18 mg

F) Rutina metilada mc=6,52 mg mm=6,58 mg
Etapa 4

Apds pesagem das respectivas massas, as mesmas foram adicionadas aos

baldes volumétricos contendo etanol, sendo em seguida levemente agitados
manualmente para homogeneizacdo e dissolucdo total da amostra sélida no solvente.
Apbs isso, completou-se o volume do baldo para a sua capacidade total de 10 mL,

seguida de uma repeticdo da etapa de agitacao.

Etapa 5
As amostras assim preparadas foram reservadas em local escuro sob a protecao
de papel laminado a fim de evitar degradacdo fotoquimica por irradiacdo com luz

ambiente.
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Dando prosseguimento ao topico, procedimento experimental, iremos abordar a
preparacdo da solucdo da macromolécula ASB, sendo que para esta espécie empregou-
se uma concentracéo de trabalho igual a 1,0 x 10° mol.L™* para medidas no UV-vis e

fluorimetria, e de 1,0 x 10® mol.L™ para medidas de Dicroismo circular.

Tabela 4- Procedimento experimental para obtencdo das solugdes da ASB.

Etapa 1l
Em um bal&o volumétrico de 1000 mL devidamente lavado e seco adicionou-se
50% do seu volume com agua Milli-Q, obtida no Departamento de Solos do Instituto
de Agronomia da UFRRJ. Esse baldo volumétrico foi devidamente reservado para

posterior utilizacéo.

Etapa 2
Sobre o volume reservado (500 mL de &gua Milli-Q) adicionou-se sob leve
agitacdo um saché de uma solucdo salina de tampéo fosfato, pH=7,4, (lote n°
038K8214, adquirido da SIGMA-ALDRICH). Em seguida, completou-se com &gua
Milli-Q até atingir o volume de 1000 mL. Este procedimento gerou uma solucdo

tamponada de concentracéo igual a 2,0 x 10 mol.L™.

Etapa 3
Num segundo baldo volumétrico de volume igual a 25mL, devidamente
limpo, transferiu-se uma aliquota de 15 mL do solvente previamente preparado (Etapa
2) por meio de uma pipeta volumétrica de mesmo volume (15 mL). Este baldo foi

devidamente reservado para adicionarmos a massa de ASB.

Etapa 4

Pesou-se uma massa de valor igual a 167 mg de ASB (adquirido da Sigma-
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Aldrich, massa molecular média em torno de 66.000 Da, o qual estava devidamente
acondicionado num aparelho do tipo freezer), a qual foi adicionada, sob agitacdo muito
leve, ao baldo reservado de volume igual a 25 mL e contendo 15 mL da solugéo

tampéo de fosfato.

Etapa 5

Ao baldo volumétrico de 25 mL, ja contendo a massa de ASB, adicionou-se
solucéo tampéo fosfato suficiente para atingir o volume total. Com isso obteve-se uma
solucdo tampdo fosfato de ASB a pH=7,4. Essa solucdo resultante apresentou
concentracdo igual a 1,0x10° mol.L™. Solucdes preparadas desta forma foram
utilizadas em todas as medidas espectroscépicas do tipo Dicroismo circular, enquanto
uma aliquota de 10 mL, adicionada a um baldo de 100 mL, foi diluida em solucdo
tampédo e o volume completado para 100 mL, obtendo-se uma solugdo de concentragédo
1,0 x 10° mol.L? utilizada para as técnicas: Absorcdo no UV-vis e Emissdo

fluorescente.

2.0. Sobre a Obtencéo dos Espectros

2.1 A Obtencdo dos Espectros de Absor¢do no UV-Vis, Dicroismo Circular e

Emissdo de Fluorescéncia.

As medidas de Absorcdo, Dicroismo Circular e Fluorescéncia foram
realizadas em um Espectrofotdmetro Acoplado, em maodulo Unico, possuidor dos
dispositivos oticos e eletrénicos referentes as trés técnicas (“JASCO”; modelo-J-8159
(Figura 20). As condigdes experimentais utilizadas na obtengédo das medidas foram: para
Dados de Espectroscopia de Absor¢do no UV-visivel, varredura de 1;=200 nm a X,=500

nm; para as medidas de Dicroismo circular, A=200 a 250nm, e para as de Fluorescéncia
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varredura de A= 280 a 460 nm, com abertura de fenda igual 1,0 nm e comprimento de

onda de excitacdo igual a 280 nm.

Figura 20- Foto do sistema acoplado utilizado para medidas de Absorcdo no UV-vis,

Dicroismo Circular e Emissdo de Fluorescéncia.

As solucdes das diversas espéecies supressoras e da macromolécula foram
adicionadas a uma cubeta de quartzo de base quadrada, de dimensdes iguais a 1,00 cm x

1,00 cm x 3,00 cm (caminho 6tico de 1 cm) e volume de 3,0 mL.

A sequencia de obtencdo dos espectros foi: primeiro a adicdo da solucdo da
macromolécula a cubeta, da qual se obtinha o primeiro espectro, funcionando assim
como um “branco’ do ponto de vista analitico; sobre essa mesma solu¢do ja contida na
cubeta foram adicionadas diferentes aliquotas, em microlitros, da solu¢do do supressor,
ou seja B-lapachonas, cumarinas ou flavondides, numa sequéncia de razdo constante, a
saber: O puL, 5 pL, 10 pL, 15 pL, 20 pL, 25 pL, 30 pL, 35 pL, 40 pL, a partir das quais
foram obtidos os diversos espectros de Absorcdo, Dicroismo Circular e Emissdo de
Fluorescéncia para cada sistema estudado. As medidas de Dicroismo Circular foram

realizadas em presenca de nitrogénio a fim de se evitar a influéncia do oxigénio
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atmosférico no sinal obtido, com o controle da pressao do fluxo gasoso se dando por um
regulador acoplado ao cilindro do referido gas. Quando necessario, foram feitas
medidas a diferentes temperaturas, tendo sido empregado para isso um banho
termostatico (Jasco modelo J-8159), responsavel pelo controle de temperatura da
amostra com uma precisdo de +0,5 °C. Como liquido refrigerante foi utilizado agua,
sendo 0 mesmo impulsionado por uma bomba presente no sistema auxiliar de
refrigeracdo. O controle de temperatura era feito pelo mesmo principio fisico associado
a um peltier com a estabilizacdo e o controle da temperatura sendo realizados por um
circuito eletrénico, com a determinacdo da temperatura de trabalho sendo feita

diretamente pelo PC que controlava o sistema.

Apo6s a obtencdo dos dados espectroscdpicos correspondentes as trés técnicas
(absorcdo, dicroismo circular e emissdo de fluorescéncia), os mesmos foram tratados e

processados por meio do programa Origin.6.0.

3.0 Resultados e Discussao

Neste trabalho, os resultados e a sua discussdo serdo apresentados por grupo de
compostos, visando com isso facilitar a andlise comparativa entre elas e possibilitando
uma correlacdo entre a estrutura molecular da espécie supressora e a sua interacdo com

a ASB.

Inicialmente, duas espécies do grupo das Lapachonas, p-Lapachona e 3-Acido p-
lapachona-sulfénico (Figura 15) foram utilizadas no estudo da interacéo ligante-proteina
para 0 estudo do comportamento da macromolécula de ASB frente a estas duas
espécies. A presenca de um grupo sulfonico (-SOsH) no 3-Acido B-lapachona-sulfonico,
o torna mais acido e mais suscetivel a formar liga¢6es hidrogénio, quando comparada

com a B-lapachona nao substituida.
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Em seguida diferentes Cumarinas (Figura 18) foram utilizadas com o objetivo
anteriormente citado de avaliar o efeito da introducdo de um grupo metil na estrutura da
cumarina. Finalmente, foi investigado o comportamento dos flavondides a fim de se
verificar o efeito da metilacéo de trés grupos hidroxila fenélicos sobre o comportamento
de emissdo de fluorescéncia da ASB. Com isso, teve-se a possibilidade de um estudo
mais amplo do comportamento da ASB frente a diferentes ligantes (farmacos) em

potencial.

As condigcOes experimentais utilizadas para o estudo da interagdo ASB/pB-
Lapachonas, ASB/Cumarinas e ASB/Rutinas (flavondides), ja descritas anteriormente
em detalhes, podem ser sumarizados como a seguir: uma solucdo de ASB em tampéo
fosfato (PBS, pH=7,4), com concentragdo de 1,0 x 10° mol.L™, foi adicionada a uma
cubeta de 1cm de caminho 6tico volume de 3,0 mL. Sobre esta solugdo tampéo de ASB
foram adicionadas diferentes aliquotas em microlitros de uma solugdo etandlica
contendo B-Lapachonas, Cumarinas ou Rutinas com concentracdo da solugéo estoque de

10 mol.L™?, constituindo assim um total de 6 sistemas estudados.
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3.0 ASB

Abaixo estdo apresentados os espectros de absor¢do no UV-vis e de emisséo de

fluorescéncia para a albmina sérica bovina (ASB), na auséncia de qualquer um dos

ligantes utilizados neste estudo (Figura 21).
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Figura 21- Espectros de Absorcao (superior, Amax= 280 nm) e de fluorescéncia (inferior,

Amax= 345 nm) para ASB em tampéo fosfato (pH=7,4) e livre da presenca de ligantes.
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3.1. ASB x Rutina

3.1.1- Dados de Absorcéo

O espectro de absor¢do para ASB apresenta absorcdo maxima a 280nm e, apos
adicdo de aliquotas (microlitros de solucdo) de uma solucdo estoque de rutina de
concentracdo conhecida, observa-se tanto um deslocamento para comprimentos de onda
menores (deslocamento do comprimento de onda maximo de 280nm para 275nm), além

de um efeito hipercromico (aumento da intensidade de absorcdo) (Figura 22).

O espectro de absorcdo da rutina em solucdo etandlica a 296K também é
apresentado a fim de permitir comparagdes entre os comprimentos de absor¢cdo maxima
das espécies em estudo (Figura 23). Percebe-se que os valores relativos a absor¢édo
méaxima tanto da ASB em solucdo tampdo, quanto da rutina em solugdo metandlica
diferem por um valor de 20nm, possibilitando assim, devido a essa diferenca nos
valores de absorcdo méaxima definir que a absorcdo em 280nm esta estritamente

relacionada com a macromolécula ASB (Figura 22).
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Figura 22- Espectro de Absorcéo da ASB em presenca de concentragdes variadas de
rutina em T=296K
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Figura 23- Espectro de absor¢do no UV-vis para rutina em solucdo etanolica em T=
296K

O comportamento observado no espectro de absor¢do para o sistema
ASB/Rutina(Figura 22) indica que ha trés absorcles distintas. A primeira em
227nm, a qual, por ndo demonstrar nitidamente o comportamento do efeito da
presenca da rutina sobre a absorcdo da ASB ndo serd considerada na analise.
Entretanto hd em 280nm uma absor¢do bem definida e caracteristica [Zeng
2008], e uma terceira absorcdo em 370nm, porém muito discreta, que se
apresenta no espectro em funcdo da adicdo de aliquotas de rutina e ausente para
uma solugdo de ASB pura (1% curva espectral, cor negra). Nota-se, contudo, dois
aspectos significativos na absorcdo de comprimento de onda a 280nm. Primeiro,
h4 um aumento da intensidade de absorcdo por parte do triptofano com o
aumento da concentracdo de rutina, demonstrando haver um aumento da
polarizagdo, aumento do nimero de espécies com orientagdo do momento de

dipolo favoravel a transicdo por parte da espécie absorvedora a partir da

42



interacdo ASB/rutina. Outro comportamento apresentado no espectro de absorcao
da ASB/rutina é a presenca do deslocamento para o0 azul no comprimento de
onda de absorcdo da ASB de 280nm para 275nm, com o0 aumento da
concentracdo de rutina no meio. Isto é indicativo de que a presenca de rutina em
diferentes concentragdes produziu essa modificacdo espectral. Pode-se afirmar
que o efeito hipercromico devido ao aumento da intensidade da banda de
absorcdo do triptofano em 280nm, seguido de um efeito de deslocamento
ocorrido entre 280 e 275nm, esta em relacdo direta com a presenca de rutina no

meio.

3.1.2- Dados de Dicroismo Circular

O dicroismo circular é uma técnica sensivel para monitorar mudangas
conformacionais nas proteinas [Yue et al. (2008)] sendo geralmente usada na
determinacdo da estrutura secundaria de macromoléculas [Kelly et al. (2005) e Cheng et
al. (2009)]. Medidas de dicroismo circular para o sistema ASB/Rutina demonstraram
uma mudanga no valor do angulo alfa (), responsavel por 67% da estrutura secundaria
da ASB [Peters 1985], indicando que uma mudanca nos valores desses angulos esta
diretamente associada a uma modificacdo planar na estrutura secundaria da proteina. Os
dados obtidos estdo apresentados abaixo nas Figuras 24, 25 e 26, enquanto a Tabela 5

apresenta valores de a-hélice, elipticidade residual significativa e &ngulos observados.

Os espectros de Dicroismo Circular para o sistema ASB/Rutina foram obtidos em
trés temperaturas diferentes e estdo apresentados abaixo. Uma tabela demonstrativa, as
quais apresentam os valores dos angulos de a-hélice determinados experimentalmente
junto com a elipticidade residual. Observa-se que os comprimentos de onda de absorcao
méaximo do espectro de D.C, caracteristicos para os residuos de triptofano presentes na

estrutura da ASB, isto &, 208nm e 222nm (Figuras 24, 25, 26). [Peters 1985].
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Figura 24-Espectro de Dicroismo Circular para a ASB em presenca de concentracdes

variadas de rutina em T=296K.
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Figura 25-Espectro de Dicroismo Circular para a ASB em presenca de concentragdes

variadas de rutina em T=303K.
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Figura 26-Espectro de Dicroismo Circular para a ASB em concentragdes variadas de
rutina em T=310K

Valores de % de a-hélice para a estrutura secundaria de ASB na auséncia e na
presenca de flavondides foram determinadas usando as equacdes 17 e 18 [Chen et al.
(1972), Khan et al. (2002), Gao et al. (2004), He et al. (2005), He et al. (2006),

Kandagal et al. (2006), Yue et al. (2008), Cheng et al. (2009) e Stan et al. (2009)].

7

E = m (equa(;é.o 17)
LG

De forma que o percentual de a-hélice pode ser definido como:

(= MREy 4000)} x 100 (equacdo 18a)

% a —hélice=
e { (33000- 4000)

(equacao 18b)

—~MRE,,, — 2340)}( 100

%a—hélicez[( 30300

45



A partir das equacdes 17 e 18 foram determinados os valores apresentados na
Tabela 5.

Uma andlise imediata dos espectros de absor¢do nos experimentos de dicroismo
circular para o sistema ASB/rutina revela que a adicéo de diferentes aliquotas de rutina
a solucdo de ASB é acompanhada por uma reducéo significativa do angulo de a-hélice
presente na estrutura secundaria da macromolécula, como pode ser observado nas
absor¢bes maximas a 208 e 222 nm mostradas nos espectros das Figuras 24 a 26.

[Peters 1985].

Tabela 5- Valores de a-hélice para ASB em presenca de diferentes concentracfes de
rutina nas temperaturas de 296, 303 e 310K.

T=296K T=303K T=310K
% oa-helice % a-hélice % a-hélice

208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
54,90461 53,31519 | 53,90982 51,98846 | 53,18106 51,2040
53,4933 53,04078 | 52,69996 51,73307 | 52,4369 50,85695
52,59569 52,89726 | 52,49437 51,28452 | 51,19386 50,52975
50,18012 51,8652 50,62804 50,49516 | 49,40218 49,95021
47,7284 50,07837 | 48,74333 48,97866 | 47,48371 48,08212

A partir dos dados da tabela 5 observa-se uma reducdo do angulo-a da estrutura
secundaria da ASB em fungdo do aumento da concentracdo de rutina nas trés diferentes
temperaturas. Essas mudangas ocorridas nos valores do angulo-o indicam alteragdes
pronunciadas na conformacdo da estrutura secundaria advindas de interacfes entre a

ASB/rutina. Essa redugdo do angulo-a é acompanhado por um efeito da redugdo sobre a
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elipticidade residual da estrutura de a-hélice da ASB, sobretudo, quando comparada a

elipticidade original da ASB na auséncia de rutina.

Outra consideracdo que pode ser feita a partir dos dados obtidos é a de que a
variagdo de temperatura ndo influenciou os valores obtidos de a-hélice, demonstrando
que essa reducdo ndo estd associada a um efeito térmico, dentro da faixa considerada,
sobre a reducdo da elipticidade da estrutura de a-hélice presente na estrutura secundaria

da ASB.

A mudanca conformacional ocorrida na estrutura secundaria da ASB, ou seja, a
perda da elipticidade original da ASB devido a presenca da rutina acarretou uma
mudanca conformacional da sua estrutura secundaria, o que por conseqiiéncia se reflete
na disposicdo espacial dos residuos de triptofano, os quais estdo sujeitos a um aumento

da energia relativa a transicao eletrénica ocorrida no cromoforo entre 280 e 275nm.

3.1.3- Dados de Espectroscopia de Emissao de Fluorescéncia no Estado
Estacionario.

Os espectros de fluorescéncia para ASB como uma funcdo da adicdo de aliquotas
de uma solucdo de rutina de concentracdo 1,0 x 10° mol.L™ a trés diferentes
temperaturas, ou seja, 296, 303 e 310K estdo apresentados abaixo (Figuras 26, 28 e 30).
A partir dos espectros apresentados nestas figuras para o sistema ASB/Rutina foram
construidas as tabelas 6-8 e os graficos apresentados nas Figuras 27, 29 e 31, com estes
estudos de supressdo levando a obtengdo das respectivas constantes Ksy e Kg, conforme

apresentado na Tabela 9.

A supressédo da fluorescéncia se caracteriza por uma reducdo da intensidade de
emissdo de fluorescéncia de uma espécie molecular em estudo. Fenémenos de natureza

molecular podem resultar neste efeito redutor, dentre os quais estdo: reacdes no estado
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excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacdo de complexo no
estado fundamental e supresséo colisional [ Lakowicz 2006] e Cheng et al. (2009)]. A
distingdo entre os tipos de supressao envolvida, ou seja, estatica ou dindmica, pode ser
feita definida por meio da observacao de alguns fatores cinéticos, apos a ocorréncia do
efeito supressivo: dependéncia com a temperatura e a viscosidade do meio, além de
mudancas consideraveis no tempo de vida do estado excitado singlete [Cheng et al,

2009].

Na presente amostra, isto € ASB/rutina, o estudo de espectroscopia de emissdo
de fluorescéncia foi realizado em trés temperaturas diferentes, tendo em vista que a
temperatura é um fator capaz de influenciar o comportamento fluorescente da ASB. A
banda de emissdo fluorescente com méaximo de emissdo em 345nm se confirma como
uma banda caracteristica do fluor6foro responséavel pela emissao fluorescente da ASB,
isto é o residuo triptofano. (Figura 21). Pode-se notar o efeito supressivo causado sobre
esta banda de emisséo radiativa como uma fungdo do aumento da concentracdo do
supressor, isto é, rutina, nas diferentes temperaturas trabalhadas (Figura 27, 29 e 31),.
Este comportamento observado por espectroscopia de fluorescéncia, assim como 0s
dados de Dicroismo Circular (Figura 24, 25 e 26), justificam a utilizacdo do termo
“complexo” para esse e 0S outros sistemas estudados neste trabalho, uma vez que
demonstram a formacdo de uma nova espécie, ou seja, ASB/ligante (composto
bioativo). O efeito supressivo advindo destas interagcdes (ASB/rutina), no entanto, nao
afeta a energia da transicéo entre o estado excitado e fundamental no cromoforo, ja que
ndo houve mudanga no comprimento de onda do méximo de emisséo de fluorescéncia
da ASB, de forma analoga ao observado no espectro de absor¢do no UV-Vis da

ASB/rutina (Figura 22). No caso dos experimentos de emissdo de fluorescéncia,
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entretanto, ha uma reducéo da intensidade de emisséo fluorescente nas trés temperaturas

estudadas e uma correlagéo linear em cada uma delas (Figuras 27, 29 e 31).

As constantes de supressdo associadas a processos de supressdo fluorescente
possuem comportamentos capazes de indicar o tipo de supressao, estatica ou dindmica.
O parémetro que delimita a condigdo da supressdo dindmica € a constante de velocidade
de difusio, que é da ordem de kq = 5 x 10°L.mol™.s, em &gua [He et al. (2005), Xie et
al. (2005), Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Zhang et al. (2008)

e Li et al. (2009)].

Uma primeira determinagéo sobre o sistema ASB/rutina visou estabelecer o tipo
de processo envolvido da interacdo, ou seja, se dindmico ou estatico. Para isso,
aplicando-se a equacdo de Stern-Volmer (Equacéo 19), foi observado o comportamento
da constante de Stern-Volmer (Kg,) nas temperaturas de 296, 303 e 310K. As Figuras 27
a 31 apresentam os espectros de emisséo de fluorescéncia de ASB como uma fungéo da
adicdo de concentracOes variadas de rutina, a 296, 303 e 310K, respectivamente. A
partir destes espectros, foram construidas as Tabelas 6-9 e os respectivos graficos de
Stern-Volmer (Figuras 28-32).

