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Resumo

Este trabalho teve por objetivo estudar a interacdo entre moléculas organicas e
anticorpos visando seu uso em sistemas de entrega de farmacos e diagnéstico fluorescente.
Foram investigadas moléculas organicas de porfirinas e anticorpos reativos a Herpesvirus
bovino, micro-organismo amplamente disseminado em rebanhos de corte e leite. Para o
desenvolvimento deste projeto foram empregadas técnicas espectroscdpicas de absorcao
UV/Vis, emissado fluorescente e espalhamento ressonante. Os resultados obtidos apresentaram
indicios de que a ligacdo entre as porfirinas e os anticorpos ocorre. As constantes de ligacdo
associadas a essa interagdao sugeriram alta afinidade das porfirinas pelos anticorpos. As
investigacGes da conformacgdao dos anticorpos indicaram que a sua estrutura enovelada nao é
significativamente afetada pelas porfirinas e os estudos de Transferéncia de Energia Ressonante
de Forster sugeriram que esse mecanismo pode ser o principal responsavel pela supressao da

fluorescéncia dos anticorpos pelas porfirinas.
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1 Introducao

1.1 Novas armas no combate a micro-organismos

Ha muito tempo, o controle de micro-organismos vem sendo uma preocupagao constante
para as civilizacGes. Ao longo de nossa histdria, parte significativa de muitas culturas foi
destruida por doencas causadas por micro-organismos. Atualmente, o controle desses
patégenos tem ocupado posicdo de destaque em pesquisas na area farmacoldgica. Podemos
citar, por exemplo, o advento dos farmacos antibioticos que obtiveram um grande sucesso no
combate a enfermidades microbianas nos ultimos 50 anos. Entretanto, observagées mais
recentes vém indicando que alguns patdgenos ja apresentam resisténcia a determinados
antibidticos [1, 2]. Nesse sentido, se torna evidente a necessidade de investimentos na busca
por formas alternativas de combate a micro-organismos patégenos.

A luta contra esses patégenos e outras moléstias (cancer, problemas dermatolégicos e
outros) utilizando radiacdo eletromagnética e moléculas organicas fotossensiveis tem sido
responsavel pelo desenvolvimento de novas técnicas que se mostram cada vez mais
promissoras [3]. Um trabalho pioneiro, considerado marco histérico, foi publicado por Raab em
1900, onde foi demonstrada a morte de micro-organismos quando expostos a luz solar e ao ar
na presenca de alguns corantes [4]. Trés anos apds a publicacdo dos trabalhos de Raab,
Tappenier e Jesionek apresentaram a inviabilizacdo de células tumorais pela acdo da luz na
presenca do corante eosina [5]. Apds um longo periodo sem contribui¢des significativas nesta
area, a pesquisa sobre o efeito fotodinamico de moléculas organicas aplicado a inativacdo de
micrébios tem atraido novamente a atencdo de muitos pesquisadores nas ultimas décadas [6 -

9].



A aplicagdo do efeito fotodinamico na inviabilizagao de células esta estabelecida em uma
forma terapéutica conhecida como Terapia Fotodinamica (PDT — Photodynamic Therapy). A PDT
tem obtido éxito no tratamento de cancer e nos ultimos anos tem sido aplicada para o controle
e combate de fungos e outros micro-organismos [3, 10, 11]. Além de matar micro-organismos
de forma eficaz, a a¢do fotodindmica pode ser uma solucdo interessante para o problema de
resisténcia adquirida. O termo frequentemente empregado para identificar a acdo
fotodinamica aplicada em micro-organismos é “Inativacdo Fotodinamica” (PDI - Photodynamic
Inactivation) [3].

Outra proposta que vem ganhando destaque na medicina moderna é a utilizagdo de
sistemas de entrega dirigida de farmacos, o qual visa aumentar a seletividade na distribuicdo
de farmacos bem como na agdo farmacocinética, reduzindo seus efeitos colaterais [12]. Dentre
os diversos sistemas de entrega de fdrmacos que vem sendo elaborados e apresentados na
literatura, o uso de anticorpos para vetorizacdo dos medicamentos a alvos especificos tem
obtido sucesso, especialmente em trabalhos que utilizam anticorpos reativos a antigenos
expressos por células tumorais [13 - 16]. Dessa forma, a ideia central do presente trabalho é
investigar a formag¢dao de complexos de anticorpos reativos ao micro-organismo Herpesvirus
Bovino com fotossensibilizadores (FS) visando uma forma alternativa de diagndstico e o

aumento da seletividade da a¢do fotodinamica na inativacdo desse virus.

1.2 Inativagao Fotodinamica de Micro-organismos

De uma forma geral, a acdo fotodindmica consiste na combinacdo de uma molécula
organica fotossensivel, oxigénio molecular (abundante em material biolégico) e luz visivel. O
mecanismo da acdo fotodinamica estd apresentado na Figura 1. Quando irradiada por luz com

um comprimento de onda especifico, a molécula organica fotossensibilizadora em seu estado



fundamental (So) sofre uma transicdao eletronica para um estado excitado (S1). A relaxacdo do
estado excitado (S1) pode ocorrer por processos radiativos (fluorescéncia) e ndo radiativos via
conversdo interna ou cruzamento intersistemas. Neste ultimo, a molécula sofre uma inversdo
de spin eletrénico formando o estado tripleto (T1).
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Figura 1: Mecanismos de a¢do da PDI [17].

Estando ainda no estado excitado (S1) ou (T1), a molécula pode perder elétrons para
moléculas em sua vizinhanga gerando, dessa forma, espécies reativas capazes de provocar
morte celular [18]. A inviabilizacdo celular que ocorre através da a¢do dessas espécies reativas
é conhecida como mecanismo do tipo I. No processo de relaxa¢cdo do estado tripleto para o
fundamental, o FS pode fornecer energia para o oxigénio molecular, em seu estado
fundamental tripleto, formando uma espécie altamente reativa, o oxigénio singlete, que
também pode provocar a morte de células [19]. A atividade citotdxica relacionada com essa via
de desativacdo do FS é conhecida como mecanismo do tipo Il.

Apesar dos mecanismos | e |l serem capazes de inviabilizar células, a atividade citotdxica

tem sido atribuida principalmente ao mecanismo do tipo Il [20]. Os mecanismos de acdo da PDI
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(tipos | e Il) faz dessa terapia uma técnica interessante no combate as possiveis adaptacoes
genéticas que deixam as células ou os micro-organismos mais resistentes aos farmacos tendo

em vista a diversidade de alvos moleculares dentro da célula [21].

1.3 Moléculas Organicas Fotossensiveis

Porfirinas sdo moléculas organicas que desempenham um papel fundamental na
natureza. Constituem, por exemplo, a clorofila, importante no processo fotossintético das
plantas, e o grupo heme que estd associado a estrutura da hemoglobina, responsavel pelo
transporte e armazenamento do oxigénio molecular nos animais [22]. Possuem em sua
estrutura um macrociclo contendo quatro anéis pirrdlicos que lhe proporcionam uma extensa

conjugacao m, conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2: Estrutura do ntcleo de porfirinas [23].

As porfirinas sdo caracterizadas por uma intensa absorg¢ao na regido préoxima de 400 nm
denominada banda de Soret ou banda B (Figura 3a), e outras quatro bandas entre 500-650 nm
conhecidas como bandas Q (Figura 3b). Embora os picos das bandas Q sejam bem menos

intensos que o pico da banda B, muitas aplicagdes sdo conduzidas usando fonte de luz vermelha



entre 620 e 635 nm, dentro da “janela terapéutica”, onde ocorre uma maior penetracdo da luz

em tecidos vivos [24].
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Figura 3: Espectro de absor¢do dptica de uma porfirina
mostrando a banda de Soret a) e as bandas Q b).