=1 kz[Q)=14 Ky [Q] =K
0
Equacdo 19-Equacéo para determinacédo da constante de Stern-Volmer

Os graficos de supressao estdo apresentados abaixo:
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Figura 27- Espectro de Fluorescéncia para a ASB com diferentes concentracdes de
rutina em T=296K

Tabela 6 - Dados de Fo/F para a ASB ap0s adicdo de diferentes concentracdes de rutina

em T=296K

[rutina] FolF
1,6 x 10°M 1,0
3,2x 10°M 1,2
4,8 x 10°M 1,3
6,5 x 10°M 1,4
8,1x 10°M 1,5
9,7 x 10°M 1,7
1,1 x 10°M 1,8
1,2 x 10°M 2,0
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Figura 28- Grafico de Fo/F para a ASB ap0s a adi¢édo de diferentes concentragdes de
rutina em T=296K
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Figura 29- Espectro de Fluorescéncia para a ASB apds a adicdo de diferentes
concentragdes de rutina em T=303K
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Tabela 7- Dados de Fo/F para a ASB apds adicdo de diferentes concentracdes de rutina,

em T=303K

[rutina] FolF
1,6 x 10°M 1,1
3,2x 10°M 1,2
4,8 x 10°M 1,3
6,5 x 10°M 1,4
8,1x 10°M 1,6
9,7 x 10°M 1,7
1,1 x 10°M 1,9
1,2 x 10°M 2,1

T=303K; y= 8,98410. 10 x +0,91394 R=0,98
2,24

2,0
1,8 1
w
LLO 1,6 u
1,4

1,2

1,0 T T T T T T T T T T T T T 1
0,000000 0,000002 0,000004 0,000006 0,000008 0,000010 0,000012 0,000014

[Rutina] (M)

Figura 30- Gréfico de Fo/F para a ASB ap0s a adicao de diferentes concentracGes de
rutina em T=303K
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T=310K
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Figura 31- Espectro de Fluorescéncia para a ASB apds a adicao de
concentragdes de rutina em T=310K.

diferentes

Tabela 8- Dados de Fo/F para ASB com diferentes concentracfes de rutina em T=310K

[Rutina] FolF
1,6 x 10°M 1,1
3,2x 10°M 1,2
4,8 x 10°M 1,3
6,5 x 10°M 1,5
8,1x 10°M 1,6
9,7 x 10°M 1,8
1,1 x 10°M 2,0
1,2 x 10°M 2,2
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Figura 32- Grafico de Fo/F para a ASB ap0s a adi¢do de diferentes concentragdes de
rutina em T=310K

Tabela 9- Valores de T(K), Ksy e kqpara o sistema ASB/rutina nas temperaturas de 296,

303 e 310K.
emperatura onstante de Stern- onstante de velocidade de
T C de S C de velocidade d

(K) Volmer (Ky) supresséo de fluorescéncia para
g ASB (ko).
L.molts?
296 8,4 x 10 8,4 x 10%°
303 9,0 x 10 9,0 x 10**
310 10 x 10* 10 x 10*?
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Considerando que os valores para a constante de velocidade de supressdo da
fluorescéncia da ASB (kq) nas temperaturas estudadas (kq = 10" e 10" L/mol.s) (Tabela
9) séo superiores aquele para a constante de velocidade de difuséo em meio aquoso (Kq
= 5 x 10° L/mol.s) em trés ordens de grandeza, conclui-se que o processo de supressdo
da rutina em relacdo a emissdo fluorescente da ASB é estatico. Adiciona-se a esse
comportamento, o fato relevante de que a variacdo de temperatura dentro da faixa de
trabalhada nédo influenciou significativamente as constantes de velocidade de supresséo

da fluorescéncia.

A constante de supressdo efetiva para os fluoréforos acessiveis, ou constante de
ligagdo de Stern-Volmer modificada (K,) foi obtida por meio de gréaficos de Stern-
Volmer modificados (equacdo 20), a partir dos dados da supresséo de fluorescéncia da
amostra ASB/rutina. A tabela 10 mostra os valores obtidos para Fo/Fo-F da ASB na
presenca de diferentes concentragOes de rutina, nas temperaturas de 296, 303 e 310 K, a
partir dos quais foram construidos os gréficos de Stern-Volmer modificados (Fo/Fo-F
versus 1/[rutina]) mostrados nas Figuras 33-35, a fim de avaliarmos o grau de interacéo

da ASB/rutina.

A fim de ampliar as consideracGes sobre o comportamento da interacdo
ASB/rutina, e empregando-se os dados obtidos a partir das Figuras 33-35, uma terceira
constante em funcdo das temperaturas trabalhadas foi determinada, ou seja, a constante
de supressdo efetiva para os fluoroforos acessiveis ou constante de ligacdo de Stern-
Volmer modificada (K,), as quais foram obtidas por meio dos graficos de Stern-Volmer
modificados (Equacdo 20) [He et al. (2005), Xie et al. (2005), Lakowicz (2006), Tang
et al. (2006), Xie et al. (2006)]. Neste caso, constantes de supressdo efetivas, com

ordem de grandeza K, = 10* a 10° L/mol, estdo associadas a fortes interacdes entre
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farmacos e a albumina [He et al. (2005), Tang et al. (2006), Li et al. (2007), Zhang et
al. (2008) e Li et al. (2009)].

F_ 11,1

ﬁ = K. [Q]+T (Equacéo 20)

Equacdo 20-Equacéo para determinacdo da constante de supressao efetiva.

Tabela 10- Valores de Fo/Fo-F para ASB x 1/[Rutina] nas temperaturas de: 293, 303 e

310K.
1/[Rutina] Fo/Fo-F
206K 303K 310K
76x10*M?t |19 1,9 1,8
88x10*°M*t |21 2,0 1,9
13x10°M* |23 22 2.2
12x10°M* |26 2.6 2.4
15x10°M* [3.2 3,1 3,0
20x10°MT 40 3,9 37
30x10°M*t |57 55 52
6,1x10°M* [10,8 10,2 9,6
T=296K

T=293K; y= 1,65207 . 10° x +0,67869 R=0,99

T T T T T T T T T T T T T 1
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000
1/[rutina] (M)

Figura 33- Gréafico de Fo/Fo-F da [ASB] x 1/[ Rutina] a T=296K
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T=303K
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Figura 34- Gréfico de Fo/Fo-F da [ASB] x 1/[ Rutina] a T=303 K

T=310K

T=310K; y=1,4687. 10°x + 0,70356 R=0,99
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Figura 35- Grafico de Fo/Fo-F da [ASB] x 1/[ Rutina] a T=310K

57



Empregando-se os valores de K, obtidos dos graficos de Stern-Volmer
modificados, nas diferentes temperaturas, foi construido o grafico da Figura 31, baseado

nos dados mostrados na Tabela 11.

Tabela 11- Valores de In K; X 1/T para o sistema ASB/Rutina nas temperaturas de 296,

303 e 310K.

T(K) Ka UT (K'Y In Ka

296 3,63 x 10° 3,37 x 107 10,5

303 4,01 x 10* 3,30 x 10™ 10,6

310 4,43x 10 3,22 x 107 10,7
1078 - y=-1,16246 x + 14,52337 R=0,99

10,76—.
10,74—-
10,72—-
10,70—-

©

10,68

InK

10,66 —
10,64
10,62

10,60 —

10,58 —— 1 - T - T - 1 - 1 1 " 1 T T T
3,22 3,24 3,26 3,28 3,30 3,32 3,34 3,36 3,38 3,40

1UT(K™. 10°

Figura 36- Grafico de In Ka x 1/T para ASB/Rutina nas temperaturas de 296, 303
e 310K.

Utilizando a equacdo de Vant’Hoff (equagdo 21) foram obtidos os dados de AG®,
AS® ¢ AH® para o sistema ASB/rutina (Tabela 12 ), sendo que a partir desses dados

ficou estabelecido o tipo de interacdo predominante presente no sistema ASB/rutina.
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Ao observarmos os valores obtidos na Tabela 12 temos que a ordem de grandeza
da constante de Stern-Volmer modificada nas temperaturas estudadas variou de 10° a
10* L.mol™. Isto indica que a interacdo entre ASB/rutina ndo é uma interagdo forte, ao
ponto da temperatura causar modificacGes no seu valor. Para uma interacéo forte, como
observado entre farmacos e albumina, a constante de Stern-Volmer modificada
apresenta um valor de K, compreendido entre 10* a 10° L.mol™, [He et al. (2005), Tang

et al. (2006), Li et al. (2007), Zhang et al. (2008) e Li et al. (2009)].

Por meio dos valores de K, encontrados empregando-se o Stern-Volmer
modificado para a supressdo de ASB por rutina, foram construidos graficos de van’t
Hoff (equacéo 21) [Gao et al. (2004); He et al. (2005); Kandagal et al. (2006); Tang et
al. (2006); Xie et al. (2006); Cui et al. (2007); Li et al. (2007); Cui et al. (2008); Li et
al. (2008); Yue et al. (2008); Wang et al. (2008); Zhang et al. (2008); Cheng et al.
(2009); Qing et al. (2009) e Li et al. (2009)], que permitiram a determinacdo dos
parametros termodinamicos envolvidos no processo de supressdo da ASB por rutina.
Assim, foram obtidos os valores de variacdo de entalpia (AH®) e de entropia (AS°) e, a
partir deles, foi calculada a variagdo de energia livre de Gibbs (AG®) empregando-se a

Equacéo 22.

0 0
InK, =— AH + AS Equagdo 21
RT R
AG® = AH® —TAS?® Equacgéo 22

Equacéo 21 e 22-Equagdes utilizadas na determinagéo das constantes termodinamicas
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Tabela 12- Valores de T(K), AG®, AS® e AH® para o sistema ASB/rutina nas

temperaturas de 296, 303 e 310K.

pH T(K) AGP AS° AH’

7,4 296 | -26,9KJ

7,4 303 | -27,7KJ 0,1KJ 9,7KJ

7,4 310 | -26,0KJ

Sendo assim, os valores de AG<0 sdo indicativos da presenca de uma interacéo
espontanea entre ASB/rutina. Além disso, os valores positivos de AH’ > 0 e AS®> 0

indicam interacfes predominantemente hidrofébicas.

A constante de supressao efetiva e o nimero de sitios de ligacdo para o sistema
ASB/rutina foram determinadas a partir dos valores de log[Fo-F/F)] x log [rutina]
listados na tabela 13. Estes valores foram empregados na construcdo dos graficos das

Figuras 37, 38 e 39.

Numa supressdo do tipo estatica os sitios de ligacdo sdo indepententes dos sitios
equivalentes na macromolécula [Cheng et al. (2009)]. Valores para a constante de
ligacdo (Kp) e para o numeros de sitios de ligacdo (n) foram obtidos a partir da
contrucdo de graficos de log(Fo-F)/F versus log[Q] (Equacdo 23), [Gao et al. (2004);
Kandagal et al. (2006); Xie et al. (2006); Li et al. (2007); Shi et al. (2007); Qi et al.
(2008); Wang et al. (2008); Zhang et al. (2008); Li et al. (2009); Cheng et al. (2009);

Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]).
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Iog{ FOF_ F} =logK, +nlogQ]

(Equacéo 23)

Equacdo 23- Equacéo utilizada para determinacao da constante de ligacao (Ky) e sitio de

ligagéo (n).

Tabela 13- Valores de log (Fo-F/F) para ASB x log[rutina] nas temperaturas de 296,

303 e 310K.
Log[ rutina] Log(Fo-F/F)

296K 303K 310K
-5,78 -0,99 -0,95 -0,93
-5,48 -0,68 -0,64 -0,62
-5,31 -0,48 -0,47 -0,44
-5,18 -0,34 -0,33 -0,29
-5,08 -0,23 -0,21 -0,17
-5,01 -0,14 -0,11 -0,08
-4,94 -0,05 -0,02 0,01
-4,89 0,02 0,05 0,10

Os valores da constante de ligacdo (Kp) e de nimeros de sitios de ligacdo (n) foram
obtidos a partir dos gréficos de log(Fo-F)/F da ASB x log[Rutina] (Tabela 13 e graficos

37,38 e 39).
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T=296K

0,2 7
T=293K; y=1,13017x + 5,52553 R=0,99
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Figura 37- Gréfico de log(Fo-F)/F da ASB x log[rutina] a T=296K.

T=303K

0,24
T=303K;y 1,11728 x +5,48463 R=0,99
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Figura 38- Grafico de log(Fo-F)/F da ASB x log[rutina] a T=303K
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T=310K

0,24
T=310K; y=11,4283 x + 5,65021 R=0,99
0,04
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-0,6

-0,8 4
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-5,8 -5,6 -5,4 -5,2 -5,0 -4,8
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Figura 39- Gréfico de log(Fo-F)/F da ASB x log[Rutina] a T=310K

A partir das curvas obtidas nas Figuras 37-39, foram determinados os valores de
“Kp” e “n” nas diferentes temperaturas de 296, 303 e 310K (Tabela 14).

Tabela 14- Dados de Ky e n para o sistema ASB/rutina nas temperaturas de 296, 303 e

310K.
Temperatura (K) Constante de ligacdo efetiva Sitio de ligacéo
(Kb) -
(L.mol™)
296 3,3x10° 1,1
303 3,7x10° 1,1
310 4,7 x 10° 1,1
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A partir dos valores determinados para Ky e n, nota-se que ndo ha contribuicéo da
temperatura sobre o comportamento da constante de ligacdo efetiva (esse
comportamento ja se apresentava quando consideramos a constante de supressdo, Kg)
tendo em vista que a magnitude dos valores encontrados estd na ordem de 10° nas
diferentes temperaturas utilizadas, o que demonstra a auséncia de variacdo. Quanto ao
numero de sitios de ligacdo, os valores obtidos demonstram haver um ponto de
interacdo (n=1) existente entre a ASB e a rutina. Um aspecto interessante a ser
considerado é que mesmo a ASB tendo dois residuos de triptofano [Peters 1985] na sua
estrutura secundaria, ha a confirmacgédo de um dnico sitio de interacdo a partir dos dados
obtidos para o sistema em estudo, estando este sitio localizado numa porc¢éo hidrofébica

da macromolécula.

Os espectros de emissdo da fluorescéncia da ASB e de absor¢éo radiativa da rutina
nas temper3aturas de 296, 303 e 310K (Figuras 40.1, 40.2 e 40.3) sdo apresentados
abaixo. A partir dessa sobreposicdo, alguns pardmetros foram utilizados na

determinacéo do raio de Forster para o sistema ASB/Rutina.

A possibilidade da ocorréncia do fenénemo de transferéncia de energia envolvido
na interacdo entre ASB e rutina foi verificada a partir da sobreposicédo entre os espectros
de emissdo de fluorescéncia da supressdo de ASB (Aexc = 280 nm) e o espectro de
absorcdo UV/visivel da rutina a T=298K. Os valores da integral de sobreposi¢do (J) do
espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASB) com 0 espectro de absorcao do
aceptor (flavondide) foram calculados de acordo com a Equacéo 24 [Horrocks Jr. et al.
(1981); Sytnik e Litvinyuk (1996); Gao et al. (2004); He et al. (2005); Lakowicz
(2006); Xie et al. (2005); Mahesha et al. (2006); Kandagal et al. (2006); Li et al.
(2007); Shi et al. (2007); Banerjee et al. (2008); Cui et al. (2008); Wang et al. (2008);

Yue et al. (2008); Zhang et al. (2008); Cheng et al. (2009); Qing et al. (2009) e Stan et
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al. (2009)]. As figuras 40.1, 40.1 e 40.3 mostram a sobreposic¢do entre 0s espectros de
emissdo de fluorescéncia do doador (ASB) e de absorcdo do aceptor (rutina) para uma
concentracdo de ASB de 1,00 x 10®° mol.L™" e de rutina de 1,00 x 10° mol. L*
(Case/Critina=1:1) a partir da qual foi determinada a integral de sobreposicao

empregando-se a equagdo 24.

[, FAe()at 2 SF(2)e(2)2* A4
[ F() da Y FA) AL

Equacéo 24

Equacdo 24- Equacéo utilizada para determinacédo da integral de sobreposigédo(J).

A Equacdo 25 [Karreman et al. (1967); Horrocks Jr. et al. (1981); Sytnik e
Litvinyuk (1996); He et al. (2005); Gao et al. (2004); Xie et al. (2005); Kandagal et al.
(2006); Lakowicz (2006); Mahesha et al. (2006); Li et al. (2007); Shi et al. (2007);
Banerjee et al. (2008); Cui et al. (2008); Wang et al. (2008); Yue et al. (2008); Zhang et
al. (2008); Cheng et al. (2009); Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)] foi utilizada para
calcular os valores de distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (rutina), quando
sua eficiéncia de transferéncia é 50% (R). Para esses céalculos, o fator de orientacdo
espacial do dipolo ou fator de orientacdo entre a emissdo do dipolo do doador (ASB) e a
absorcao do dipolo do aceptor rutina (K?) é o parametro menos correto. Teoricamente, 0
parametro K? pode ser na faixa de 0 a 4, mas os valores extremos requerem orientacoes
muito rigidas. Se ambos, doador e aceptor, sdo rapidamente ligados e séo livres para
assumir qualquer orientagdo, como no presente caso da interagao albumina/rutina, entéo
K? é igual a 2/3 [Liu et al. (2003), Kandagal et al. (2006), Shi et al. (2007), Yue et al.

(2008) e Qing et al. (2009)].

RS =8,8x10°k*N*dJ Equagdo 25
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Assim, os valores utilizados para a ASB foram: K? = 2/3, N=1,336 e ¢=0,15, de

onde foi obtido um valor de Rog= 1,65 nm.

Para determinar os valores de eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de
Forster) entre doador (ASB) e aceptor (Rutina) (E) foram usadas as Equagéo 26 e 27
[Sklar et al. (1977); Horrocks Jr. et al. (1981); Gao et al. (2004); He et al. (2005); Xie et
al. (2005); Kandagal et al. (2006); Lakowicz (2006); Mahesha et al. (2006); Li et al.
(2007); Shi et al. (2007); Banerjee et al. (2008); Cui et al. (2008); Yue et al. (2008);

Wang et al. (2008); Zhang et al. (2008); Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)].

6
E :1—F£ = RGRO - Equacéo 26
+
0 0
6 —
ré = w Equagéo 27

Equacéo 26 e 27- Equacéo utilizada para determinagdo dos valores da eficiénxia da

transferéncia de energia entre doador e receptor.
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T=303K
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Figuras 40.1, 40.2 e 40.3- Sobreposicao dos Espectros de Fluorescéncia da ASB (1,00
x10°M) e de Absorc¢do para rutina (1,00 x10"°M) nas temperaturas de 296, 303 e 310K.
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A partir da sobreposicdo dos espectros e ao aplicarmos a equacéo da integral de
sobreposicao (equacao 24) foram determinados o fator “J”, e empregando as equagdes
25-27 pode-se calcular “Ro®, “r®, “R” e “r”. Esses dados foram obtidos considerando:
A em cm e os seguintes valores para ASB: K* = 2/3, N=1,336 e ¢=0,15 (Tabela 15)

[Epps et al. (1998) e Yue et al. (2008)].

Tabela 15- Valores de “J”, “R¢®”, “1®”, “R” e “r” para o sistema ASB/rutina nas

temperaturas de 296, 303 e 310K.

T(K) J R¢° E r° Ro(cm) r(cm)

296 1,27.10™ | 1,49.10% | 0,473785 | 1,65.10%° | 3,37.10" | 3,43.107
303 1,34.10™ | 1,58.10% | 0,488541 | 1,65.10% | 3,41.107 | 3,43.107
310 1,25.10™ | 1,58.10% | 0,511162 | 1,51.10°% | 3,51.10" | 3,38.10°

A partir dos resultados obtidos na tabela 15, duas importantes consideracfes sobre
a existéncia ou ndo de transferéncia de energia por ressonancia fluorescente (FRET)
podem ser feitas. A primeira é a de que, dentro da variacdo de temperatura empregada
neste trabalho, na temperatura de 296K nao houve contribuicdo da temperatura sobre
um possivel processo FRET. A segunda consideracdo que pode ser feita a partir da
tabela 15 é que a distancia efetiva “r” entre ASB e rutina apresenta mesmo valor que o
raio de Forster “R”, indicando que a distancia entre as espécies nas temperaturas de 303
e 310K se encontra no valor limite da possibilidade de contribuicdo do mecanismo

FRET.
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Dados da literatura para a complexacao entre rutina e albumina sérica bovina
[Liu 2008 et al; Liu 2010 et al ] demonstram haver similaridade entre os resultados
deste trabalho e os dos citados anteriormente. Por exemplo, os valores das grandezas
termodinamicas: AG<0 havendo espontaneidade da interacdo, enquanto as interacdes
foram predominantemente hidrofobicas, AS>0 e AH>0. Outros dois resultados similares
entre os trabalhos foi a presenca de apenas um ponto de interagdo no par ASB/rutina e a
probabilidade de existéncia de efeito FRET em duas das temperaturas estudadas no

sistema ASB/rutina.

3.2 ASB/Rutina Metilada.
3.2.1- Dados de Absorcao

O Espectro de absorcdo da ASB em presenca de diferentes concentracdes da rutina
metilada esta apresentado abaixo (Figura 41). Neste item em particular serd avaliado o
efeito sobre as transicfes eletronicas no estado fundamental da macromolécula pela

adicdo de aliquotas do flavondide metilado.

OH
OH
OH
O OH
o)
OH
OH

Figura 41- Formula estrutural plana para a rutina metilada

Espera-se com isso verificar se a alteracdo ocorrida na estrutura molecular da rutina por
adicdo de grupos metila (—-CHs) em posi¢Oes anteriormente ocupadas por grupos

hidroxilicos (-OH) fenolicos seja capaz, ou ndo, de acarretar modificacdes sobre as
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interacdes existentes no par ASB/rutina, como ja demonstradas acima. O espectro de

absorcdo na regido do UV-visivel para a rutina metilada est4 apresentado na Figura 42,

1,4
1 207nm
1,2 4
1,0 4
0.8 4 260nm

0,6 357nm

0,4

absorbancia (u.a)

0,2 4

0,0 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
210 240 270 300 330 360 390 420 450
comprimento de onda (nm)

Figura 42- Espectro de absor¢do na regido do UV-visivel para a rutina metilada.

O espectro de absorcdo na regido do UV-visivel para a rutina metilada em presenca
de ASB esta apresentado na Figura 42, podendo-se observar novamente, como no
sistema ASB/rutina, trés maximos de absor¢cdo nos comprimentos de onda a 228, 280 e
350nm. A banda de absorcdo a 270nm € consequéncia de um efeito de reducdo do
comprimento de onda ocorrido na transi¢do a 280nm, a qual sera discutida mais adiante.
Novamente ndo sera considerada na analise a absor¢do em 228nm pela falta de uma
correlacdo clara com a adicdo das aliquotas da solucdo da rutina metilada no sistema. A
absorcdo com comprimento de onda méximo igual a 350nm esta associada a presenca
da rutina metilada no meio, tendo em vista que essa banda ndo aparece no espectro da
ASB na auséncia do flavonoide (Figura 21). O comprimento de onda de absorcdo a
280nm é caracteristico do residuo de triptofano, observando-se efeitos hipsocrémico

(deslocamento do maximo de absor¢do de 280 para 270nm) e hipercrdomico apos a
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adicdo de diferentes concentracfes da rutina metilada. Este dado parece indicar uma
possivel modificacdo do orbital molecular do triptofano contido no ASB por interacao
com a rutina metilada presente no meio. Sendo assim, verificam-se nesse caso 0S
mesmos efeitos descritos anteriormente para o sistema ASB/rutina, ou seja, um efeito
hipercromico conjugado a um efeito hipsocrébmico para a absor¢do a 280nm do

triptofano da ASB.

2,51 ——[BSA]=1,0x 10°M
[rutina-metilada]=6,6 x 10°M
[rutina-metilada]=1,3 x 10°M
—— [rutina-metilada]=2,0 x 10°M
[ruina-metilada]=2,6 x 10°M
— [rutina-metilada]=3,3 x 10°M
[rutina-metilada]=4,0 x 10°M
— [rutina-metilada]=4,6 x 10°M
— [rutina-metilada]=5,3 x 10°M

n
[=]
1

=
[$)]
1

Absorbancia (u.a.)

0,04

T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 43- Espectro de Absorcdo para ASB em presenca de concentracdes variadas de

rutina metilada, a T=296K

3.2.2- Dados de Dicroismo Circular

O espectro de Dicroismo Circular para o sistema ASB/rutina metilada é mostrado
abaixo (Figuras 44, 45 e 46). Ao se observar a variagdo ocorrida em torno de 208 e
222nm no espectro de Dicroismo Circular do sistema ASB/Rutina metilada, a diferentes
temperaturas (296, 303 e 310K), nota-se uma acentua¢do na modificacdo ocorrida na
conformacdo planar da estrutura secundaria da macromolécula como mostrado na

Tabela 16.
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Estimativas acerca do percentual (%) de a-hélice para a estrutura secundaria de
ASB na auséncia e na presenca de flavonoides foram feitas usando as Equacgdes 12 e 13
[Chen et al. (1972); Khan et al. (2002); Gao et al. (2004); He et al. (2005); He et al.
(2006); Kandagal et al. (2006); Yue et al. (2008); Cheng et al. (2009) e Stan et al.

(2009)], (Tabela 16).

T=296K

—— [BSAJ=1,0 x 10°M
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Figura 44- Espectro de Dicroismo Circular para ASB em presenca de concentracdes
variadas de rutina metilada em T=296K.

T=303K
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Figura 45- Espectro de Dicroismo Circular para ASB em presenca de concentracdes
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Figura 46-Espectro de Dicroismo Circular para ASB em presenga de concentracdes

variadas de rutina metilada em T=310K.

Esse comportamento € muito similar ao da rutina, demonstrando que também neste

caso as interagOes existentes no sistema ASB/rutina metilada causaram uma reducdo nas

medidas de angulos associadas a elipticidade residual da estrutura secundaria da ASB,
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ou seja, modificacbes na conformacdo planar de sua estrutura secundaria quando da
adicdo da rutina metilada a solucdo contendo ASB. A tabela abaixo (Tabela 16)

apresenta os dados obtidos nessa anélise.

Tabela 16- Valores de a-hélice da ASB em presenca de diferentes concentracfes de

rutina metilada nas temperaturas de 296, 303 e 310K.

T=296K T=303K T=310K
% oa-helice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
54,13497 51,91567 | 54,42469 52,24286 | 53,07679 50,54336
53,42398 51,44784 | 54,12075 51,49660 | 52,06067 49,89521
52,18865 50,93861 | 52,69878 51,29983 | 50,54213 48,97208
51,01315 49,98934 | 51,07831 50,17250 | 48,9750 48,07152
48,51878 48,80614 | 48,74633 48,74633 | 47,53762 46,28469

A tabela 16 mostra uma reducdo do angulo a da estrutura em a-hélice presente na
ASB em funcdo do aumento da concentragdo de rutina metilada nas trés diferentes
temperaturas. Essas mudancgas ocorridas nos valores do angulo a indicam alteragdes
pronunciadas na conformacdo da estrutura secundaria advindas de interacGes entre a
ASB e rutina. Essa reducgdo do angulo-a é acompanhado por um efeito da redugéo sobre
a elipticidade residual da estrutura de a-hélice da ASB, sobretudo quando comparada a

elipticidade original da ASB livre da acdo da rutina metilada.

Outra consideracdo que pode ser feita a partir dos dados obtidos é a de que a
variagdo de temperatura ndo influenciou os valores obtidos de a-hélice, demonstrando

que essa reducdo ndo esta associada a um efeito térmico, dentro da faixa considerada,
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sobre a reducdo da elipticidade da estrutura de a-hélice presente na estrutura secundaria

da ASB.

Pode-se admitir que a reducgido do angulo de a-hélice da ASB se relaciona com o
aumento da energia de transicdo ocorrido no espectro de absor¢do (Figura 43). Isso
porque a mudanca conformacional ocorrida na estrutura secundaria da ASB, ou seja, a
perda da elipticidade original da ASB devido a presenca da rutina metilada, pode, por
consequéncia, se refletir na disposicdo espacial dos residuos de triptofano, os quais
estdo sujeitos a um aumento da energia relativa a transicdo eletrbnica ocorrida no

croméforo de 280 a 270nm.

3.2.3 Dados de Espectroscopia de Emisséo de Fluorescéncia no Estado
Estacionario

Os espectros de Fluorescéncia para ASB/Rutina metilada sdo apresentados
abaixo (Figura 47, 49 e 51). Ao observarmos o espectro de fluorescéncia da ASB em
presenca da rutina metilada, a diferentes temperaturas (296, 303 e 310K) verifica-se um
efeito de supressdo da intensidade de fluorescéncia intrinseca da ASB, a partir da adi¢édo
de aliquotas de uma solucdo da rutina metilada a solucdo de ASB em tampao fosfato.
Isto demonstra a existéncia de um mecanismo de desativacao dessa emissao advindo da

interacdo com a rutina metilada.

As tabelas 17, 18 e 19 apresentadas abaixo apresentam os valores de Fo/F da
ASB x [rutina-metilada] nas trés temperaturas de trabalho, sendo que esses valores
deram origem aos graficos 48, 50 e 52, os quais se referem a supressdo de fluorescéncia
da ASB em presenca de aliquotas de rutina metilada, para a obtencdo dos valores de

supressao da fluorescéncia da ASB segundo a equacdo de Stern-Volmer (equacéao 19).
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Figura 47- Espectro de Fluorescéncia para a ASB em presenca de concentracfes
variadas de rutina metilada, em T=296K.

Tabela 17- Dados de Fo/F da ASB ap6s adicao de diferentes concentragdes de rutina-
metilada em T=296K.

[Rutina metilada] FolF
3,2x 10°M 1,0
6,4 x 10°M 1,1
9,6 x 10°M 1,2
1,2 x 10°M 1,2
1,6 x 10°M 1,3
1,8 x 10°M 1,4
2,1x10°M 1,5
2,4x10°M 1,6
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Figura 48- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentracdes de
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Figura 49- Espectro de Fluorescéncia para a ASB apds a adicdo de diferentes
concentragdes de rutina metilada, a T=303K
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Tabela 18- Valores de Fo/F para ASB ap0s adicdo de diferentes concentracdes de
rutina-metilada em T=303K.

[Rutina metilada] Fo/F
3,2x 10°M 1,0
6,4 x 10°M 1,1
9,6 x 10°M 1,2
1,2 x 10°M 1,3
1,5 x 10°M 1,4
1,8 x 10°M 1,5
2,1x10°M 1,6
2,4x10°M 1,7

18- T=303K; y= 3,081368 . 10* x + 0,93273 R=0,93
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Figura 50- Grafico de Fo/F para a ASB ap6s a adicdo de diferentes concentracdes de
rutina metilada, T=303K
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Figura 51- Espectro de Fluorescéncia para a ASB apds a adicdo de diferentes

concentragdes de rutina metilada, a T=310K

Tabela 19- Valores de Fo/F para ASB ap06s adicao de diferentes concentracdes de
rutina- metilada em T=310K

[rutina metilada] FolF
32x10°M 1,0
6,4 x 10°M 1,1
9,6 x 10°M 1.2
1,2 x 10°M 1,3
1,5x 10°M 1.4
1,8 x 10°M 15
2,1x10°M 1,6
2.4 x10°M 1,7
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Figura 52- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentracdes de
rutina metilada, a T=310K

A partir das curvas obtidas, foram determinados os valores das constantes K, € Kkq

que foram determinadas empregando-se a equacdo 19, os quais estdo apresentados na

tabela 20, a seguir.

Tabela 20- Valores de T(K), Ksv e kq para o sistema ASB/rutina- metilada em diferentes

temperaturas.
Temperatura Constante de Stern- Constante de velocidade de
(K) Volmer (Ksy) supressdo da fluorescéncia
L.mol™ para ASB (kq)

L.mol™t.s?

296 2,9 x 10" 2,9 x 10"

303 3,0x 10° 3,0 x 10”

310 3,1x 10" 3,1x 10"
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A ordem de grandeza da constante de velocidade de supresséo da fluorescéncia da
ASB (kg) pela rutina metilada, nas temperaturas estudadas, quando comparada a
constante de velocidade de difusdo em meio aquoso (kgir = 5 x 10° L/mol.s), nos leva a
conclusdo de que o processo de supressdo ASB/rutina metilada é estatico, uma vez que
a constante de velocidade de supressdo da fluorescéncia (kq) € superior em 3 ordens de
grandeza a constante de velocidade de difusdo. Alem disto, kg € independe da variagdo

de temperatura utilizada, confirmando um processo de supressdo estéatico.

A constante de supressdo efetiva para os fluor6foros acessiveis, ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada (K,), foi obtida por meio dos graficos de Stern-
Volmer modificados, onde se empregou a equagdo 20. A tabela abaixo (Tabela 21)
mostra os dados para Fo/Fo-F da ASB x 1/[rutina metilada] nas temperaturas de 296, 303
e 310K obtidas dos experimentos de supressdo do sistema ASB/rutina-metilada e,
com base nos valores apresentados nesta tabela, foram construidos os gréaficos

mostrados nas Figuras 53, 54 e 55.

Tabela 21- Valores para Fo/Fo-F da ASB x 1/[rutina-metilada] em diferentes

temperaturas.
1/[ASB+rutina metilada] Fo/Fo-F

296 303 310
39x10°M? 2,3 2,3 2,3
45x 10°*M™ 2,6 2,6 2,6
5,2 x 10°*M™ 3,0 3,0 2,9
6,2 x 10°M™ 3,6 3,5 3,3
7,8x 10°*M™ 43 4,2 4,1
1,0x 10°M* 5,6 5,6 5,3
15x10°Mm? 8,3 8,2 7,9
3,0x 10°M™ 16,6 15,9 15,4

T=296K
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Gréfico de Fo/Fo-F da ASB x 1/[rutina metilada], a T=296K.
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Figura 54-Grafico de Fo/Fo-F da ASB x 1/[rutina metilada], a T=303K

T=310K
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Figura 55-Grafico de Fo/Fo-F da ASB x 1/[rutina metilada], a T=310K.

Utilizando-se a equacdo de Van’t Hoff (equacdo 21) e baseado nos valores de

K, obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificados, foi construida a tabela 22.

Empregando-se os valores nela contidos, foi tracado o grafico mostrado na Figura 56, a

partir do qual foram obtidos os dados de AS° e AH? para o sistema em estudo (Tabela

23). Conhecidos estes valores e empregando-se a equacéo 22 o valor de AG® pdde ser

calculado (Tabela 23).

Tabela 22- Valores de 1/T x In Ka para o sistema ASB/rutina-metilada.

Ka UT (KH In Ka
T(K)
296 4,49 x10° 3,37 x 107 8,41
303 5,43 x 107 3,30 x 107 8,60
310 6,53 x 10° 3.22x 107 8,79
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Figura 56- Grafico de In Ka x 1/T para ASB/rutina metilada

Tabela 23- Valores de T(K), AG®, AS® e AH para o sistema ASB/Rutina- metilada.

pH T(K) AG? AS° AH?
74 | 296 -20,6 Kj

74 303 -216Kj | 0,14KJ 20,8KJ
74 310 -22,6Kj

Com isso, foi possivel estabelecer o tipo de interacdo predominante que esta
presente na formacdo do par ASB/rutina metilada. O valor para a constante universal
dos gases utilizada foi: R= 8,31 J.mol/K. Os valores de AG’< 0 indicam uma
espontaneidade na interacdo entre ASB e a Rutina metilada, com os valores de AH*>0 e
AS®>0 indicando interagbes predominantemente hidrofébicas.

A constante de supresséo efetiva e 0 nimero de sitios de ligagdo ao sistema foram
determinados a partir dos valores de log[Fo-F/F)] x log[rutina metilada] (equagéo 23) e

vao mostrados na tabela 24, a partir da qual foram tracados os graficos respectivos de
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log (Fo-F/F) x log [rutina metilada] nas temperaturas de 296, 303 e 310K (Figuras 57-
59), os quais permitiram a determinagdo dos valores de “Ky” e “n” para o sistema
ASB/rutina metilada a diferentes temperaturas (Tabela 25).

Tabela 24—Valores de log(Fo-F/F) da ASB x log[rutina metilada] nas temperaturas de
296, 303 e 310K.

Log[Rutina Metilada] Log(Fo-F/F)
296K 303K 310K
-5,4 -1,1 -11 -1,1
-5,1 -0,8 -0,8 -0,8
-5,0 -0,6 -0,6 -0,6
-4,8 -0,5 -0,5 -0,5
-4,8 -0,4 -0,4 -0,3
-4.7 -0,3 -0,3 -0,2
-4,6 -0,2 -0,2 -0,2
-4,6 -0,1 -0,1 -0,1
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Figura 57- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[rutina metilada], a T=296K
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Figura 58- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[rutina metilada], a T=303K
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Figura 59- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[rutina metilada], T=310K.

Tabela 25- Dados de Ky e n para o sistema ASB/rutina metilada nas temperaturas de
296, 303 e 310K.

Temperatura (K) Constante de ligacéo efetiva Sitio de ligacédo
(Kp) (L.mol™) (n)
296 1,6 x 10° 11
303 1,7x10° 1,1
310 1,8x10° 1,1

Os valores determinados para K, e n mostram claramente que ndo ha
contribuicdo da temperatura sobre o comportamento da constante de velocidade de
ligagéo efetiva, tendo em vista que a grandeza dos valores encontrados esta na ordem de
10° nas diferentes temperaturas de 296, 303 e 310K. Quanto ao nimero de sitios de
ligacdo, os valores obtidos demonstram haver um Gnico sitio de interagdo (n=1) no par

ASB/rutina metilada, de maneira similar ao sistema ASB/rutina.
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Os espectros de emissdo de Fluorescéncia da ASB e de absor¢do para a rutina
metilada estdo apresentados nas Figuras 60.1, 60.2 e 60.3. A partir da sobreposicao
entre estes espectros e utilizando os mesmos parametros na ntegral de sobreposicao(J)
utilizados para a determinacéo do raio de Forster no sistema ASB/rutina foi determinada
a influéncia ou ndo de um processo de transferéncia de energia tipo Forster (FRET) no

sistema ASB/rutina metilada.
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T=310K
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Figuras 60.1, 60.2 e 60.3 - Sobreposicao dos espectros de emissao de Fluorescéncia para
ASB [1,00 x10°M] e de Absorcéo para rutina metilada [1,00 x10°M], nas temperaturas
de 296, 303 e 310K.

A partir da sobreposigédo dos espectros de emisséo de fluorescéncia para ASB e de
absorcéo para rutina metilada. Empregando-se a equacdo da integral de sobreposigédo
(equacdo 24) foi determinado o fator “J”, e utilizando-se as equacgdes 25-27 foram
calculados “Ry”, “r®”, “R” e “r”, mostrados na Tabela 26, com esses dados sendo
obtidos observando-se a relacéo de: A em cm:; e as seguintes constantes para a ASB: K2

= 2/3, N=1,336 e $=0,15. [Epps et al. (1998) e Yue et al. (2008)].
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Tabela 26- Valores de J, Ro® r® R e r para o sistema ASB/rutina- metilada nas

temperaturas de 296, 303 e 310K.

T(K) J Ro® E r° Ro(cm) r(cm)

296 8,39.10™ | 9,87.10" | 0,17831 | 4,55.10% | 3,15.10" | 4,07.10"
303 8,26.10" | 9,71.10™ | 0,17962 | 4,44.10% | 3,14.10" | 4,05.10"
310 8,18.10" | 9,62.10™ | 0,19523 | 3,97.10% | 3,14.10" | 3,97.10”

A partir dos dados mostrados na tabela 26, duas importantes consideracfes
devem ser feitas sobre a existéncia ou ndo de um mecanismo tipo “FRET” no processo
de supressdo de ASB pela rutina metilada. A primeira consideracdo € a de que dentro da
variacdo de temperatura de trabalho, ndo houve contribui¢do da temperatura sobre um
possivel processo de transferéncia de energia por ressonancia fluorescente. Por outro
lado, os dados da tabela 26 indicam que a distancia efetiva entre ASB e rutina metilada
“r” foi igual a 4,0 nm nas trés temperaturas, enquanto em relacdo ao raio de Forster “R”
encontrou-se um valor de 3,12nm. Sendo assim, os valores superiores de “r” em relagdo
a “R” indicam que a ndo existéncia de um efeito de “FRET” no fendmeno de supressdo

fluorescente no sistema ASB/rutina metilada tem pouca probabilidade de ocorréncia.

Em concluséo, as determinacdes feitas a partir dos espectros de fluorescéncia do
sistema ASB/rutina e ASB/rutina metilada, mostraram os seguintes resultados nas trés
temperaturas: em ambos 0s sistemas a supressdo foi de natureza estatica. ASB/rutina:

ke=8,4x 10™%; 9,0 x 10™%; 1,0 x 10* L.mol™s™*; ASB/rutina metilada: k, =2,9 x 10%, 3,0
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x 10%, 3,1x10% L.mol™s™. As interacdes foram predominantemente hidrofébicas:
ASB/rutina: AG°= -26,09; -27,7 e -26,0 KJ; AS°= 0,1KJ; AH°=9,7KJ e ASB/rutina
metilada: AG°= -20,6; -21,6 e -22,6 KJ; AS°= 0,14KJ; AH°=20,8KJ, apresentando
somente um sitio de ligacdo, ou seja para ASB/rutina: n=1 e para ASB/rutina metilada:
n=1. Ha probabilidade de ocorréncia de efeito FRET nas temperaturas de 303 e 310K no
sistema ASB/rutina, porém, na temperatura de 296K ndo héa indicacdo de que para o
sistema ASB/rutina metilada a transferéncia de energia por ressonancia fluorescente
deva ocorrer. Os resultados obtidos foram: sistema ASB/rutina- R,=3,37 X 107 cme r=
3,43 x 107 cm em T=296K; Ro= 3,41 x 107 cm e r= 3,43 x 10cm em T=303K; Ro=
3,51 x 107 cm e r=3,38 x 10”cm em T=310K. Sistema ASB/rutina metilada: R,=3,15 X
107 cme r= 4,07 x 107 cm em T=296K; R,= 3,14 x 107 cm e r= 4,05 x 10”'cm em

T=303K; Ro,= 3,14 x 10" cm e r=3,97 x 10 'cm em T=310K.

3.3 ASB x p-lapachona
3.3.1 Dados de Absorc¢éao

B-Lapachona, em solucéo etanolica, apresenta absor¢fes maximas no seu espectro
de absorcéo na regido do UV-vis, com bandas a 213(intensa), 257(intensa), 340(fraca) e

440 nm (fraca), como mostrado na Figura 61.

Por outro lado, como ja mostrado anteriormente, o espectro de absorcéo para
ASB em solucdo tampao de fosfato (pH=7,4) demonstra a presenca de trés bandas de
absorcdo com comprimentos de onda maximos a 230, 250 e 280nm, sendo que a banda
de interesse para 0 nosso estudo corresponde & de absorcdo méxima em 280nm,
referente ao residuo do aminodcido triptofano. A adicéo de aliquotas da solucdo estoque
de B-lapachona de concentracdo igual a 1,00 x 10°M resultou em um aumento na
absorbancia deste cromoforo da ASB (efeito hipercrdmico) devido a presenca de

interacdes do tipo ASB/B-lapachona na amostra. Nesse caso, na medida em que houve
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um aumento da concentragdo da B-lapachona no meio, foi observado um aumento da

probabilidade de transicéo para o residuo de triptofano da ASB (Figura 62).

1,0 257nm
0,84

06 213nm

absorbancia(u.a)

0,4

0,2 4

0,0

T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
comprimento de onda(nm)

Figura 61- Espectro de absorcdo no UV-Vis para -lapachona, em etanol, a T=298K
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Figura 62- Espectro de Absorcdo no UV-Vis para ASB, em solucao de tampao fosfato,
em presenca de concentragdes variaveis de pB-lapachona, a T=296K
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Observa-se que no sistema ASB/B-lapachona, diferentemente dos sistemas
ASB/rutina e ASB/rutina metilada, ndo se observa um efeito de reducdo do
comprimentode maxima absorcdo, para a transicdo a 280nm, demonstrando que a
energia da transicdo eletrdnica do residuo triptofano ndo foi alterada pelas interacdes
ASB/ B-lapachona. Deve-se ressaltar que no espectro de absorcdo ASB/B-lapachona ha
a presenca de bandas de absor¢do com maximos em 250nm e 340 nm resultantes da

adicéo da p-lapachona no meio.

3.3.2 Dados de Dicroismo circular

Os espectros de Dicroismo Circular para o sistema ASB/B-lapachona, nas
temperaturas de 296, 303 e 310K, estdo mostrados nas Figuras 63-65. Ao observarmos
a variacdo ocorrida em torno de 208 e 222nm no espectro de Dicroismo Circular para
este sistema, vé-se que as modificacbes na conformacdo planar da estrutura secundaria

da ASB por adi¢édo de aliquotas de B-lapachona foram acentuadas (Tabela 27).
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Figura 63- Espectro de Dicroismo Circular para ASB em presenga de concentracdes
variadas de B-lapachona, a T=296K.
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Figura 64- Espectro de Dicroismo Circular para ASB em presenca de concentracdes

variadas de B-lapachona, a T=303K.
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Figura 65- Espectro de Dicroismo Circular para ASB em presenca de concentragdes

variadas de B-lapachona, a T=310K.
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Tabela 27- Valores de a-hélice da ASB em presenca de diferentes concentragdes de f3-

lapachona nas temperaturas de 296, 303 e 310K.

T=296K T=303K T=310K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice

208nm 222nm 208nm 222nm | 208nm 222nm
56,27977 54,37844 | 55,29565 54,05521 55,23877 53,36225
55,57294 54,34668 | 53,67164 54,00814 | 54,55978 53,0430
54,50942 54,04897 | 53,43287 53,18590 | 54,45906 52,72884
53,66690 53,29761 | 53,33156 52,61769 | 52,32255 52,13909
53,48975 52,59898 | 51,22349 52,08068 | 48,37125 51,77447

A partir da tabela 27, observa-se uma reducdo do angulo-o da estrutura em a-
hélice presente na ASB em fun¢do do aumento da concentragdo de B-lapachona nas trés
diferentes temperaturas. Essas mudancas ocorridas nos valores do angulo-a indicam
alteracdes na conformacéo da estrutura secundaria advindas de interacGes entre a ASB e
B-lapachona. Essa reducdo do angulo-o. é acompanhado por uma reducéo da elipticidade

residual da estrutura em o-hélice da ASB.

Outra consideragdo que pode ser feita a partir destes dados é a de que a variagdo
de temperatura nao influenciou pronunciadamente os valores de a-hélice, demonstrando
que o efeito da temperatura ndo é um fator determinante nessa variagdo. No entanto,
com o aumento da concentragdo de B-lapachona é acompanhado por uma significativa
redugdo da elipticidade da estrutura em a-hélice da ASB. Logo, o fator determinante na
variacdo da a-hélice da ASB ¢é o aumento da concentracdo do ligante -lapachona e néo

a temperatura, sobretudo a 208nm. Neste caso, considerando a varia¢do da concentragdo
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de B-lapachona (de 0 a 3,2x10™ M), observou-se uma mudanca sucessiva no valor de o-

hélice da ordem de 3°(296K), 4° (303K) e 7° (310K) (Tabela 27).

3.3.3 Dados de Espectroscopia de Emissdo de Fluorescéncia no Estado

Estacionario

Os espectros de fluorescéncia para o sistema ASB/B-lapachona como uma
funcdo da adicdo de aliquotas de B-lapachona de concentragdo 1,0 x 10°® mol.L™?, nas
trés diferentes temperaturas: 296, 303 e 310K, estdo apresentados nas Figuras 66, 68 e
70. A partir dos espectros apresentados nesta figuras foram construidas as tabelas 28, 29
e 30 e os graficos relativos as intensidades de emissdo e a sua correlagdo com o
comportamento fluorescente da macromolécula em funcdo da presenca do supressor (B-
lapachona) (Figuras 67, 69 e 71). A partir destas figuras foram obtidos os valores das

constantes Ksy e kq nas diferentes temperaturas (Tabela 31).

Uma primeira determinacgdo sobre o sistema ASB/B-lapachona visou determinar o
tipo de processo envolvido da interacdo, ou seja, se ele é dindmico ou estatico. Para
isso, aplicando-se a equacdo de Stern-Volmer (Equacdo 19), foi observado o
comportamento da constante de Stern-Volmer (Kg,) nas temperaturas de 296, 303 e

310K.
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T=296K
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Figura 66- Espectros de Fluorescéncia para a ASB apds a adi¢do de diferentes
concentragdes de B-lapachona, a T=296K.

Tabela 28- Valores de Fo/F para ASB ap0s adicdo de diferentes concentragdes de [3-
lapachona em T=296K

[B-lapachona] Fo/F
3,3x 10°M 1,09
6,6 x 10°M 1,20
9,9 x 10°M 1,32
1,3x 10°M 1,45
1,6 x 10°M 1,59
1,9 x 10°M 1,76
2,3x10°M 1,01
2,6 X 10°M 2,10
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Figura 68 - Espectro de Fluorescéncia para a ASB apo0s a adicédo de diferentes

concentragdes de B-lapachona, a T=303K
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Tabela 29- Valores de Fo/F para a ASB apds adicao de diferentes concentragdes de f-
lapachona em T=303K.

[B-lapachona] FolF
3,3x 10°M 1,10
6,6 x 10°M 1,20
9,9 x 10°M 1,33
1,3x 10°M 1,46
1,6 x 10°M 1,59
1,9 x 10°M 1,75
2,3x10°M 1,01
2,6 x 10°M 2,07

2,2

2,0 1

1,8 1

1,6 1
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1,2 4

1,0

y=42821,03316x + 0,92657 R=0,99
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1
0,000025  0,000030

Figura 69- Gréfico de Fo/F para a ASB ap0s a adi¢do de diferentes concentragdes de B-
lapachona, a T=303K
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T=310K
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Figura 70- Espectros de Fluorescéncia para a ASB ap06s a adicdo de diferentes
concentragdes de B-lapachona, a T=310K.

Tabela 30- Dados de Fo/F para ASB apds adicdo de diferentes concentragdes de f3-
lapachona em T=310K.

[B-lapachona] FolF
3,3x 10°M 1,11
6,6 x 10°M 1,22
9,9 x 10°M 1,36
1,3x 10°M 1,50
1,6 x 10°M 1,64
1,9 x 10°M 1,80
2,3x10°M 1,98
2,6 x 10°M 2,15
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Figura 71- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentragdes de -
lapachona, a T=310K

A partir dos graficos mostrados nas Figuras 67, 69 e 71, e empregando-se a
equacgdo 19, foram determinados os valores das constantes Ky, e kq que véo mostradas

na tabela 31.

Tabela 31- Valores de T(K), K, e kq para o sistema ASB/B-lapachona em diferentes

temperaturas.
Temperatura Constante de Constante de velocidade de
(K) Stern-Volmer (Ks,) | supressdo da fluorescéncia da ASB
Kq).
L.mol™ (ko
L.mol?.s™
296 4,4 x 10 4,4 x 10"
303 4,3 x 10 4,3 x 10"
310 4,6 x 10° 4,6 x 10™
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A ordem de grandeza da constante de velocidade de supressdo da fluorescéncia
da ASB (ky) nas temperaturas estudadas, quando comparada a constante de velocidade
de difusdo em meio aquoso (kgir = 5 x 10° L.mol™.s™), nos leva a concluir que o
processo de supressdo ASB/B-lapachona é estatico, uma vez que a constante de
velocidade de supresséo da fluorescéncia (kg € 10° superior a kgir. Além disto, pode-se
afirmar, a partir dos dados da tabela 31, que k; € independente da variacéo de

temperatura utilizada.

A constante de supressao efetiva para os fluoroforos acessiveis ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada (K,), nas temperaturas de 296, 303 e 310K, foi
obtida por meio dos gréficos de Stern-Volmer modificados, empregando-se a equacgéo
20. A tabela 32 apresenta os dados obtidos para Fo/Fo-F no sistema ASB x 1/[p-
lapachona] nas temperaturas de 296, 303 e 310K e, com base nestes valores, foram

construidos os graficos mostrados nas Figuras 72, 73 e 74.

Tabela 32- Valores de Fo/Fo-F para ASB x 1/[B-lapachona] em diferentes temperaturas.

1/[ASB+ B-lapachona] Fo/Fo-F

296 303 310
39x10°M* 1,8 1,8 1,8
43 x10°'M* 2.1 2.1 2,0
51x10°M* 2.3 2.3 22
6,1 x 10*°M* 2.6 2.6 25
7.6 x 10*°M* 32 32 3,0
1,0 x 10°M™* 4,0 3,9 3,8
1,5x 10°M™* 57 56 5,3
3,0x10°M* 11,0 10,6 9,8
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Figura 72- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[B-lapachona], a T=296K.
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Figura 73- Gréfico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[B-lapachona], a T=303K.
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Figura 74- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[B-lapachona], T=310K.

Com base nos valores de Ka obtidos dos graficos de Stern-Volmer modificados
apresentados nas Figuras 72 a 74, pode-se construir a tabela 33. Em func¢éo dos valores

mostrados nesta tabela foi obtido o grafico mostrado na Figura 75.

Tabela 33- Valores de 1/T x In Ka para o sistema ASB/B-lapachona em diferentes

temperaturas.
T(K) Ka uT In K,
296 1,58 x 10 3,37x10° 9,67
303 1,95 x 10 3,30 x 107 9,88
310 2,29 x 10° 3.22x10° 10,04
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Figura 75- Gréfico de In Ka x 1/T para ASB/B-lapachona.
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Utilizando a equacdo de Vant’Hoff (equagdo 21), a partir da Figura 75 foram

obtidos os valores de AS° ¢ AH® (Tabela 34), assim como o de AG® (equacio 22), os

quais podem indicar o tipo de interacdo predominante que esta presente na formacéo do

par ASB/B-lapachona. Neste caso, o valor utilizado para a constante universal dos gases

foi de R= 8,31 J.mol/K.

Tabela 34- Valores de T(K), AG®, AS® e AH° para 0 sistema ASB/p-lapachona.

pH T(K) AG’° AS° AH?
74 | 296 -23,8K]

74 303 -24,8K] 0,15Kj | 20,5K]
7.4 310 -25,9Kj

Os valores de AGY< 0 indicam uma espontaneidade para a interacédo entre ASB e

B-lapachona, com

0s valores

predominantemente hidrofobicas.

de AH®>0

e AS%>0

indicando

interacdes
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A seguir, esta apresentada a tabela 35 com os valores de log[B-lapachona] x log

(Fo-F/F) nas trés temperaturas estudadas, 0s quais permitiram obter os graficos

mostrados nas Figuras 76-78. Para isso, foi utilizada a equacdo 23, que permite a

obtencdo do numero de sitios de ligacdo entre a macromolécula e o ligante, além da

constante de ligacéo efetiva.

Tabela 35 —Valores de log(Fo-F/F) para ASB x log[B-lapachona] nas temperaturas de
296, 303 e 310K.

Log[ B-lapachona] Log(Fo-F/F)

296K 303K 310K
-5,47 -1,00 -0,97 -0,95
-5,17 -0,68 -0,66 -0,63
-5,00 -0,48 -0,46 -0,44
-4,88 -0,33 -0,33 -0,30
-4,78 -0,22 -0,21 -0,18
-4,70 -0,11 -0,11 -0,09
-4,63 -0,04 -0,04 -0,01
-4,58 0,04 0,03 0,06
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T=296K
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Figura 76 - Gréafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[B-lapachona], a T=296K

T=303K
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Figura 77- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[B-lapachona], a T=303K
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T=310K
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Figura 78- Gréafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[B-lapachona], a T=310K

A partir das Figuras 76 a 78 foram determinados os valores de “Ky” € “n” nas

temperaturas de 296, 303 e 310K, os quais vdo mostrados na Tabela 36.

Tabela 36- Dados de Ky e n para o sistema ASB/B-lapachona nas temperaturas de 296,

303 e 310K.
Temperatura (K) Constante de ligacéo efetiva Sitio de ligacédo
(Kb) 0
296 2,3x10° 11
303 1,6 x 10° 11
310 1,7x10° 11

Os valores determinados para K, e n mostra que ndo ha contribuicdo da
temperatura sobre o comportamento da constante de velocidade de ligacdo efetiva,
tendo em vista que a magnitude dos valores encontrados estd na ordem de 10° nas

diferentes temperaturas utilizadas, demonstrando a ndo variagdo da mesma. Este
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comportamento ja tinha sido observado quando da determinacdo da constante de
velocidade de supressédo kq. Quanto ao numero de sitios de ligagéo, os valores obtidos
demonstram haver um Unico sitio de interacdo (n=1) entre a ASB e a B-lapachona. Um
aspecto interessante a ser considerado é que, mesmo a ASB tendo dois residuos de
triptofano [Peters 1985] na sua estrutura secundaria, ha a indicacdo de um unico ponto

de interacdo a partir dos dados obtidos para o sistema em estudo.

A sobreposicao dos espectros de emisséo da fluorescéncia para ASB e de absorc¢ao
eletrbnica para B-lapachona, nas temperaturas de 296, 303 e 310K, vao apresentados
abaixo (Figura 79.1, 79.2 e 79.3), a partir das quais alguns parametros puderam ser
obtidos, os quais foram utilizados para a determinagéo do raio de Forster para o sistema

ASB/B-lapachona.

T=296K
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T=303K
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Figura 79.1, 79.2 e 79.3- Sobreposicao entre os espectros emissao de Fluorescéncia para
[ASB]=1,00 x10°M e de Absorcéo para [B-lapachona]=1,00 x10°M nas temperaturas
de 296, 303 e 310K.
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A partir da sobreposicdo dos espectros, e ao aplicarmos a equacdo da integral de
sobreposicdo (equacdo 24), foi determinado o fator “J”, enquanto que na obtencdo de
“Ro™, “t®, “R” e “r” empregou-se as equacgdes 25-27 (A em cm, e 0S seguintes
parametros para a ASB: K? = 2/3, N=1,336 e ¢=0,15) [Epps et al. (1998) e Yue et al.
(2008)], os quais vdo mostrados na Tabela 37.

Tabela 37- Valores de J, R, r°, R e r para o sistema ASB/f-lapachona nas
temperaturas de 296, 303 e 310K.

T J R¢° E R® Ro(cm) r(cm)

206K | 3,06.10" | 3,06.10%° | 0,26147 | 1,02.10°%° | 2,66.107 | 3,17.10°

303K [3,15.10 | 3,71.10% | 0,251485 | 1,10.10°° | 2,68.107 | 3,21.10°

310K | 3,16.107 | 3,72.10%° | 0,249948 | 1,12.10%° | 2,68.107 | 3,22.10°

A primeira consideracdo é a de que dentro da variacdo de temperatura empregada,
ou seja, 296, 303 e 310K, ndo houve contribuicdo da temperatura sobre um possivel
processo de “FRET”. A segunda consideragdo que podemos ter a partir da tabela 37 é de
que a distancia efetiva entre ASB e B-lapachona “r,”foi igual a 3,2 nm nas trés
temperaturas, enquanto em relagcdo ao raio de Foster “R0” teve valor de 2,6nm. Sendo
assim, os valores superiores de “r” em relagdo a “R”, indicam que a existéncia de efeito
de “FRET” no fenomeno de supressao fluorescente no sistema ASB/B-lapachona tem

pouca probabilidade de ocorréncia.

3.4 ASB x 3-Acido p-lapachona-sulfonico

3.4.1 Dados de Absorcao
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Similarmente ao sistema ASB/B-lapachona, o espectro de absorcdo para
ASB em solucdo tamp&o de fosfato, apds sucessivas adigdes de aliquotas do3-Acido B-
lapachona-sulfénico demonstra a presenca de trés bandas de absor¢cdo com
comprimentos de onda maximos de 230, 250 e 280nm. Observa-se, em todo o espectro,
um aumento da absorbancia em funcdo do aumento da concentracdo do3-Acido pB-
lapachona-sulfénico (Figura 80). As bandas de absorcao a 230 e 280nm séo relativas a
ASB, sobre as quais se observa claramente um efeito hipercromico apds a adicdo de
aliquotas do3-Acido B-lapachona-sulfénico. Este efeito pode estar associado a um
aumento das interacbes do tipo ASB/acido B-lapachona-3-sulfénico, as quais devem
favorecer a probabilidade da transicdo do cromdforo, sobretudo a 280nm. A nova
absorcéo, observada a 250nm, ausente no espectro da ASB livre, se apresenta na medida
em que sdo adicionadas aliquotas de3-Acido p-lapachona-sulfénico, e deve ser devida
a03-Acido pB-lapachona-sulfénico, que apresenta absorcdes na regido do UV-visivel

com méaximos a 213, 257, 290, 340 e 440 nm, com diferentes intensidades (Figura 81)

—— [ASB]= 1,00 X 10°M
230nm —— [3- acido sulfénico p-lapachona]= 6,6 x 10° M
‘ [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,3 x 10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x 10°M
[3-acido sulfénicop-lapachonal= 2,6 x 10°M

— [3-acido sulfénico p-lapachona]= 3,3 x 10™*M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x 10™*M

—— [3-acido sulfénico p-lapachona]=4,6 x 10™M

—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 5,3 x 10™M

3,5 1

3,0 1

2,5 1

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T
200 300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)
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Figura 80- Espectro de Absorcdo para ASB em presenca de concentragdes variadas do3-
Acido B-lapachona-sulfénico, a T=296K

0,6
257nm
0,5

044213nm

0,3 1

abdorbancia(u.a)

0,2 4

0,14

0,0

T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
comprimento de onda(nm)

Figura 81- Espectro de absor¢édo para o acido p-lapachona 3-sulfonico, em EtOH, a
T=298K

E interessante se notar que para o efeito observado sobre o espectro de absorcéo
de ASB foram empregadas aliquotas de maior concentracio para 03-Acido p-
lapachona-sulfénico, quando comparadas aquelas para B-lapachona, o que nos leva a
concluir que as interagdes entre ASB e3-Acido p-lapachona-sulfénico devem ser menos
efetivas, no sentido da reducdo da probabilidade de transicdo do cromoforo a 280nm,
esta diferenca de comportamento pode estar associada a acidez do grupo —SOzH no3-

Acido B-lapachona-sulfénico.
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3.4.2 Dados de Dicroismo Circular

Os espectros de Dicroismo Circular para o sistema ASB/acido B-lapachona-3-
sulfénico vdo mostrados nas Figuras 82, 83 e 84. A variagdo ocorrida nos espectros em
torno de 208 e 222nm indica a existéncia de modificacdo na conformacdo planar da

estrutura secundaria da ASB, conforme mostrado na Tabela 38.

T=296K

—— [BSAJ=1,0 X 10°M

20 4 —— [3-acido sulfénico B-lapachonal= 4,0 x 10°M
[3-acido sulfénico p-lapachona]= 8,0 x 10°M
20 4 —— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,6 x 10™*M
1 [3-acido sulfénico p-lapachona]= 3,2 x 10™M
04 e
3 ya
S 204 )
E /
o -40
g 4
ke -60 - |
0 1 ‘
B 80 \
2 |
L 100 4 !
1 R
-120 222nm
208nm
-140

T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 82- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB em presenca de concentracfes
variadas de3-Acido B-lapachona-sulfonico, a T=296K

T=303K
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Elipcticidade (mdeg)

—— [BSA]=1,0 x 10°M
—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,0 x 10°M
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Figura 83- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB em presenca de concentracfes
variadas de3-Acido p-lapachona-sulfénico, a T=303K
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Figura 84- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB em presenca de concentragdes
variadas de3-Acido B-lapachona-sulfonico, a T=310K
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Tabela 38- Valores de a-hélice da ASB em presenca de diferentes concentracdes do3-

Acido B-lapachona-sulfonico nas temperaturas de 296, 303 e 310K.

T=296K T=303K T=310K
% oa-helice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm | 208nm 222nm
57,63301 55,32714 | 55,41059 54,72208 | 54,88328 53,29988
56,32836 55,00958 | 55,20500 54,05294 | 54,29494 53,00103
54,40396 54,50773 | 54,44780 53,55390 | 52,92689 52,69085
53,81680 54,06258 | 52,26152 53,13429 | 52,90793 52,59671
53,50930 53,40535 | 50,75187 52,03475 | 51,66963 51,79998

A tabela 38 mostra a existéncia de uma reducdo do angulo-a da estrutura em a-
hélice presente na ASB em funcdo do aumento da concentracio do3-Acido P-
lapachona-sulfénico nas trés diferentes temperaturas (Equacdo 13). Essas mudancas
ocorridas nos valores do angulo-a indicam alteragdes na conformacdo da estrutura
secundaria advindas de interagdes entre a ASB e 03-Acido p-lapachona-sulfnico. Essa
reducdo do angulo-o é acompanhado por um efeito redutor da elipticidade residual da

estrutura em a-hélice da ASB.

Outra consideracdo que pode ser feita a partir dos dados obtidos é a de que a
variagdo de temperatura ndo influenciou pronunciadamente os valores de o-hélice,
demonstrando que a variacdo da temperatura ndo é um fator determinante sobre esses
valores. No entanto, para cada temperatura, 0 aumento da concentracdo de3-Acido p-
lapachona-sulfénico é acompanhado por uma reducao significativa da elipticidade da
estrutura em a-hélice da ASB, sobretudo em 208nm. O fator determinante na variacdo

da o-hélice da ASB ¢ devido ao aumento de concentragio do3-Acido B-lapachona-
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sulfénico e ndo do fator temperatura. Neste caso, considerando a variacdo da
concentracdo de3-Acido B-lapachona-sulfonico (de 0 a 3,2x10* M) observou-se uma
mudanca sucessiva no valor de a-hélice da ordem de 4° (296K), 5° (303K) e 3" (310K)

(Tabela 38).

O fator temperatura, da mesma forma que nos sistemas ASB/rutina e ASB/rutina
metilada, ndo € o principal fator responsavel pelas modificacdes ocorridas na estrutura
secundaria da ASB a partir da adi¢do de aliquotas B-lapachona e3-Acido B-lapachona-
sulfénico. As modifica¢cdes ocorridas em relagdo a estrutura em a-hélice estdo
associadas ao aumento da concentracdo do ligante, considerando a faixa de
concentracdo entre 33 a 44 uM nas trés temperaturas estudadas. Outra concluséo € a de
que as modificacBes ocorridas nos comprimentos de onda de absor¢do méxima relativa
a transicdo do cromoforo, isto é 208 e 222nm, responderam com uma menor variagdo do
valor de a-hélice em relacdo ao ocorrido nos sistemas ASB/rutina e ASB/rutina
metilada. Percebe-se também que a transi¢cdo ocorrida em 208nm ndo foi fortemente
influenciada com a adi¢ao das P-lapachonas, quando comparados com ligantes
rutinicos, o que de certo modo é indicativo de que as interacfes ASB/B-lapachonas sdo
menores que as dos sistemas ASB/rutinas do ponto de vista da disposicdo planar da
estrutura em a-hélice da ASB em relacdo ao cromoforo triptofano, ao qual estdo
associadas essas bandas com méaximo da absorcdo de 208 e 228nm no espectro de

Dicroismo circular.
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3.4.3. Dados de Espectroscopia de Emissdo de Fluorescéncia no Estado

Estacionario

Os espectros de fluorescéncia e sua analise para o sistema ASB/acido -
lapachona-3-sulfonico estdo apresentados nas Figuras 85, 87 e 89, a trés diferentes
temperaturas: 296, 303 e 310K, respectivamente. A partir dos dados obtidos a partir dos
espectros apresentados nestas figuras foram construidas as tabelas 39, 40 e 41 e, a partir
da equacdo de Stern-Volmer (Equacdo 19), os respectivos graficos de Stern-Volmer

(Figuras 86, 88 e 90).

T=296K

—— [BSAJ=1,0x 10°M

2,0 — [3-acido sulfénico p-lapachonal= 6,6 x10°M
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345nm L

1,8 4 — [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x10°M

[3-acido sulfénico p-lapachonal= 2,6 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,3 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,6 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 5,3 x10°M
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Figura 85- Espectro de Fluorescéncia para ASB apds a adigdo de diferentes
concentragdes do3-Acido B-lapachona-sulfnico, a T=296K

Tabela 39- Valores de Fo/F para ASB ap0s adi¢édo de diferentes concentragdes do3-
Acido B-lapachona-sulfonico em T=296K
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[acido B- FolF
lapachona-3-
sulfonico]
6,6x 10°M 1,06
1,3x 10°M 1,13
1,9 x 10°M 1,20
2,6 x 10°M 1,28
3,3x 10°M 1,37
3,9x 10°M 1,45
4,6 x 10°M 1,54
5,3 x 10°M 1,63
1,7 5
1,6 - y=12925,70956x + 0,96559 R=0,99
1,5
1,4 4
3
LE 1,3

1,24

1,14

1,0 T T T T T T T T T T T l
0,00000 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006

[3-acido sulfénico p-lapachona])

Figura 86 - Gréafico de Fo/F para a ASB ap0s a adicao de diferentes concentracfes do3-
Acido B-lapachona-sulfonico, a T=296K

T=303K
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1,8 4 345nm [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,3 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 2,6 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,3 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,6 x10°M
—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 5,3 x10°M
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Figura 87 - Espectro de Fluorescéncia para a ASB ap0s a adicdo de diferentes
concentraces do3-Acido B-lapachona-sulfonico, a T=303K

Tabela 40- Valores de Fo/F para ASB ap0s adicao de diferentes concentracdes do3-
Acido p-lapachona-sulfénico em T=303K.

[acido B- FolF
lapachona-3-

sulfonico]

6,6x 10°M 1,06
1,3x 10°M 1,13
1,9 x 10°M 1,22
2,6 x 10°M 1,30
3,3x 10™°M 1,38
3,9x 10°M 1,47
4,6 x 10°M 1,57
5,3 x 10°M 1,67
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1,74 y=13698,95375x + 0,96134 R=0,99

1,6
1,5 1
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[3-acido sulfénico p-lapachonal)

Figura 88- Grafico de Fo/F para a ASB ap0s a adicdo de diferentes concentracdes do3-
Acido B-lapachona-sulfonico, a T=303K

T=310K
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Figura 89- Espectro de Fluorescéncia para a ASB apds a adicdo de diferentes
concentracdes do3-Acido p-lapachona-sulfénico, a T=310K.
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Tabela 41- Valores de Fo/F para ASB ap0s adi¢édo de diferentes concentragdes do3-
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Acido B-lapachona-sulfonico em T=303K

[acido B- FolF
lapachona-3-
sulfonico]
6,6x 10°M 1,07
1,3x 10°M 1,15
1,9 x 10°M 1,23
2,6 x 10°M 1,33
3,3x 10™*M 1,42
3,9x 10™*M 1,52
4,6 x 10™*M 1,63
5,3 x 10™*M 1,74

y=15212,62046x + 0,95215 R=0,99
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[3-acido sulfénico p-lapachona]

T
0,00004

Figura 90 — Gréfico de Fo/F da ASB ap0s a adicdo de diferentes concentracGes do3-

Acido B-lapachona-sulfonico, a T=310K

A partir dos graficos mostrados nas Figuras 86, 88 e 90 foram determinados 0s

valores para a constante de Stern-Volmer (Ksy) e para a constante de velocidade de

supresséo de fluorescéncia (kq), nas diferentes temperaturas empregadas, as quais vao

mostradas na tabela 42.
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Tabela 42- Valores de T(K), Ksv e kq para o sistema ASB/acido B-lapachona-3-

sulfénico em diferentes temperaturas.

Temperatura Constante de Stern- Constante de velocidade de
(K) Volmer (Kg) L.mol™ | supressdo da fluorescéncia da

ASB (kg) L.mol™.s™

296 1,29 x 10* 1,29 x 10*
303 1,36 x 10° 1,37 x 10%*
310 1,52 x 10* 1,52 x 10*

Considerando que o valor da constante de velocidade de supressdo da

12

fluorescéncia da ASB (kq = 10" L/mol.s) nas temperaturas estudadas é cerca de 3
ordens de grandeza superior & constante de velocidade de difusdo em meio aquoso (Kgit
= 5 x 10° L/mol.s), conclui-se que o processo de supressdo ASB/acido f-lapachona-3-
sulfonico é estatico. Além disto, os resultados mostrados na tabela 42 mostram
claramente que a variacdo de temperatura nao influenciou o valor de Ksy e, portanto, de

kq-

A constante de supressdo efetiva para os fluor6foros acessiveis, ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada (Kj), foi obtida por meio dos graficos de Stern-
Volmer modificados (Equacédo 20). A tabela 43 apresenta os dados obtidos para Fo/Fo-F
da ASB x 1/[acido B-lapachona-3-sulfonico] nas temperaturas de 296, 303 e 310K e,
com base nestes valores, foram construidos os graficos mostrados nas Figuras 91, 92 e

93.
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Tabela 43- Valores de Fo/Fo-F da ASB x 1/[acido -lapachona-3-sulfonico] em
diferentes temperaturas.

1/[ASB+3-Acido - Fo/Fo-F
lapachona-sulfonico]
296 303 310
1,91 x 10*M™ 2,52 2,51 2,29
2,23 x 10'M* 2,82 2,82 2,60
2,59 x 10°M* 3,17 3,17 2,95
3,08 x 10°M™ 3,70 3,70 3,34
3,83x 10'M* 4,53 4,31 3,95
5,08 x 10°M™ 5,84 5,49 5,19
7,60 x 10'M™* 8,17 7,87 7,43
1,51 x 10°M™* 15,94 15,03 13,88
T=296K
18 4
16 1 y=1,0195. 10™x + 0,53875 R=0,99

Fo/Fo-F

T T T T T T T T T T T T T T T T !
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000
1/[3-acido sulfénicop-lapachonal

Figura 91- Gréfico de Fo/Fo-F da ASB x 1/[acido B-lapachona-3-sulfénico], a T=296K.

T=303K
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y=9,53786. 10°x +0,61786 R=0,99

Fo/Fo-F

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000
1/[3-acido sulfénico B-lapachona)

Figura 92- Gréfico de Fo/Fo-F da ASB x 1/[acido B-lapachona-3-sulfonico], a T=303K.

T=310K

y=8,72804. 10°x +0,66132 R=0,99

Fo/Fo-F

T T T T T T T T
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000
1/[3-acido sulfénico B-lapachona]

Figura 93- Grafico de Fo/Fo-F da ASB x 1/[acido B-lapachona-3-sulfonico], a 310K,

Empregando-se os valores de Ka obtidos dos graficos de Stern-Volmer modificado

apresentados nas Figuras 91-93, e utilizando a equagdo de Vant’Hoff (equagéo 21) foi
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construida a tabela 44 a partir da qual obteve-se o grafico apresentado na Figura 94, o

qual permitiu a obtencdo dos parametros termodinamicos AS® e AH®, assim como AG®

(a partir da equacdo 22) para o sistema em estudo (Tabela 45). Com isso pode-se

estabelecer o tipo de interacdo predominante que esta presente na formacdo do par

ASB/acido B-lapachona-3-sulfonico.

Tabela 44- Valores de 1/T x In Ka do sistema ASB/acido p-lapachona-3-sulfénico.

T(K) K, UT In Ka
310 7,55 x 10° 3,22x10° 8,93
303 6,43 x 10° 3,30x10° 8,77
296 5,27 x 10° 3,37x10° 8,57
8,95 4
8,90 4
8,85 4
8,80 4
Q 8,75 )
5 8,70 4
8,65 <
8,60 —
8,55 —
0,0(;325 0,06330 0,06335

Figura 94- Gréfico de In Ka x 1/T para ASB/acido B-lapachona-3-sulfénico.

1/T(K)
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Tabela 45- Valores de T(K), AG®, AS® e AH° para o sistema ASB/acido p-lapachona-3-

sulfonico.
pH T(K) AG° AS? AH
7.4 206 -21,11KJ
7.4 303 -22,07KJ 19,65K;j
0,13KJ
7.4 310 -23,04KJ

Os valores de AG’< 0 indicam uma espontaneidade na interagdo entre ASB e3-

Acido p-lapachona-sulfénico, enquanto que valores de AH%>0 ¢ AS°>0 indicam

interagBes predominantemente hidrofobicas. Neste caso, a constante universal dos gases

utilizada foi R= 8,31 J.mol/K.

A constante de supressdo efetiva e o sitio de ligacdo do3-Acido B-lapachona-

sulfonico a ASB (Equacdo 23) nas temperaturas de 296, 303 e 310K, foram

determinados a partir dos graficos de log[Fo-F/F)] x log [acido B-lapachona-3-sulfonico]

(Tabela 46 e Figuras 95-97).
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Tabela 46 —Valores de log(Fo-F/F) da ASB x log[4acido B-lapachona-3-sulfonico] nas
temperaturas de 296, 303 e 310K.

Log[4acido B-lapachona- Log(Fo-F/F)
3-sulfonicol 206K 303K 310K
-5,47 -1,17 -1,14 -1,11
-5,17 -0,85 -0,83 -0,80
-5,00 -0,68 -0,65 -0,61
-4,88 -0,53 -0,51 -0,47
-4,78 -0,43 -0,40 -0,37
-4,70 -0,33 -0,31 -0,27
-4,63 -0,26 -0,23 -0,20
-4,58 -0,20 -0,17 -0,11
T=296K

y=1,10736 x + 4,54845 R=0,99
20,2 4

-0,4 1

-0,6

-0,8 4

log(Fo-F/F)

-1,0 4

-1,24

_1 Y4 T T T T T T T T T T 1
52 5,0 48 46 44 42

log[3-acido sulfénico p-lapachonal

Figura 95- Grafico de log(Fo-F)/F da ASB x log[4acido B-lapachona-3-sulfonico], a
T=296K
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0,0 4
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-0,4 1

-0,6 4

-0,8 4

log(Fo-F/F)

-1,0 4

41,2 4

14

T=303K

Y=1,10311x + 4,55152 R=0,99

5,2 -5,0 4,8 4,6 4.4 4,2

log[3-acido sulfénico p-lapachonal

Figura 96- Grafico de log(Fo-F)/F da ASB x log[4acido B-lapachona-3-sulfonico], a

0,0 4

-0,2 4

-0,4 1

-0,6

log(Fo-F/F)

-0,8 4

-1,0 4

-1,2

T=303K

T=310K

y=1,11076 x +4,62517 R=0,99

T T T T T T T
52 5,0 48 46 44 42

log[3-acido sulfénico p-lapachona]

Figura 97- Grafico de log(Fo-F)/F da ASB x log[4acido B-lapachona-3-sulfonico], a

T=310K
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A partir dos valores obtidos destes graficos, foram determinados os valores de

“Kp” ¢ “n” nas temperaturas de 296, 303 e 310K (Tabela 47).

Tabela 47 - Dados de Ky e n do sistema ASB/acido B-lapachona-3-sulfénico nas
temperaturas de 296, 303 e 310K.

Temperatura (K) Constante de ligacéo efetiva Sitio de ligacéo
(Kb) )
(L.mol™)
296 3,53 x 10 1,1
303 3,56 x 10 1,1
310 4,21 x 10 1,1

Os valores determinados para Ky € n permitem concluir que ndo ha contribuicdo
da temperatura sobre 0 comportamento da constante de velocidade de ligacdo efetiva, de
maneira similar ao observado para a constante de velocidade de supressdo de
fluorescéncia (kg). Quanto ao numero de sitios de ligagdo, os valores obtidos
demonstram haver um Gnico sitio interacdo (n=1) entre a ASB e 03-Acido p-lapachona-

sulfonico.

A sobreposicdo entre os espectros de emissdo da fluorescéncia para ASB e de
absorcéo eletrdnica para 03-Acido p-lapachona-sulfonico, nas temperaturas de 296, 303
e 310K (Figuras 98.1, 98.2 e 98.3), permitiu a obtencdo de diversos pardmetros que
foram utilizados na determinagéo do raio de FOrster para o sistema ASB/acido -

lapachona-3-sulfonico.
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Figuras 98.1, 98.2 e 98.3- Sobreposicao dos espectros de Fluorescéncia para ASB=[1,00
x10°M] e de absorcao para 03-Acido p-lapachona-sulfonico=[1,00 x10"°M], nas
temperaturas de 296, 303 e 310K.

A partir da sobreposi¢cdo dos espectros mostrada nas Figuras 98.1, 98.2 e 98.3 e
aplicando-se a equacdo da integral de sobreposicdo (Equacdo 24) foi determinado o
parametro “J”, ao passo que para o calculo de “R¢®”, “r®, “R” e “r” empregou-se as
equacdes 25-27 (. em cm e 0s sequintes fatores para ASB: K? = 2/3, N=1,336 e ¢=0,15)

[Epps et al. (1998) e Yue et al. (2008)]. Estes parametros vdo mostrados na Tabela 48.
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Tabela 48- Valores de J, Ro®, 1°, R e r para o sistema ASB/4cido B-lapachona-3-

sulfénico, nas temperaturas de 296, 303 e 310K.

T J R.° E R° Ro(cm) r(cm)
206K | 1,26x107° | 1,48x10%° | 0,109425 | 1,12x10°%° | 2,29x107 | 3,26x10”
303K | 1,21x10 | 1,43x10%° | 0,102862 | 1,24x10%° | 2,28x107" | 3,23x10”
310K | 1,18x10™ | 1,39x10%° | 0,003781 | 1,35x10°% | 2,27x107" | 3,32x10”

A partir dos dados da tabela 48 pode-se chegar a duas conclusbes importantes
sobre 0 mecanismo de transferéncia de energia entre o residuo de triptofano da ASB e o
acido B-lapachona-3-sulfénico. A primeira delas é de que a distancia efetiva (r) entre
ASB e a lapachona foi igual a 3,2nm nas trés temperaturas, enquanto que o valor para o
raio de Forster (Ro) foi de 2,2nm, demonstrando que r > Ro. Sendo assim, os valores
superiores de “r” em relagdo a “R,” indicam que um mecanismo de transferéncia de
energia por ressonancia (FRET), ou mecanismo de Forster neste processo de supressdo
da fluorescéncia no sistema ASB/Acido pB-lapachona-3-sulfénico tem pouca
probabilidade de ocorrer devido a distancia de interacdo entre as espécies ser superior
ao valor do raio de foster. A segunda conclusdo é que, dentro da variacdo de
temperatura de trabalho e observando os valores de “r”” e “Ry”, ndo houve contribuicdo

da temperatura sobre um possivel processo de “FRET”.

Em relacdo as determinacOes feitas a partir dos espectros de fluorescéncia do
sistema ASB/B-lapachona e ASB/acido B-lapachona-3-sulfénico, temos que nas trés

temperaturas a supressao foi de naturea estatica( ASB/B-lapachona: kq=4,4x 10%%; 4,3 x

133




10" 4,6 x 10"L.mol™.s™; ASB/acido B-lapachona-3-sulfonico: kq =1,29 x 10%, 1,37 x
10%?, 1,52 x10% L.mol*s?) sendo que as interacdes com a ASB foram
predominantemente hidrofébicas ASB/B-lapachona ( AG°= -23,8; -24,8 e -25,8 KJ;
AS°= 0,15KJ; AH°=20,5KJ e ASB/4cido B-lapachona-3-sulfonico : AG®= -21,11; -22,07
e -23,04 KJ; AS°= 0,13KJ; AH°=19,65KJ). Ambos o0s sistemas apresentam apenas um
sitio de ligacdo(ASB/B-lapachona : n=1; ASB/acido B-lapachona-3-sulfonico: n=1).
N&o houve probabilidade de ocorréncia de efeito FRET nas trés temperaturas estudadas
em nenhum dos sistemas B-lapachénicos. Os dados foram: sistema ASB/B-lapachona -
R,=2,66 x 107 cme r= 3,17 x 107 cmem T=296K; R,= 2,68 x 107 cme r= 3,21 x 10"
cm em T=303K; R,= 2,68 x 107 cm e r=3,22 x 107 cm em T=310K. No sistema
ASB/4cido p-lapachona-3-sulfonico: R,=2,29 x 107 cme r= 3,26 x 10" cmem T=296K;
Ro=2,28 x 107 cme r= 3,23 x 107cm em T=303K; R,= 2,27 x 10" cm e r=3,32 x 10”

cmem T=310K

3.5 ASB x 7-Hidrocumarina
3.5.1 Dados de Absorc¢ao

O espectro de absorcao para ASB, em solucdo tampéo de fosfato (pH=7,4) mostra
a presenca de duas bandas de absorcdo com comprimentos de onda méaximos a 230 e
280 nm, sendo que a banda de interesse para 0 nosso estudo é aquela a 280 nm,
correspondente a presenca de um residuo de triptofano na estrutura da ASB (Figura 99).
A partir da adicdo de aliquotas de uma solucéo estoque de 4-metil-7-hidroxicumarina,
em etanol, de concentracdo igual a 1,00 x 10°M, uma nova absorcdo a 327nm se
apresenta no espectro de maneira bastante evidente, a qual esta associada a presenca de
4-metil-7-hidroxicumarina livre no sistema, conforme pode ser comprovado pela
inspecéo do espectro de absor¢do na regido do UV-vis para 4-metil-7-hidroxicumarina

mostrado na Figura 100. O aumento da absor¢do para a banda com méximo a 280nm,
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concomitantemente ao acréscimo de 4-metil-7-hidroxicumarina, € indicativo de que esta
transicdo foi favorecida e esta relacionada com a presenca de interacdes do tipo ASB/4-
metil-7-hidroxicumarina, de maneira similar ao que ocorreu no sistema ASB/B-

lapachona.

——[BSAJ=1,0 x 10°M
2,5 230nm —— [7-Hidroxicumarina]= 1,6 x 10°M
A [7-Hidroxicumarina]= 3,2 x 10°M
— [7-Hidroxicumarina]= 4,9 x 10°M
[7-Hidroxicumarina]= 6,4 x 10°M
——— [7-Hidroxicumarina]= 8,2 x 10°M
[7-Hidroxicumarina]= 9,9 x 10°M
——— [7-Hidroxicumarina]= 1,1 x 10°M
— [7-Hidroxicumarina]= 1,3 x 10°M

2,04

Absorbancia (u.a.)

0,5 1

0,0 1

T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 99- Espectro de Absorcéo para ASB ap0s a adi¢do de concentracGes variadas de
7-hidroxicumarina, a T=296K

0,3

0,2 327nm

Absorbancia (u.a)

0,14

0,0

T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500
Comprimento de Onda(nm)

Figura 100- Espectro de absorcao na regido do UV-vis para 7-hidroxicumarina,
em EtOH, a T=298K
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3.5.2 Dados de Dicroismo Circular

Os espectros de Dicroismo Circular para o sistema ASB/7-hidroxicumarina foram
obtidos nas temperaturas de 288, 293 e 298K e estdo mostrados nas figuras 101-103. As
temperaturas empregadas neste casoforam inferiores aquelas para flavonoides e -
lapachonas, uma vez que a maiores temperaturas observou-se uma variagdo muito
acentuada da elipticidade da ASB, indicando incluse a possibilidade da sua

desnaturacao.

Ao observarmos a variacdo ocorrida nas bandas de absor¢do em torno de 208 e
222nm no espectro de Dicroismo Circular (Tabela 49), nota-se que, quando da adicéo
de aliquotas da solugdo de 7-hidroxicumarina, houve uma redugdo dos valores de
elipticidade (Equacdes 17 e 18) na estrutura secundéria da ASB nos dois comprimentos
de onda de absorcdo caracteristicos da estrutura secundéria do triptofano, sobretudo a
208nm. Este comportamento foi observado nas trés diferentes temperaturas empregadas.
Estes resultados indicam que houve modificacdo na disposic¢ao planar da estrutura em a-
hélice presente na estrutura secundaria da ASB, demonstrando que o efeito da interacao
tipo ASB/7-hidroxicumarina se da de maneira bastante pronunciada sobre a disposicéao

planar desta estrutura secundaria.
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Figura 101- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB ap06s a adi¢cdo de concentracfes
variadas de 7-hidroxicumarina, a T=288K
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Figura 102- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB ap0s a adi¢do de concentragdes
variadas de 7-hidroxicumarina, a T=293K
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Figura 103- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB ap0s a adi¢éo de
concentracgdes variadas de 7-hidroxicumarina, a T=298K

Tabela 49- Valores de a-hélice para ASB em presenca de diferentes concentracGes de 7-

hidroxicumarina nas temperaturas de 288, 293 e 298K.

T=288K T=293K T=298K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
61,24541 60,38198 | 58,83458 58,20330 | 59,79974 58,51349
60,37267 59,79166 | 58,82747 57,79558 | 59,99526 58,49194
61,02619 59,64706 | 56,47352 57,10433 | 58,61121 58,07175
54,25702 59,22799 | 52,11103 56,54747 | 45,2364 57,07314
28,76170 57,35838 | 34,00581 54,87122 | 21,67911 55,09918
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3.5.3 Dados de Espectroscopia de Emissao de Fluorescéncia no Estado
Estacionario

Os espectros de fluorescéncia para o sistema ASB/7-hidroxicumarina estdo
apresentados nas Figuras 104, 106 e 108 nas trés diferentes temperaturas: 288, 293 e
298K. A banda de emissédo de fluorescéncia do residuo de triptofano da ASB, a 350nm,
apresenta um deslocamento para o azul com a adigdo de aliquotas da solucdo de 7-
hidroxicumarina, em etanol (Amax=345nm). Observa-se também o aparecimento de uma
banda de emisséo de fluorescéncia com maximo a 450nm correspondente a emisséo da
7-hidroxicumarina (Figura 110). A partir dos espectros apresentados foram construidas
as tabelas 50, 51 e 52 e os correspondentes graficos de Stern-Volmer empregando-se a
Equacdo 19 (Figuras 105, 107 e 109), relativos as intensidades de emissdo fluorescente
e suas correlacbes com o comportamento da macromolécula em funcdo da presenca do
supressor (7-hidroxicumarina). Estes graficos de Stern-Volmer permitiram a
determinacdo da constante de Stern-Volmer (Ksy) e da constante de velocidade de

supresséo da fluorescéncia (kq) da ASB pela cumarina (Tabela 53).
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Figura 104- Espectro de Fluorescéncia para a ASB apdés a adi¢do de diferentes
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Tabela 50- Valores de Fo/F para a ASB apdés adicdo de diferentes concentracdes de 7-
hidroxicumarina em T=288K.

[7-hidroxicumarina] | Fo/F
1,6x 10°M 1,09
3,3x 10°M 1,18
4,8 x 10°M 1,28
6,6 x 10°M 1,38
8,0 x 10°M 1,49
9,9 x 10°M 1,59
1,1 x 10°M 1,71
1,3x 10°M 1,82
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Figura 105- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentragdes de 7-
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Figura 106- Espectro de Fluorescéncia para a ASB ap0s a adi¢do de diferentes
concentragdes de 7-hidroxicumarina, a T=293K.
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Tabela 51- Valores de Fo/F para ASB apds adicdo de diferentes concentracdes de 7-
hidroxicumarina em T=293K.

[7-hidroxicumarina] | Fo/F
1,6x 10°M 1,09
3,3x 10°M 1,17
4,8 x 10°M 1,26
6,6 x 10°M 1,36
8,0 x 10°M 1,45
9,9 x 10°M 1,56
1,1 x 10°M 1,67
1,3x 10°M 1,78
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Figura 107- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentragdes de 7-
hidroxicumarina, a T=293K
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Figura 108- Espectro de Fluorescéncia para a ASB ap06s a adicdo de diferentes
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Tabela 52- Valores de Fo/F para ASB apds adi¢do de diferentes concentraces de 7-
hidroxicumarina em T=298K.

-NlaroxXicumarina 0

7-hidroxi i FolF
1,6x 10°M 1,08
3,3x10°M 1,16
4,8 x 10°M 1,25
6,6 x 10°M 1,34
8,0 x 10°M 1,44
9,9x 10°M 1,54
1,1 x 10°M 1,64
1,3 x 10°M 1,75
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Figura 109- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentragdes de 7-
hidroxicumarina, a T=298K.
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Figura 110- Espectro de emissdo de fluorescéncia para 7-Hidroxicoumarina, em etanol

(Aexc = 325 nm).
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Tabela 53- Valores de T(K), Ksv € Kq para o sistema ASB/7-hidroxicumarina em

diferentes temperaturas.

Temperatura Constante de Stern- Constante de velocidade de

(K) Volmer (Ksy) supressao da fluorescéncia da

ASB (Kqg).
L.mol* (ko

L.molts?

288 6,39 x 10 6,29 x 10

293 6,11 x 10 1,37 x 10%

298 5,87 x 10 5,87 x 10

Considerando a ordem de grandeza da constante de velocidade de supressdo da
fluorescéncia da ASB (kq) nas temperaturas estudadas quando comparada com a
constante de velocidade de difusdo em meio aquoso (Kgir = 5 x 10° L/mol.s), podemos
concluir que o processo de supressdo ASB/7-hidroxicumarina é do tipo estatico, uma
vez que o valor da constante de velocidade de supressdo da fluorescéncia (kg) € 3 ordens
de grandeza superior em relacdo ao Kgir. Outro dado importante € o de que, a variacao de

temperatura ndo exerceu nenhuma influéncia significativa sobre o valor de K,

A constante de supressao efetiva para os fluoroforos acessiveis (Equagéo 20), ou
constante de ligacdo de Stern-Volmer modificada (K,), foi obtida por meio dos graficos
de Stern-Volmer modificados mostrados nas Figuras 111-113, com a tabela 54
apresentando os dados obtidos de Fo/Fo-F para ASB x 1/[7-hidroxicumarina], nas

temperaturas de 288, 293 e 298K.
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Figura 111- Gréfico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[7-hidroxicumarina], a T=288K.
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Figura 112- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[7-hidroxicumarina], a T=293K.
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Figura 113- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[7-hidroxicumarina], a T=298K.

Tabela 54- Valores de Fo/Fo-F da ASB x 1/[7-hidroxicumarina] em diferentes

temperaturas.
1/[ASB+ 7-hidroxicumarina] Fo/Fo-F

288 293 298
7,61 x 10° 2,13 2,13 2,36
8,69 x 10* 2,40 2,40 2,52
1,01 x 10° 2,60 2,72 2,76
1,21 x 10° 3,00 3,12 3,20
1,51 x 10° 3,64 3,79 3,95
2,00 x10° 4,55 4,74 5,02
3,00 x 10° 6,41 6,89 7,09
6,00x10° 11,89 12,84 13,48

Baseado nos valores para Ka obtidos dos graficos de Stern-Volmer modificado (Tabela
55) e utilizando a equagdo de Vant’Hoff (Equacdo 21) pode-se construir o gréafico
apresentado na Figura 114, o qual permitiu a obtencdo dos pardmetros termodindmicos
AS° ¢ AH® para o sistema ASB/7-hidroxicumarina (Tabela 56) (R= 8,31 J.mol/K), com o

valor de AG® sendo calculado a partir da Equacdo 22. Com estes parametros pode-se
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estabelecer o tipo de interacdo predominante que esta presente na formacdo do par

ASB/7-hidroxicumarina.

Tabela 55 - Valores de 1/T x In Ka para o sistema ASB/7-hidroxicumarina.

T(K) Ka T Ln K,
288 4,52 x 10* 3,35 x 107 10,72
293 3,81 x 10° 3,41 x 107 10,55
298 3,22 x 10° 3,47 x 107 10,38

1075 -

1070

10,65

10,60

g 1055

10,50

10,45

10,40

10’35 T T T T T T 1
0,00334 0,00336 0,00338 0,00340 0,00342 0,00344 0,00346 0,00348

1T(K)

Figura 114- Grafico de In Ka x 1/T para ASB/7-hidroxicumarina.

Tabela 56- Valores de T(K), AG®, AS® e AH do sistema ASB/7-

hidroxicumarina.

pH T(K) AG’ AS° AH’
7.4 288 -25,67K]j

74 293 -25,69K]j 0,00Kj | -24,08Kj
7,4 296 -25,72K]j

148



Os valores de AG%< 0 indicam uma espontaneidade na interagdo entre ASB e 7-
hidroxicumarina, enquanto que valores de AH<0 e AS=0 indicam a existéncia de

forcas de interacdo do tipo Van der Waals e formacéo de ligacdo de hidrogénio.

A constante de supressdo efetiva e o nimero de sitios de ligacdo ao sistema
foram determinados a partir dos valores de log[Fo-F/F)] x log [7-hidroxicumarina] e
empregando-se a (Equacdo 23) (Tabela 57), a partir dos quais foram construidos os
graficos mostrados nas Figuras 115-117. Estes graficos permitiram a obtencdo dos

valores para “K,” ¢ “n” nas temperaturas de 288, 293 e 296K (Tabela 58).

Tabela 57 —Valores de log(Fo-F/F) para ASB x log[7-hidroxicumarina] nas
temperaturas de 288, 293 e 296K.

Log[7-hidroxicumarina] Log(Fo-F/F)

288K 293K 296K
-5,77 -1,03 -1,07 -1,09
-5,47 -0,73 -0,76 -0,78
-5,30 -0,55 -0,58 -0,59
-5,17 -0,41 -0,44 -0,46
-5,08 -0,31 -0,33 -0,35
-5,00 -0,22 -0,24 -0,25
-4,93 -0,14 -0,17 -0,18
-4,88 -0,08 -0,10 -0,11
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Figura 115- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[7-hidroxicumarina], a T=288K

T=293K

0,0 5

y=1,080310 x + 5,154670 R=0,99
_012 -

-0,4 4

-0,6

log( Fo-F/F)

-0,8 -

-1,0 4

-1 ,2 T T T T T 1
-5.8 5,6 54 -5,.2 -5,0 -4,8

log[7-hidroxicumarinal)

Figura 116- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[7-hidroxicumarina], a T=293K

T=298K
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Figura 117- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[7-hidroxicumarina], a T=298K.

Tabela 58- Dados de Ky e n para o sistema ASB/7-hidroxicumarina nas temperaturas de

288, 293 e 298K.

Temperatura (K) Constante de Iilgagéo efetiva Sitio de ligacédo
L.mol™~(Ky) )
288 1,23 x 10° 1,06
293 1,42 x 10° 1,08
298 1,47 x 10° 1,08

A partir dos valores determinados para K, e n pode-se notar que ndo ha

contribuicdo da temperatura sobre o valor da constante de ligacdo efetiva, tendo em

vista que a magnitude dos valores encontrados est4 na ordem de 10° nas diferentes

temperaturas utilizadas. Quanto ao numero de sitios de ligagdo, os valores obtidos
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demonstram haver um Unico sitio de interacdo (n=1) entre a ASB e a 7-

hidroxicumarina.

A sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia para ASB e de
absorcéo eletrénica para 7-hidroxicumarina, nas temperaturas de 288, 293 e 296K, véo

apresentados nas Figuras 118.1, 118.2 e 118.3.
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Figura 118.1, 118.2 e 118.3 - Sobreposicao dos espectros de emissdo de Fluorescéncia
para ASB ([1,00 x10°M]) e de Absor¢do no UV-vis para 7-hidroxicumarina
([1,00 x10°°M]) nas temperaturas de 288, 293 e 298K.
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A partir da sobreposicdo dos espectros mostrada nas Figuras 118.1-118.3, e ao
aplicarmos a equacdo da integral de sobreposicdo (Equacdo 24), péde-se determinar o
parametro “J”, enquanto que os valores de “R¢®”, “r®”, “R” e “r” (L em cm e
empregando-se os seguintes valores para a ASB: K? = 2/3, N=1,336 e ¢$=0,15) [Epps et
al. (1998) e Yue et al. (2008)] foram calculados a partir das Equagdes 25-27. Todos

estes valores véo apresentados na Tabela 59.

Tabela 59- Valores de J, R, r°, R e r para o sistema ASB/7-hidroxicumarina nas
temperaturas de 288, 293 e 298K.

T J R’ E r° Ro(cm™) | r(cm™)
288K [ 1,56x 10" | 1,84 x10™ 0,32 [3,78x10% |3,50x10" | 3,50 x10~
293K [1,63x10™ | 1,92x10% | 0,32 |[3,92x10% |3,52x107 | 3,97 x10”
298K [1,81x10™ | 214x10% | 0,33 | 4,28x10% |3,58x107 | 4,02 x10”

A partir dos resultados mostrados na tabela 59, uma importante consideracao
deve ser feita sobre o tipo de mecanismo operante no processo de transferéncia de
energia entre o residuo do triptofano da ASB e a 7-hidroxicumarina. Considerando a
variacdo dos valores obtidos dentro do erro experimental nas trés temperaturas
estudadas. Percebe-se a existéncia de valores muito proximos de Ry e r, este fato, indica

a probabilidade de existéncia do efeito FRET no sistema.
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3.6 ASB x 4-metil-7-hidroxicumarina
3.6.1 Dados de Absorc¢ao

O espectro de absorcgdo para ASB, em solugdo tampéo fosfato (pH=7,4), mostra a
presenca de duas bandas de absor¢cdo com comprimentos de onda méximos a 230 e 280
nm, sendo que a banda de interesse para 0 nosso estudo é aquela a 280 nm,
correspondente a presenca de um residuo de triptofano na estrutura da ASB (Figura
119). A partir da adicdo de aliquotas de uma solucdo estoque de 4-metil-7-
hidroxicumarina, em etanol, de concentracéo igual a 1,00 x 10°M, uma nova banda de
absorcdo em 324nm pode ser observada. Esta banda esta relacionada a presenca de 4-
metil-7-hidroxicumarina livre (Figura 120) no sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina.
O aumento da absorcdo para a banda com méaximo a 280nm, concomitantemente ao
acréscimo de 4-metil-7-hidroxicumarina, € indicativo de que esta transicdo esta

relacionada com a presenca de interacdes entre ASB e a 4-metil-7-hidroxicumarina.
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Figura 119 - Espectro de Absorcdo para ASB ap0s a adicdo de concentracGes variadas
de 4-metil-7-hidroxicumarina, a T=298K
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Figura 120- Espectro de absorcao da 4-metil-7-hidroxicumarina em etanol, a T=293K.

3.6.2 Dados de Dicroismo Circular

Os espectros de Dicroismo Circular do sistema ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina, nas temperaturas de 288, 293 e 298K estdo mostrados nas Figuras
121-123. Ao observarmos a variagdo ocorrida em torno de 208 e 222nm nos espectros
de Dicroismo Circular (Tabela 60), nota-se que, ap6s a adicdo de aliquotas de solucéao
etandlica de 4-metil-7-hidroxicumarina, ha uma reducdo dos valores de elipticidade
(Equagdes 16-18) na estrutura secundéria da ASB nos dois comprimentos de onda de
absorcdo caracteristicos da estrutura secundaria da ASB, isto é 208 e 222nm, sobretudo
a 208nm. Isto indica uma forte modificacdo na disposi¢do planar da estrutura em a-
hélice presente na estrutura secundaria da ASB a partir da adi¢do de aliquotas de uma

solucgéo de 4-metil-7-hidroxicumarina.
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Figura 121- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB ap6s a adi¢do de concentragdes
variadas de 4-metil-7-hidroxicumarina, a T=288K
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Figura 122- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB ap06s a adigdo de concentracfes
variadas de 4-metil-7-hidroxicumarina, a T=293K
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Figura 123- Espectro de Dicroismo Circular para a ASB ap06s a adi¢cdo de concentracfes
variadas de 4-metil-7-hidroxicumarina, a T=298K.

Tabela 60 - Valores de a-hélice para ASB em presenca de diferentes concentracdes de

4-metil-7-hidroxicumarina, nas temperaturas de 288, 293 e 298K.

T=288K T=293K T=298K
% oa-helice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
61,84972 58,86788 | 60,43962 58,84488 | 61,09725 57,36102
61,31055 58,61270 | 59,90044 58,58435 | 58,05189 57,16102
59,08875 57,03059 | 58,34220 57,59765 | 55,75896 57,00792
53,86300 55,15927 | 51,07831 56,35009 | 49,24751 55,52785
34,84417 54,38240 | 30,25237 54,09320 | 23,21362 54,09320
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Comparativamente aos outros sistemas estudados, rutinas e B-lapachonas, ndo foi
observada influéncia da temperatura na estrutura secundaria da ASB a partir da adi¢édo
de aliquotas de 4-metil-7-hidroxicumarina e 4-metil-7-hidroxicumarina. Entretanto
considerando as modificagdes do angulo a-hélice da estrutura secundaria planar da
ASB, foi nos sistemas cumarinicos que obtivemos a maior variagdo dos seus valores.
Esse valores obtiveram variacdes da ordem de 33°, 12° e 28° se observarmos a faixa de
concetracdo 3,3 a 4,4 x 10°M no sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina.
Comportamneto similar estd também presente no sistema ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina nas mesmas faixas de concentracdo nas trés temperaturas, sobretudo na

absorcéo a 208nm.

3.6.3 Dados de Espectroscopia de Emissao de Fluorescéncia no Estado
Estacionario

Os espectros de fluorescéncia para o sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina estdo
apresentados nas Figuras 124, 126 e 128 nas trés diferentes temperaturas: 288, 293 e
298K. A banda de emissédo de fluorescéncia do residuo de triptofano da ASB, a 350nm,
apresenta um deslocamento para 0 azul (Amax=345nm) apds a adicdo de aliquotas da
solucdo de 4-metil-7-hidroxicumarina, em etanol. Por outro lado, pode-se observar
nestas figuras o aparecimento de uma nova banda de emissdo de fluorescéncia com
maximo a 450nm e que corresponde a emissdo da 4-metil-7-hidroxicumarina (Figura
130). A partir dos espectros apresentados foram construidas as tabelas 61-63 e 0s
correspondentes graficos de Stern-Volmer (Equagdo 19) (Figuras 125, 127 e 129),
relativos as intensidades de emissdo fluorescente e suas correlacbes com o
comportamento da macromolécula em funcdo da presenca do supressor (4-metil-7-

hidroxicumarina). Estes gréaficos de Stern-Volmer permitiram a determinagdo da
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constante de Stern-Volmer (Ksy) e da constante de velocidade de supressdo da

fluorescéncia (kq) da ASB pela cumarina (Tabela 64).
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T
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Figura 124- Espectro de Fluorescéncia para a ASB ap06s a adicdo de diferentes
concentragdes de 4-metil-7-hidroxicumarina, a T=288K

Tabela 61- Valores de Fo/F para ASB ap6s adicdo de diferentes concentracdes de 4-

metil-7-hidroxicumarina em T=288K.

[4-metil-7- Fo/F
hidroxicumarina]
1,6x 10°M 1,08
3,3x 10°M 1,18
4,8 x 10°M 1,27
6,6 x 10°M 1,37
8,0 x 10°M 1,48
9,9 x 10°M 1,59
1,1 x 10°M 1,70
1,3x 10°M 1,82
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Figura 125- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adicdo de diferentes concentragdes de 4-
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Tabela 62- Valores de Fo/F para ASB ap6s adicdo de diferentes concentracdes de 4-
metil-7-hidroxicumarina em T=293K.

[4-metil-7- FolF
hidroxicumarina]
1,6x 10°M 1,08
3,3x 10°M 1,17
4,8 x 10°M 1,26
6,6 x 10°M 1,36
8,0 x 10°M 1,46
9,9 x 10°M 1,57
1,1 x 10°M 1,67
1,3x 10°M 1,79
1,8 4 -

i y=61241,11083x + 0,96710 R=0,99

1,6 1
1,5

1,4

FolF

1,3 4
1,2

1,14

1,0 T T T T T T T T T T T T T 1
0,000000 0,000002 0,000004 0,000006 0,000008 0,000010 0,000012 0,000014

[4-metil 7-hidroxicumarina]

Figura 127- Grafico de Fo/F para a ASB apds a adi¢do de diferentes concentragdes de 4-
metil-7-hidroxicumarina, a T=293K
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Figura 128- Espectro de Fluorescéncia para a ASB ap06s a adicdo de diferentes
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Tabela 63- Valores de Fo/F para ASB apds adicdo de diferentes concentracdes de 4-
metil-7-hidroxicumarina em T=298K.

[4-metil-7- Fo/F
hidroxicumarina]
1,6x 10°M 1,08
3,3x 10°M 1,17
4,8 x 10°M 1,25
6,6 x 10°M 1,35
8,0 x 10°M 1,44
9,9 x 10°M 1,55
1,1 x 10°M 1,65
1,3x 10°M 1,77
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Figura 129- Grafico de Fo/F para a ASB ap0s a adicdo de diferentes concentracdes de 4-
metil-7-hidroxicumarina, a T=298K.
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Figura 130- Espectro de emissdo de fluorescéncia para 4-metil-7-hidroxicoumarina, em
etanol (Aexc = 325 nm)
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Tabela 64- Valores de T(K), Ksy e kq para o sistema ASB/4-metil-7-

hidroxicumarina em diferentes temperaturas.

Temperatura Constante de Stern- Constante de velocidade de

(K) Volmer (Ksy) supressao da fluorescéncia da

ASB (Kqg).
L.mol* (ko

L.molts?

288 6,47 x 10 6,47 x 10

293 6,12 x 10 6,12 x 10

298 5,97 x 10 5,97 x 10"

A constante de velocidade de supressdo da fluorescéncia da ASB (kq) nas
temperaturas estudadas é 3 ordens de grandeza superior a constante de velocidade de
difusdo em meio aquoso (kgif = 5 x 10° L/mol.s), donde se conclui que o processo de
supressao ASB/4-metil-7-hidroxicumarina € do tipo estatico e ndo dinamico, com a

variagdo de temperatura néo influenciando o valor de k.

A constante de supressdo efetiva para os fluoroforos acessiveis, ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada (K,), foi obtida por meio dos graficos de Stern-
Volmer modificados empregando-se a equacgdo 20. A tabela 65 apresenta os dados de
Fo/Fo-F para ASB x 1/[4-metil-7-hidroxicumarina] nas temperaturas de 288, 293 e
298K, a partir dos quais foram construidos os graficos constantes das Figuras 131-133

que permitiram a obtengéo dos valores de K,.

165



Tabela 65- Valores de Fo/Fo-F da ASB x 1/[4-metil-7-hidroxicumarina] em diferentes

temperaturas.
1/[ASB+ 4-metil-7- Fo/Fo-F
hidroxicumarina]

288 293 298
7,61 x 10° 2,22 2,22 2,32
8,69 x 10* 2,39 2,39 2,49
1,01 x 10° 2,62 2,69 2,79
1,21 x 10° 3,06 3,09 3,26
1,51 x 10° 3,67 3,76 3,93
2,00 x10° 4,60 4,74 4,84
3,00 x 10° 6,59 6,75 6,92
6,00x10° 12,50 12,83 13,07

T=288

y=1,96892. 10°x + 0,69225 R=0,99

Fo/Fo-F

T T T T T T T T T T T T !
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000
1/[4-metil 7-hidroxicumarinal

Figura 131- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[4-metil-7-hidroxicumarina], a T=288K.
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T=293K

12 4 Y=2,0137.10°x + 0,72731  R=0,99

Fo/Fo-F
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0 100000 200000 300000 400000 500000 600000
1/[4- metil 7-jidroxicumarina)

Figura 132- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[4-metil-7-hidroxicumarina], a T=293K

T=298K

Y=2,04787.10°x + 0,75738 R=0,99

Fo/Fo-F

T T T T T T T T T T T T
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1/[4-metil 7-hidroxicumarinal

Figura 133- Grafico de Fo/Fo-F para ASB x 1/[4-metil-7-hidroxicumarina], a T=298K
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Baseado nos valores de K, obtidos a partir do Stern-Volmer modificado, e empregando-

se a equagdo de Vant’Hoff ( Equacdo 21), foi construido, a partir da tabela 66, o grafico

constante da Figura 134, que permitiu a obtencdo dos parametros termodinamicos AS° e

AHP (constante universal dos gases R= 8,31 J.mol/K) para o sistema ASB/4-metil-7-

hidroxicumarina, com o valor de AG® sendo calculado a partir da equacdo 22. Estes

valores estdo apresentados na Tabela 67.

Tabela 66 - Valores de 1/T x In Ka para o sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina em

diferentes temperaturas.

UT In Ka
3,35x10° 10,51
3,41x10° 10,49
3,47 x10° 10,46

10,52

10,51

10,50

10,49

LnKa

10,48

10,47

10,46

Figura 134- Grafico de In Ka x 1/T para ASB/4-metil-7-hidroxicumarina.

1/T(K)

T T T T T T T
0,00334 0,00336 0,00338 0,00340 0,00342 0,00344 0,00346 0,00348
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Tabela 67- Valores de T(K), AG®, AS® e AH® para o sistema ASB/4-metil-7-

hidroxicumarina.

pH T(K) AG’° AS° AH?
74 | 288 -25,06K]j

74 293 -25,56K] 0,09Kj | 3,61K]
7.4 298 -26,06K]j

Os valores de AG’< 0 mostrados na tabela 67 indicam uma espontaneidade na
interacdo entre ASB e 4-metil-7-hidroxicumarina, ao passo que os valores de AH’>0 e

AS®>0 indicam interacdes hidrofébicas.

A constante de supressdo efetiva e o nimero de sitios de ligacdo ao sistema
(Equacéo 23) foram determinados a partir dos valores de log[Fo-F/F)] x log [4-metil-7-
hidroxicumarina] e mostrados na tabela 68. Estes valores foram empregados para a

construcdo dos graficos apresentados nas figuras 135-137.

Tabela 68 —Valores de log(Fo-F/F) da ASB x log[4-metil-7-hidroxicumarina] nas
temperaturas de 288, 293 e 298K.

Log[ 4-metil-7- Log(Fo-F/F)
hidroxicumarina] 288K 203K 206K
-5,77 -1,06 -1,07 -1,08
-5,47 -0,74 -0,75 -0,76
-5,30 -0,55 -0,57 -0,58
-5,17 -0,42 -0,43 -0,45
-5,08 -0,32 -0,33 -0,34
-5,00 -0,22 -0,24 -0,25
-4,93 -0,15 -0,16 -0,18
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-4,88 -0,07 -0,09 -0,11

log(Fo-F)/F

0,0
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Figura 135- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[4-metil-7-hidroxicumarina], a

log(Fo-F)/F
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Figura 136- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[4-metil-7-hidroxicumarina], a
T=293K

T=298K

0,0
Y=1,0761x + 5,12606 R=0,99
20,2 4

-0,4 1

-0,6

log(Fo-F)/F

-0,8 4

-1,0 4

-1.2 T T T T T T T
5,8 5,6 -5,4 -5,2 -5,0 -4,8
log[4-metil 7-hidroxicumarinal

Figura 137- Grafico de log(Fo-F)/F para ASB x log[4-metil-7-hidroxicumarina], a
T=298K

A partir destas figuras foram determinados os valores de “K,” e “n” nas
temperaturas de 288, 293 e 298K (Tabela 69). Dos dados constantes desta tabela pode-
se notar que ndo ha contribuicdo da temperatura sobre o comportamento da constante de
velocidade de ligacao efetiva, tendo em vista a constancia dos valores encontrados, na
ordem de 10°, para as diferentes temperaturas utilizadas. Quanto ao nimero de sitios de
ligacdo, os valores obtidos demonstram haver somente um sitio de interacdo (n=1) entre

a ASB e a 4-metil-7-hidroxicumarina.
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Tabela 69- Dados de Ky e n para o sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina nas

temperaturas de 288, 293 e 298K.

Temperatura (K) Constante de ligacéo efetiva Sitio de ligacédo
(Kb) )
288 1,72 x 10° 1,09
293 1,41 x 10° 1,07
298 1,33 x 10° 1,07

A sobreposicdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia para ASB e de

absorcéo eletrdnica para 4-metil-7-hidroxicumarina permite a obtencdo de diversos

parametros, tais como “J”, “Ro®”, “r®”, “R” e “r” (Equagbes 24-27) que permitem

auxiliar na identificacdo do possivel mecanismo envolvido no processo de transferéncia

de energia entre o residuo do triptofano da ASB e a 4-metil-7-hidroxicumarina. Esta

sobreposicdo dos espectros, nas temperaturas de 288, 293 e 298K, vai apresentada nas

Figuras 138.1, 138.2 e 138.3 e o0s valores para os parametros listados acima

(empregando-se A em cm e os seguintes valores para a ASB: K? = 2/3, N=1,336 e

$=0,15 [Epps et al. (1998) e Yue et al. (2008)]), estdo mostrados na tabela 70.
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T=298K
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—— [4-metil 7-hidroxicumarina]= 1,0x10°M
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Figuras 138.1, 138.2 e 138.3 - Sobreposicdo dos espectros de Fluorescéncia para ASB
([1,00 x10°M]) e de absorcdo para 4-metil-7-hidroxicumarina ([1,00 x10°® M]) nas
temperaturas de 288, 293 e 298K.

Tabela 70- Valores de J, R,?, r°, R e r para o sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
nas temperaturas de 288, 293 e 298K.

T J Ro° E R® Ro(cm™) | r(cm™)
288K [ 1,31x10™ |1,55x10°% 0,20 |5,99x10% | 3,40x10" | 4,26 x10”/
293K [ 1,37x10™ | 1,62x10% | 0,20 |6,36x10% |4,26x107 | 4,30 x10”’
298K [ 1,47x10™ | 1,71x10% | 0,18 | 7,52x10% | 3,45x107 | 4,43 x10”’
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Os resultados mostrados na tabela 70 permitem que possamos obter algumas
concluséo sobre o tipo de mecanismo operante no processo de transferéncia de energia
entre o residuo do triptofano da ASB e a 4-metil-7-hidroxicumarina. A distancia efetiva
entre ASB ¢ a cumarina tem um valor médio de “r” igual 4,3 nm enquanto que o raio de
Forster “R,” apresentou um valor médio de 3,7nm nas trés temperaturas. Como r > Ry,
ndo ha probabilidade da existéncia de um mecanismo de transferéncia de energia por
ressonancia fluorescente (mecanismo de Forster ou “FRET”) no fendmeno da supressdo

fluorescente no sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina, nota-se também que ndo ha

nenhuma contribuicdo das temperaturaas sobre o processo FRET neste sistema.

Observando os dois sistemas cumarinicos ASB/4-metil-7-hidroxicumarina e
ASB/4-metil-7-hidroxicumarina pode-se ndo houve mudanca significativa sobre o
espectro de absorcdo dos dois sistemas quando se considera a metilagdo da 4-metil-7-
hidroxicumarina. Isto indica que a metilacdo é um fator que nédo altera a absorcdo da
ASB quando a mesma esta associada a 4-metil-7-hidroxicumarina ou 4-metil-7-
hidroxicumarina. As bandas de absorcdo presentes em ambos 0s espectros sao
caracteristicos e similares nos dois sistemas, a ndo ser por uma maior definicdo da
banda em 325nm que se apresenta no sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina. Por
outro lado, no espectro da ASB/4-metil-7-hidroxicumarina ha um maior espalhamento
da banda entre 300 e 400nm, o que se pode considerar como uma menor definicdo da
banda caracteristica das coumarinas livres em ambos os sistemas. Com relacdo as
modificagdes ocorridas na estrutura secundaria da ASB, observa-se que, apesar das
interacbes do tipo ASB/4-metil-7-hidroxicumarina e 4-metil-7-hidroxicumarina se
darem de forma bastante pronunciada sobre a estrutura secundaria da ASB (Tabela 49 e

60), o efeito da metilacdo sobre a modificacdo estrutural na macromolécula ndo foi
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representativo quando se compara a alteracao relativa do angulo de a-hélice entre os

sistemas ASB/4-metil-7-hidroxicumarina e ASB/4-metil-7-hidroxicumarina.

Em relagdo as determinacGes feitas a partir dos espectros de fluorescéncia do
sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina e ASB/4-metil-7-hidroxicumarina, tem-se, nas
trés temperaturas empregadas, 0s seguintes resultados: em ambos 0s sistemas a
supresséo foi de natureza estatica. ASB/4-metil-7-hidroxicumarina : ky=6,29x 10'%; 1,37
x 10%; 5,87 x 10" L.mol™.s™*; ASB/4-metil-7-hidroxicumarina: kq =6,47 x 10", 6,12 x
10%, 5,97 x10" L.mol™ts™. As interagdes foram predominantemente hidrofébicas
ASB/4-metil-7-hidroxicumarina: AG°= -25,67; -25,69, e -25,72 KJ; AS°= 0,00KJ;
AH’=24,08KJ e ASB/4-metil-7-hidroxicumarina: AG°= -25,06; -25,56 e -26,06 KJ;
AS°= 0,09KJ; AH°=3,61KJ. Ambos 0s sistemas apresentam um sitio de ligacdo, ASB/4-
metil-7-hidroxicumarina: n=1. Sobre o efeito FRET ndo ha probabilidade de ocorréncia
desse efeito nas trés temperaturas estudadas em nenhum dos sistemas cumarinicos.
Ressalte-se, no entanto, que para o sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina em T=288K
houve uma probabilidade minima de transferéncia de energia por ser o raio de Forster

igual ao raio minimo encontrado entre as duas espécies (composto bioativo).

Os resultados obtidos estdo sumarizados a seguir: sistema ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina, R,=3,50 x 107 cme r=3,50 x 10”7 cm em T=296K; R,= 3,52 x 10" cm
e r= 3,97 x 107cm em T=303K; Ro= 3,58 x 107 cm e r=4,02 x 10" cm em T=310K.
sistema ASB/4-metil-7-hidroxicumarina: R,=3,40 x 107 cm e r= 4,26 x 107 ¢cm em
T=296K; R,= 4,26 x 107 cm e r= 4,30 x 107 cm em T=303K; R,= 3,45 x 107 cm ¢

r=4,43 x 10" cm em T=310K.
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4.0 Estudos de Emisséo de Fluorescéncia com Resolugdo Temporal.

Como dito anteriormente, o processo de supressdo da fluorescéncia de albumina
sérica bovina pode se dar via um mecanismo estatico no qual h4 uma pré-associagao
ASB-supressor. No estado fundamental, ou dinamico, a ASB e 0 supressor interagem
durante o decaimento da fluorescéncia da albumina [ Lakowicz 2006]. No caso da
supressdo dindmica, a constante de velocidade de supressdo da fluorescéncia da
albumina serd dependente da concentracdo do supressor; observando-se entdo, um
aumento desta constante de velocidade com o aumento da concentracdo do supressor.
Entretanto, isto ndo ocorre no caso de uma supressdo estatica, na qual ndo se observa
nenhuma variacdo do tempo de vida de emissdo de fluorescéncia do fluordforo
(albumina) em funcéo da concentragdo do supressor.

O decaimento da fluorescéncia da albumina pode ser facilmente observado apés
excitacdo a 280 nm de uma solucdo 1,00 uM em PBS, conforme mostrado na Figura
139. Observa-se nos espectros a seguir que o decaimento mais curto correspondente ao

perfil de decaimento do laser empregado no processo de excita¢do (A = 280 nm).

Intersidade, u.a.

Figura 139 — Curva de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina em
PBS (1,00 uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser empregado na

excitacdo (A = 280 nm).
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Para que se tivesse uma confirmacdo adicional de que a supressao da albumina
sérica bovina pelos compostos estudados neste trabalho (rutina, rutina metilada,
B—lapachona, &cido B-lapachona-3-sulfonico, 7-hidroxicumarina e 4-metil-7-hidroxi-
cumarina) corresponde a um processo estatico, foram realizados experimentos
empregando-se a espectroscopia de emissdo de fluorescéncia com resolucdo temporal.
Assim, aliquotas de concentracdo conhecida de cada um dos supressores foram
adicionadas a uma solucdo de ASB (concentracdo: 1,00 uM ). A partir disso foi
determinado o tempo de vida de decaimento da fluorescéncia da albumina apds cada
adicdo do supressor; em todos 0s casos, ndo se observou mudanca no tempo de vida de
fluorescéncia para a albumina em qualquer concentracdo dos supressores. As Figuras
140-145 demonstram as conclusdes. Sendo assim, estes resultados confirmam o carater
estatico da supressdo da albumina por: rutina, rutina metilada, B—lapachona, acido -

lapachona-3-sulfénico, cumarina e 4-metil-7-hidroxi-cumarina.

—— ALB
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2000 —— 60ul

—— 80ul

—— 100ul

—— 150ul

—— 200ul

— IR1 lampada

1000

Intensidade, u.a.

T 1
0 50 100

tempo, ns

Figura 140 — Curvas de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina (1,0
x 10°® mol L™), em PBS, na presenca de concentracdes variadas de rutina (0 — 24,8
uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser empregado na excitacéo.
(A =280 nm).
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Figura 141 — Curvas de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina (1,0
x 10° mol L), em PBS, na presenca de concentragdes variadas de rutina metilada (0 —
24,8 uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser empregado na

excitacdo (A = 280 nm).
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Figura 142 — Curvas de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina (1,0
x 10° mol L), em PBS, na presenca de concentracdes variadas de p-lapachona (0 —
24,8 uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser empregado na

excitacdo (A =280 nm).
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Figura 143 — Curvas de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina (1,0
x 10° mol L), em PBS, na presenca de concentracdes variadas do 4cido p-lapachona-
3-sulfonico (0 — 24,8 uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser

empregado na excitagdo (A = 280 nm).
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Figura 144 — Curvas de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina (1,0
x 10 mol L), em PBS, na presenca de concentracdes variadas de 7-hidroxicumarina
(0 — 24,8 uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser empregado na

excitacdo (A = 280 nm).
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Figura 145 — Curvas de decaimento para a fluorescéncia de albumina sérica bovina (1,0
x 10° mol L), em PBS, na presenca de concentragdes variadas de 4-metil-7-hidroxi-
cumarina (0 — 24,8 uM). O decaimento mais curto corresponde ao perfil do laser

empregado na excitagdo (A = 280 nm).
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5.0 Conclusdes

1. Os espectros de absorcao para ASB/ rutina , ASB/ rutina-metilada, ASB/B-lapachona,
ASB/3-acido sulfonico B-lapachona, ASB/-hidroxicumarina e ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina apresentam efeito hipercromico. Ao observarmos os espectros de
absorcdo do sistema ASB/rutina hdm um deslocamento do comprimento de onda

méaximo de absorcdo devido ao incremento de aliquotas de rutina.

2. Resultados de dicroismo circular mostraram que todos os sistemas estudados
apresentaram modificacBes importantes na estrutura secundaria da ASB, conforme
observacdo dos valores dos angulos de a-hélice da albumina como uma funcdo da

variagdo de concentragéo dos ligantes.

3. Empregando-se a espectroscopia de emisséo de fluorescéncia no estado estacionario,
observou-se que as interacbes existentes nos sistemas ASB-supressor, em todos 0s
sistemas, foram estaticos, isto é devido aos valores das constantes de velocidade de

-1S-1

supressdo da fluorescéncia da albumina pelos supressores (kg=10"-10" Lmol™s™) ser

bem superior & constante de velocidade de difuséo no meio (kgirr > ~10° Lmol™s™).

4. O tipo de interagdo albumina/supressor foi predominatemente hidrofobica, como
demonstrado pelos valores das grandezas termodinamicas (AG, AH e AS), interacdo esta

gue ocorreu em um Unico um sitio ativo.

5. Empregando espectroscopia de emissdo de fluorescéncia com resolugdo temporal,
ficou inequivocamente demonstrado que o processo de supressdo da fluorescéncia
intrinseca da albumina pelos diferentes supressores empregados neste trabalho foi

estatico.

6- Em termos de grupos quimicos as cumarinas estabeleceram as interacbes mais
pronunciadas em relacéo as outras classes de compostos que fizeram parte deste estudo.
Os valores das constantes cinéticas, associadas com o0s espectros de supressao

demonstram essa conclusao.

7- Ao observarmos as cumarinas em relagdo as rutinas e -lapachonas verifica-se que as

interacdes do sistema cumarina/ASB foram mais pronunciadas.
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Espectros de absorgdo no Uv-vis e de emissao fluorescente: ASB
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Espectros de absorgdo no Uv-vis: rutina e rutina-trimetilada
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Espectros de absorgdo: ASBx rutina e ASB x rutina-metilada.
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Espectros de absorcdo por Dicroismo Circular: ASB x rutina e ASB x rutina-metilada.
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[} ] [rutina-metilada]=3,2 x 10°M
-g 0+ [rutina-metilada]=6,4 x 10°M
~—" 20 4
() ]
'c% 40
% -60—-
g
L -100- —
1 222nm
-120 + 208nm

T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)
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Tabela de valores para angulo de a-hélice.

ASB X rutina
T=296K T=303K T=310K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
54.90461 53,31519 53,90982 51,98846 | 53,18106 51,2040
53,4933 53,04078 52,69996 51,73307 | 52,4369 50,85695
52.59569 52.89726 52,49437 51,28452 | 51,19386 50,52975
50,18012 51,8652 50,62804 50,49516 | 49,40218 49,95021
477284 50,07837 48,74333 48,97866 | 47,48371 48,08212
ASB x rutina-metilada
T=296K T=303K T=310K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
54,13497 51,91567 | 54,42469 52,24286 | 53,07679 50,54336
53,42398 51,44784 | 54,12075 51,49660 | 52,06067 49,89521
52,18865 50,93861 | 52,69878 51,29983 | 50,54213 48,97208
51,01315 4998934 | 51,07831 50,17250 | 48,9750 48,07152
48,51878 48,80614 | 48,74633 48,74633 | 47,53762 46,28469
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Espectros de fluorescéncia: ASB x rutina e ASB x rutina-metilada

T=296K

ASB X rutina

2,0 1 —— [BSAJ= 1,0x 10°M
g [rutina]=1,6 x 10°M
5 [rutina]=3,2 x 10°M
B; 1,54 [rutinal=4,8 x 10°M
@ [rutina]=6,5 x 10°M
= [rutina]=8,1 x 10°M
o 1.0+ [rutina]=9,7 x 10°M
3 [rutinal=1,1 x 10°M
K [rutina]=1,2 x 10°M
@ 0,54
e
)
c
QS
c 0,0 4
T T T T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Comprimento de onda (nm)
ASB X rutina-metilada
—— [BSAJ= 1,0 X 10°M
2,0 — [rutina-metilada]=3,2 x 10°M
18] 345nm [rutina-metialda]=6,4 x 10°M
- ] [rutina-metilada]=9,6 x 10°M
@ 161 [rutina-metilada]=1,2 x 10°M
2 4] — [rutina-metilada]=1,6 x 10°M
Q [rutina-metilada]=1,8 x 10°M
@ 129 —— [rutina-metilada]=2,1 x 10°M
€ 104 [rutina-metilada]=2,4 x 10°M
o
[
o O,Si
8 0,6
{g ]
‘? 0,4
@ ]
D 024
E 4
0,0 4
T T T T T T T T T T T T T

— T T T
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)
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Intensidade de emissz0 (u.a.)

Intensidade de emissq0 (u.a.)

n
o©
1

o
(3
1

o
[}
1

T=303K

ASB X rutina

—— [BSAJ=1,0x 10°M

— [rutina]= 1,6 x 10°M
[rutina]= 3,2 x 10°M
[rutina]=4,8 x 10°M
[rutina]=6,5 x 10°M
[rutina]=8,1 x 10"°M
[rutina]=9,7 x 10°M
— [rutina]=1,1 x 10°M
[rutinal=1,2 x 10°M

280

0,6 -
0,4 -
0,2 -

0,0

— T T T T T 1
300 320 340 360

T
380

T
400

—T T T
420 440 460

Comprimento de onda (nm)

ASB x rutina-metilada

345nm

—— [rutina-metilada]=3,2 x 10°M
rutina-metialda]=6,4 x 10°M
[

[rutina-metilada]=9,6 x 10°M
rutina-metilada]=1,2 x 10°M
[

—— [rutina-metilada]=1,6 x 10°M
[rutina-metilada]=1,8 x 10°M
[rutina-metilada]=2,1 x 10°M
[rutina-metilada]=2,4 x 10°M

[BSAJ= 1,0 X 10°M

280

— T T T T T T
300 320 340 360

—
380

—
400

T T
420 440 460

Comprimento de onda (nm)
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Intensidade de emisse0 (u.a.)

Intensidade de emisse0 (u.a.)

T=310K

ASB X rutina

2,0 —— [BSAJ=1,0 x 10°M
— [rutina]=1,6 x10°M
[rutina]= 3,2 x10"°M
1,5 4 [rutina]= 4,8 x 10°M
[rutina]= 6,5 x 10°M
— [rutina]= 8,1 x 10°M
1,0 [rutinal= 9,7 x 10°M
—— [rutina]= 1,1 x 10°M
[rutina]= 1,2 x 10°M
0,54
0,0 4
T T T T T T T T T T T T T

—T— T
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Comprimento de onda (hm)

ASB x rutina-metilada

—— [BSAJ= 1,0 X 10°M

2,0 — [rutina-metilada]=3,2 x 10°°M
18] 345nm [rutina-metialda]=6,4 x 10°M
i [rutina-metilada]=9,6 x 10°M
1.6 4 [rutina-metilada]=1,2 x 10°M
141 — [rutina-metilada]=1,6 x 10°M
] [rutina-metilada]=1,8 x 10°M
1,24 —— [rutina-metilada]=2,1 x 10°M
104 [rutina-metilada]=2,4 x 10°M
0,8 4
0,6 4
0,4 -
0,2 4
0,0 4
T T T T T T T T T T T T T

— T T T
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)
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Dados obtidos a partir dos espectros de supresséo fluorescente:

Temperatura | Constante de | Constante de velocidade Sistema

Stern-Volmer de supressdo de

(K) (Ksv) fluorescéncia para ASB
ko) L.molt.s?
L.mol* (ka)

296 8,4 x 10* 8,4 x 10*? ASB/rutina
296 2.9 x 10* 2,9 x 10* ASB/rutina-trimetilada
303 9,0 x 10* 9,0 x 10*? ASB/rutina
303 3,0x10* 3,0 x 10*? ASB/rutina-trimetilada
310 1,0 x 10° 1,0 x 10% ASB/rutina
310 3,1x10* 3,1 x 10*? ASB/rutina-trimetilada

Espectro do decaimento fluorescente temporal da ASB X rutina

2000

1000 +

Intensidade, u.a.

—— ALB
—40ul
——60ul

—— 80ul
——100ul

—— 150ul

—— 200ul

— IR1 lampada

50
tempo, ns

100

200




Espectro do decaimento fluorescente temporal da ASB xrutina-metilada

— 40ul
—— 60ul

2000 - —— 80ul
—— 100ul
—— 150ul
——— 200ul
—— 20ul
o — IR1 lampada
g 1000
0 T 1
0 50 100
tempo, ns
I
T(K) Temperatura | Constante de InK, Sistema
1 Supressao
VT(K™) efetiva (K,)
296 3,37 x10° 3,63 x 10* 10,5 ASB/rutina
296 3,37 x10° 4,49 x10° 8,41 ASB/rutina-trimetilada
303 3,30x10° 4,01 x 10* 10,6 ASB/rutina
303 3,30x10° 543 x10° 8.60 ASB/rutina-trimetilada
310 3,22x10° 4,43x 10* 10,7 ASB/rutina
310 3,22x10° 6,53 x 10 8,79 ASB/rutina-trimetilada

201




T(K) | Ph AG’ AS° AH’ Sistema

296 7,4 -26,9KJ/mol | 0,1KJ/mol | 9,7KJ/mol ASB/rutina

296 7,4 -20,6 KJ/mol | 0,1KJ/mol | 20,8KJ/mol | ASB/rutina-trimetilada

303 7,4 -27,7KJ/mol 0,1KJ/mol | 9,7KJ/mol ASB/rutina

303 7,4 -21,6KJ/mol 0,1KJ/mol | 20,8KJ/mol | ASB/rutina-trimetilada

310 7,4 -26,0KJ/mol 0,1KJ/mol | 9,7KJ/mol ASB/rutina

310 7,4 -22,6KJ/mol | 0,1KJ/mol | 20,8KJ/mol | ASB/rutina-trimetilada

v
T(K) Constante de ligacédo Sitio de ligacéo Sistema
efetiva
(n)
(Kp) (L.mol™)

296 3,3x 10° 1,1 ASB/rutina
296 1,6 x 10° 1,1 ASB/rutina-trimetilada
303 3,7x10° 1,1 ASB/rutina
303 1,7 x 10° 1,1 ASB/rutina-trimetilada
310 4,7 x 10° 1,1 ASB/rutina
310 1,8 x 10° 1,1 ASB/rutina-trimetilada
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ASB X rutina

T J R¢° E r® Ro(cm) | r(cm)
296K | 1,27.10™ | 1,49.10% | 0,473785 | 1,65.10°% 3,37.107 | 3,43.10”
303K |1,34.10™ |1,58.10° | 0,488541 | 1,65.10°° 3,41.107 | 3,43.10”
310K |1,25.10™ |1,58.10° | 0,511162 | 1,51.10°*° 3,51.107 |3,38.10”
ASB x rutina-metilada
T J Ro® E r° Ro(cm) r(cm)
296K 8,39.10™ {9,87.10"° |0,17831 |4,55.10%° |3,15.107 |4,07.10"
303K 8,26.10™ {9,71.10%° |0,17962 | 4,44.10%° |3,14.107 |4,05.10"
310K 8,18.10" [9,62.10%° |0,19523 |3,97.10% |3,14.10" |3,97.10"
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Espectros de absorcio: B-lapachona e Acido p-lapachona 3-sulfonico

absorbancia(u.a)

abdorbancia(u.a)

T=298K
B-lapachona
1.0 257nm
0,8
064 213nm
0,4 -
0,2
010 T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
comprimento de onda(nm)
Acido B-lapachona 3-sulfénico
0,6
257nm
0,5 -
044213nm
0,3
0,2 -
0,14
0,0 T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500

comprimento de onda(nm)
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Espectros de absor¢io: ASB x B-lapachona e ASB x Acido B-lapachona 3-sulfénico

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

2,5

2,04

1,54

1,0

0,54

0,04

T=298K

ASB x B-lapachona

230nm

280nm —— [B-lapachona]=2,3 x 10°M

—— [ASB]= 1,00 X 10°M
—— [B-lapachona]=3,3 x10°M
[p-lapachona]=6,6 x 10°M
—— [-lapachonal=1,1 x 10°M
[8-lapachona]=1,3 x 10°M
—— [p-lapachona]=1,6 x 10°M
[B-lapachona]=1,9 x 10°M

—— [p-lapachona]=2,6 x 10°M

3,54

3,0

2,5 1

2,0

1,54

1,0 4

0,54

0,0

T T T
200 300

T T T T T
400 500 600

Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona-3-sulfonico

——[ASB]= 1,00 X 10°M

—— [3- acido sulfénico p-lapachonal= 6,6 x 10° M
[3-acido sulfénico p-lapachona]= 1,3 x 10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x 10°M
[3-acido sulfénicop-lapachonal= 2,6 x 10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachona]= 3,3 x 10‘M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x 10M

——— [3-acido sulfénico p-lapachonal=4,6 x 10™“M

—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 5,3 x 10*M

T T T
200 300

T T T T T
400 500 600

Comprimento de onda (nm)
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Espectros de absor¢&o por Dicroismo Circular: ASB x B-lapachona e ASB x Acido B-
lapachona 3-sulfonico

T=296K

ASB x B-lapachona

80
1 —— [BSA]=1,00 X 10°
60 —— [p-lapachona]= 4,00 x 10°M
40 ] [B-lapachona]= 8,00 x 10°M
| —— [p-lapachona]= 1,6 x 10°*M
S 204 [B-lapachona]= 3,2 x 10“M
_8 4
0 [
1S ] e
o -204
© ]
I 40 /
() 1
3 601
W _go
-100 1 N
-120 -

T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona 3-sulfonico

—— [BSAJ=1,0 X 10°M
20 4 —— [3-acido sulfénico B-lapachonal= 4,0 x 10°M
[3-acido sulfénico p-lapachona]= 8,0 x 10°M
20 4 —— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,6 x 10™*M
1 [3-acido sulfénico p-lapachona]= 3,2 x 10™M
04 e
2 o] e
S 204 )
E /
o -40 /
8
ke -60 - |
KS) ‘
B 80 \
2 |
L 100 4 !
1 R
-120 222nm
208nm
-140

T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)
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Elipticidade (mdeg)

Elipcticidade (mdeg)

T=303K

ASB x B-lapachona

40 - ——[BSA]=1,00 x 10°M
—— [p-lapachona]=4,0x10"°M
20 - [B-lapachona]=8,0x10°M
] —— [B-lapachona]=1,6x10"M
04 [B-lapachona]=3,2x10*M o
-20 //
-40 4
-60 4
-80 4
-100 4
<4 \/ ——
120 =" 222nm

T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona 3-sulfonico

—— [BSAJ=1,0x 10°M

q —— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,0 x 10°M

40 [3-acido sulfénico p-lapachonal= 8,0 x 10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachona]= 1,6 x 10M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,2 x 10™*M

20

AN
S © o
1 L

&
<3
L

0] \

-100

-120 222nm
208nm

-140

T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)
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Elipticidade (mdeg)

Elipcticidade (mdeg)

T=310K

ASB x B-lapachona

80
60 ‘\ ——[BSAJ= 1,0 x 10°M
") ‘ —— [p-lapachona]=4,0 x10°M
a4 || [B-lapachona]=8,0 x10°M
I | —— [p-tapachonal=1,6 x10"M
20 1 [p-lapachona]=3,2 x10*M
0 o
20 /
//
240 -
-60 4
-80 - \
-100 4 ‘ \ = ,
2120 - o 222nm
120 208nm
-140

T T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona 3-sulfonico

—— [BSAJ=1,0 X 10°M

1 —— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,0 x 10°M
40 [3-acido sulfénico p-lapachona]= 8,0 x 10°M
1 —— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,6 x 10™M
[3-acido sulfénico p-lapachona]= 3,2 x 10™M

P

-20 _
-40 _
-60 _
804 \
100 ‘

-120 222nm
208nm

-140 ;

T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)
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Tabela de valores de angulo de a-hélice: ASB x B-lapachona

T=296K T=303K T=310K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
56,27977 54,37844 55,29565 54,05521 55,23877 53,36225
55,57294 54,34668 53,67164 54,00814 54,55978 53,0430
54,50942 54,04897 53,43287 53,18590 54,45906 52,72884
53,66690 53,29761 53,33156 52,61769 52,32255 52,13909
53,48975 52,59898 51,22349 52,08068 48,37125 51,77447
Valores de angulo de a-hélice: ASB x Acido p-lapachona 3-sulfénico
T=296K T=303K T=310K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
57,63301 55,32714 | 55,41059 54,72208 | 54,88328 53,29988
56,32836 55,00958 | 55,20500 54,05294 | 54,29494 53,00103
54,40396 54,50773 | 54,44780 53,55390 | 52,92689 52,69085
53,81680 54,06258 | 52,26152 53,13429 | 52,90793 52,59671
53,50930 53,40535 | 50,75187 52,03475 | 51,66963 51,79998
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Espectros de fluorescéncia: ASB x B-lapachona e ASB e ASB x Acido B-lapachona-3-

Intensidade de emissao (u.a.)

Intensidade de emissao (u.a.)

2,0 1

-
[$)]
1

=
o
1

o
[&)]
1

o
[=]
1

sulfénico

T=296K

ASB x B-lapachona

345 nm

——[BSAJ= 1,0 x 10°M

—— [p-lapachona]= 3,3 x 10°M
[B-lapachona]= 6,6 x 10°M

—— [p-lapachona]= 9,9 x 10°M
[p-lapachona]= 1,3 x 10°M

—— [p-lapachona]= 1,6 x 10°M
[B-lapachona]= 1,9 x 10°M

—— [p-lapachonal= 2,2 x 10°M

—— [p-lapachona]= 2,6 x 10°M

280

T T T T T T T T
300 320 340 360

—
380

L — T T
400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona-3-sulfonico

345nm

—— [BSAJ= 1,0x 10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachona]= 6,6 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,3 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 2,6 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,3 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x10°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,6 x10°M
—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 5,3 x10°M

280

— T T T T T
300 320 340 360

—
380

T T T T T T T 1
400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)
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Intensidade de emissao (u.a.)

Intensidade de emissao (u.a.)

2,0 1

0,5 1

0,0

T=303K

ASB x Acido p-lapachona

345 nm

—— [BSA]=1,0 X 10°M

—— [B-lapachona]= 3,3 x 10°M
[8-lapachona]= 6,6 x 10°M

—— [B-lapachona]= 9,9 x 10°M
[8-lapachona]= 1,3 x 10°M

—— [B-lapachona]= 1,6 x 10°M
[8-lapachona]= 1,9 x 10°M

——— [B-lapachona]= 2,3 x 10°M

——— [B-lapachona]= 2,6 x 10°M

280

— T T T T T T T
300 320 340 360

T T T T T T T T T 1
380 400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona-3-sulfonico

345nm

—— [BSAJ= 1,0 x 10°M

— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 6,6 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,3 x10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 2,6 x10°M

— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,3 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x10°M

— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,6 x10°M

— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 5,3 x10°M

—T— .
300 320 340 360

T T T T T T 1
380 400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)
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Intensidade de emissao (u.a.)

Intensidade de emissao (u.a.)

2,0 1

0,5 1

0,0

T=310K

ASB x Acido p-lapachona

345 nm

—— [BSAJ=1,0 X 10°M

—— [p-lapachona]=3,3 x 10°M
[B-lapachona]=6,6 x 10°M

—— [B-lapachona]=9,9 x 10°M
[-lapachona]=1,3 x 10°M

—— [p-lapachona]=1,6 x 10°M
[p-lapachona]=1,9 x 10°M

—— [p-lapachona]=2,3 x 10°M

—— [B-lapachona]=2,6 x 10°M

280

— T T T T T T T
300 320 340 360

—
380

T T T T T T T 1
400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)

ASB x Acido B-lapachona-3-sulfonico

345nm

—— [BSAJ= 1,0 x 10°M

—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 6,6 x1 0°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,3 x10°M
—— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 1,9 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 2,6 x10°M
— [3-acido sulfonico p-lapachonal= 3,3 x10°M
[3-acido sulfénico p-lapachonal= 3,9 x1 0°M
— [3-acido sulfénico p-lapachonal= 4,6 x1 0°M
— [3-acido sulfénico p-lapachona]= 5,3 x1 0°M

—T— .
300 320 340 360

T
380

T T
400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)
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Dados obtidos a partir dos espectros de supressao fluorescente:

Temperatura | Constante de Constante de velocidade Sistema
Stern-Volmer de supressao de
(K) (Ksv) fluorescéncia para ASB
Lo (kq) L.mol™.s™
.mo
296 4,4 x 10* 4,4 x 10" ASB/B-lapachona
296 1,29 x 10* 1,29 x 10* ASB/ Acido B-lapachona-
sulfénico
303 4,3 x 10" 4,3 x 10% ASB/B-lapachona
303 1,36 x 10 1,37 x 10% ASB/Acido B-lapachona-
sulfénico
310 4,6 x 10" 4,6 x 10% ASB/B-lapachona
310 1,52 x 10* 1,52 x 10" ASB/Acido B-lapachona-3-

sulfonico

Espectro do decaimento fluorescente temporal da ASB x B-lapachona

Intensidade, u.a.

2000

1000

—— 10uL
—— 30uL
——40uL
—— 50uL
——100ul
———200ul
— IR1 lampada

T
50

tempo, ns

100
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Espectro do decaimento fluorescente temporal da ASB x Acido-B-lapachona-3-
sulfénico

2000

—— 10ul
—— 20ul
—— 30ul
—— 40ul
— 50ul
—— 200ul
—— 200ul

alb

S:‘_ — IR1 lampada
E 1000
0+
0 50 1(I)O
tempo, ns
I
T(K) Temperatura | Constante de InK, Sistema
1 Supresséo
UT(K™Y
efetiva (Kj)
296 3,37 x 10 1,58 x 10* 9,67 ASB/B-lapachona
296 3,37 x 10 5,27 x 10° 8,57 ASB/ Acido p-lapachona-3-
sulfonico
303 3,30 x 10 1,95 x 10* 9,88 ASB/B-lapachona
303 3,30 x 10 6,43 x 10° 8,77 ASB/Acido B-lapachona-3-
sulfonico
310 3.22x 107 2,29 x 10* 10,04 ASB/B-lapachona
310 3.22x10° 7,55 x 10° 8,93 ASB/Acido B-lapachona-3-
sulfénico
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T(K) | pH AG° AS? AH® Sistema
296 | 7,4 | -23,8KJ/mol 20,5KJ/mol ASB/B-lapachona
0,1KJ/mol
296 | 7,4 | -21,1KJ/mol | 0,1KJ/mol | 19,5KJ/mol ASB/ Acido B-lapachona-3-
sulfonico
303 | 7,4 | -24,8KJ/mol 20,5KJ/mol ASB/B-lapachona
0,1KJ/mol
303 | 7,4 | -22,0KJ/mol | 0,1KJ/mol | 19,6KJ/mol ASB/Acido B-lapachona-3-
sulfonico
310 | 7,4 | -25,9KJ/mol 20,5KJ/mol ASB/B-lapachona
0,1KJ/mol
310 | 7,4 | -23,0KJ/mol | 0,1KJ/mol | 19,6KJ/mol ASB/Acido B-lapachona-3-
sulfonico
v
T(K) Constante de Sitio de Sistema
ligacéo efetiva ligagéo
(Kb)
(n)
(L.mol™)
296 2,3x10° 1,1 ASB/p-lapachona
296 3,5 x 10 1,1 ASB/ Acido p-lapachona-3-sulfonico
303 1,6 x 10° 1,1 ASB/p-lapachona
303 3,6 x 10* 1,1 ASB/Acido B-lapachona-3- sulfonico
310 1,7 x 10° 1,1 ASB/B-lapachona
310 4,2 x 10* 1,1 ASB/Acido B-lapachona-3- sulfonico
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ASB x B-lapachona

\%

T J R¢° E R® Ro(cm) r(cm)
206K 3,06.10% | 3,06.10*° | 0,26147 | 1,02.10%° | 266.107 | 3,17.10°
303K 3,15.10% | 3,71.10%° | 0,251485 | 1,10.10% | 2,68.107 | 3,21.107
310K 3,16. 10 | 3,72.10%° | 0,249948 | 1,12.10% | 2,68.107 | 3,22.107

ASB x Acido B-lapachona-3- sulfonico

T J R.° E R® Ro(cm) r(cm)
206K 1,26x10™° | 1,48x10%° | 0,109425 | 1,12x10°%° | 2,29x107 | 3,26x10°
303K 1,21x10™"° | 1,43x10™° | 0,102862 | 1,24x10°%° | 2,28x107 | 3,23x10”
310K 1,18x10™"° | 1,39x10™° | 0,093781 | 1,35x10%° | 2,27x107 | 3,32x10”
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Espectros de absor¢do no Uv-vis: 7-hidroxicumarina e 4-metil-7-hidroxicumarina

Absorbancia (u.a)

Absorbancia (u.a)

T=298K

7-hidroxicumarina

0,3

0,2 327nm

0,14

010 T T T T 1
300 350 400 450 500

Comprimento de Onda(nm)
4-metil-7-hidroxicumarina

0,3

0,2 4 324nm

0,14

0,0 T T T T T T T 1
300 350 400 450 500

Compeimento de onda(nm)
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Espectros de absor¢do no Uv-vis: ASB x 7-hidroxicumarina e ASB x Acido 4-metil-7-
hidroxicumarina

)

Absorbancia (u.a

Absorbancia (u.a.)

2,5 1

2,0 1

0,5 1

0,0 1
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——[BSAJ=1,0 x 10°M
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4-metil-7-hidroxicumarina

—— [BSA]=1,0 x 10°M

— [4-metil-7-Hidroxicumarina]= 1,6 x 10°M
[4-metil-7-Hidroxicumarinal= 3,2 x 10°M
[4-metil-7-Hidroxicumarinal= 4,9 x 10°M
[4-metil-7-Hidroxicumarina]= 6,4 x 10°M
——— [4-metil-7-Hidroxicumarina]= 8,2 x 10°M

[4-metil-7-Hidroxicumarinal= 9,9 x 10°M
—— [4-metil-7-Hidroxicumarinal= 1,1 x 10°M
— [4-metil-7-Hidroxicumarina]= 1,3 x 10°M
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Espectros de absor¢do por Dicroismo Circular: ASB x 7-hidroxicumarina e ASB x 4-

metil-7-hidroxicumarina.
T=288K

ASB x 7-hidroxicumarina
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Elipticidade (mdeg)

Elipticidade (mdeg)
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Elipticidade (mdeg)

Elipticidade (mdeg)
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Valores de angulo de a-hélice: ASB x 7-hidroxicumarina.

T=288K T=293K T=298K
% a-hélice % a-hélice % a-hélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
61,24541 60,38198 58,83458 58,20330 59,79974 58,51349
60,37267 59,79166 58,82747 57,79558 59,99526 58,49194
61,02619 50,64706 | 5647352 57,10433 | 58,61121 58,07175
54,25702 59,22799 52,11103 56,54747 45,2364 57,07314
28.76170 5735838 | 34,00581 54,87122 | 21,67911 55,09918
Valores de angulo de a-hélice: ASB x 4-metil-7-hidroxicumarina
T=288K T=293K T=298K
% oa-helice % oa-hélice % oa-heélice
208nm 222nm 208nm 222nm 208nm 222nm
61,84972 58,86788 60,43962 58,84488 61,09725 57,36102
61,31055 58,61270 59,90044 58,58435 58,05189 57,16102
59,08875 57,03059 58,34220 57,59765 55,75896 57,00792
53,86300 55,15927 51,07831 56,35009 49,24751 55,52785
34,84417 54,38240 30,25237 54,09320 23,21362 54,09320
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Espectros de fluorescéncia: ASB x 7-hidroxicumarina e ASB e ASB x 4-metil-7-

Fo/F

Intensidade de emissz0 (u.a.)

hidroxicumarina
T=288K

ASB x 7-hidroxicumarina

—— [BSAJ= 1,0 x10°M
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Fo/F

Intensidade de emisszo (u.a.)

2,2 -
2,0 -
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 -

T=293K

ASB x 7-hidroxicumarina

—— [BSAJ= 1,0 x10°M
450nm | [7-hidroxicumarina]=1,6 x 10°M
] [7-hidroxicumarina]=3,3 x 10°M
—— [7-hidroxicumarina]=4,8 x 10°M
[7-hidroxicumarina]=6,6 x 10°M
—— [7-hidroxicumarina]=8,0 x 10°M
[7-hidroxicumarina]=9,9 x 10°M
—— [7-hidroxicumarina]=1,1 x 10°M
— [7-hidroxicumarina]=1,3 x 10°M

-0,2

2,2 1

-0,2

T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600

[7-hidroxicumarinal

T
350

ASB x 4-metil-7-hidroxicumarina

——[BSAJ= 1,0 x10°M
— [4-metil 7-hidroxicumarina]=1,6 x 10°M
[4-metil 7-hidroxicumarina]=3,3 x 10°M
450nm | — [4-metil 7-hidroxicumarina]=4,8 x 10°M
- - [4-metil 7-hidroxicumarina]=6,6 x 10°M
| \l' | —— [4-metil 7-hidroxicumarina]=8,0 x 10°M|
[4-metil 7-hidroxicumarina]=9,9 x 10°M
— [4-metil 7-hidroxicumarina]=1,1 x 10°M
[4-metil 7-hidroxicumarina]=1,3 x 10°M

345nm

T T T T
350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

224



FolF

Intensidade de emisszo (u.a.)

T=298K

ASB x 7-hidroxicumarina
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Dados obtidos a partir dos espectros de supressao fluorescente:

Constante de Stern- Constante de velocidade Sistema
Volmer (Ky) de supressdo de
T(K) N fluorescéncia para ASB
L.mol (ko).
L.molts?
288 6,39 x 10* 6,29 x 10* ASB/7-hidroxicumarina
288 6,47 x 10* 6,47 x 10* ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
293 6,11 x 10* 1,37 x 10% ASB/ 7-hidroxicumarina
293 6,12 x 10* 6,12 x 10* ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
208 5,87 x 10* 5,87 x 10*? ASB/ 7-hidroxicumarina
208 5,97 x 10* 5,97 x 10*? ASB/4-metil-7-hidroxicumarina

Espectro de decaimento fluorescente temporal de ASB x 7-hidroxicumarina

—— 20ul
——40ul
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3 ———400ul
2 —— ALB
g 1000+ —— IR1 lampada|
[7]
c
(0]
£
0 —‘-J . T g 1
0 50 100
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Espectro de decaimento fluorescente temporal de ASB x 4-metil-7-hidroxicumarina

2000
?:E 1000
0_—J T 1
0 50 100
tempo, ns
1
T(K) Temperatura Constante de InK, Sistema
1 Supressdo
VT(K™) efetiva (Ky)
288 3,35x10° 4,52 x 10* 10,72 ASB/7-hidroxicumarina
288 3,35x10° 3,66x 10* 10,51 ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
293 341x10° 3,81 x 10* 10,55 ASB/ 7-hidroxicumarina
293 341x10° 3,59 x 10* 10,49 ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
208 3,47 x10° 3,22 x 10* 10,38 ASB/ 7-hidroxicumarina
298 3,47 x10° 3,48 x 10* 10,46 ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
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T(K) | pH AG’ AS° AH’ Sistema
288 | 7,4 | -25,7KJ/mol | 0,0KJ/mol -24,1KJ/mol ASB/7-hidroxicumarina
288 | 7,4 | -25,1KJ/mol | 0,1KJ/mol 3,6KJ/mol ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina
293 | 74 | -25,7KJ/mol | 0,0KJ/mol -24.1KJ/mol ASB/ 7-
hidroxicumarina
293 | 74 | -25,1KJ/mol | 0,1KJ/mol 3,6KJ/mol ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina
296 | 7,4 | -25,7KJ/mol | 0,0KJ/mol -24,1KJ/mol ASB/ 7-hidroxicumarina
296 | 74 | -26,1KJ/mol | 0,1KJ/mol 3,6KJ/mol ASB/4-metil-7-
hidroxicumarina
v
T(K) Constante de Sitio de Sistema
ligacdo efetiva ligacao
(Kbp)
(n)
(L.mol™)
288 1,2 x 10° 11 ASB/7-hidroxicumarina
288 1,7 x 10° 1,1 ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
293 1,4 x 10° 11 ASB/ 7-hidroxicumarina
293 1,4 x 10° 1,1 ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
310 1,5 x 10° 1,1 ASB/ 7-hidroxicumarina
310 1,3x 10° 1,1 ASB/4-metil-7-hidroxicumarina
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ASB x 7-hidroxicumarina

T J R.° E r° Ro(cm™) | r(cm™)
288K 1,56 x 10 | 1,84 x10°° 0,32 3,78 x10™° | 3,50x107 | 3,50 x10”’
293K 1,63x 10 | 1,92 x10°% 0,32 3,92x10% | 3,52x107 | 3,97 x10”
208K 1,81 x 10" | 2,14 x10™% 0,33 4,28x10%° | 3,58x107 | 4,02 x10”

ASB x 4-metil-7hidroxicumarina
T J R’ E R® Ro(cm™) | r(ecm™)
288K 1,31 x10 | 1,55x107% 0,20 5,99 x10°° | 3,40x107 | 4,26 x10’
293K 1,37 x 10" | 1,62 x10™% 0,20 6,36x10™° | 4,26x107 | 4,30 x10”’
208K 1,47 x 10 | 1,71 x10™% 0,18 7.52x10°° | 3,45x107 | 4,43 x10’
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	Figura 1- Esquema representativo de uma transição do tipo π-π*.
	Figura 2- Esquema representativo das energias eletrônicas e sua multiplicidade.