As porfirinas e derivados de hematoporfirinas ja vém sendo comumente empregadas na
PDT com boa eficiéncia [25, 26] e sdo consideradas fotossensibilizadores de primeira geragao.
Essas moléculas apresentam alta eficiéncia de formacdo de estados tripletos e de formacado de
oxigénio singleto e ainda possuem fluorescéncia quando excitadas com luz na regido do visivel
ou do ultravioleta proximo [25].

Outra classe de moléculas fotossensiveis de origem sintética e de estrutura préxima as
porfirinas sdo as ftalocianinas. Essas moléculas tém recebido atencdao para aplicagdes em
PDT/PDI nos ultimos anos devido a sua estabilidade, n3o-toxicidade no escuro e boa
penetrabilidade nas membranas celulares [27], além de possuir uma intensa absor¢do na regidao

de 600 — 800 nm, na janela terapéutica [28, 29].



1.4 Imunoglobulinas G

Tradicionalmente as proteinas do soro sanguineo sdo divididas em albuminas e
globulinas. Os anticorpos sdo encontrados no grupo das globulinas juntamente com as
lipoproteinas (proteinas responsaveis pelo transporte de lipideos). Os anticorpos também s3o
denominados Imunoglobulinas (lg) ressaltando a funcdo que eles desempenham no sistema
imunoldgico [30]. As imunoglobulinas sdo classificadas de acordo com sua estrutura em IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM, sendo que a IgG é a classe de moléculas de anticorpo mais abundante do
soro sanguineo [30]. A estrutura da IgG, anticorpo de interesse nesse trabalho, sera discutida
com mais detalhes adiante.

Os anticorpos estao presentes nos vertebrados e desempenham papel crucial na resposta
imunolégica contra todo tipo de patdégenos infecciosos e até mesmo contra substancias
estranhas nao-infecciosas [30]. Circulam pelos organismos dos vertebrados livres ou
conectados as membranas dos linfécitos B (células produtoras de anticorpos) e sdo capazes de
aderir precisamente a alvos especificos conhecidos como antigenos, que podem ser virus,

bactérias, toxinas, dentre outros.

1.5 “Drug Delivery”: uma proposta para o problema do alvo na PDI

A maioria dos farmacos frequentemente empregados nao possui alvo especifico o que
pode levar a efeitos colaterais. Os sistemas de drug delivery sdao construidos para direcionar o
farmaco ao alvo desejado, reduzindo tais efeitos. O direcionamento dos farmacos para locais
especificos aumenta o controle sobre sua liberacdo o que também permite maior eficacia no
tratamento com menores dosagens [31]. A ideia de se obter um sistema que possa guiar

farmacos a alvos especificos foi levantada por Paul Erlich no inicio do século passado [32] e



diversas propostas de nanoestruturas carreadoras tém sido apresentadas nas ultimas décadas
[33 - 35].

As moléculas organicas fotossensiveis apresentam certa seletividade e, em aplicacbes
oncoldgicas, tém sido explorada sua afinidade por células que se dividem rapidamente [36]. E
esperado que, quando isolados, nem a luz nem os agentes fotossensiveis sejam tdxicos, mas
qguando combinados acabem danificando o alvo desejado podendo atingir algumas das células
vizinhas. A elaborag¢do de um sistema imunoconjugado combinando agentes fotossensiveis e
anticorpos pode ajudar a resolver parte desses problemas. Afinal, os anticorpos sao capazes de
aderir a alvos especificos com elevada precisdo e ao transportarem os fotossensibilizadores,
esses compostos ficam aderidos apenas ao alvo, o que reduziria ou impediria os danos as células

vizinhas (Figura 4).

Figura 4: Representacdo esquemdtica da acdo
fotodindmica do imunoconjugado. Adaptado de [13].

Atualmente ja existem alguns trabalhos que demonstram a viabilidade do acoplamento
de fotossensibilizadores com anticorpos ou fragmentos de anticorpos especificos contra
receptores de células tumorais [37 - 39]. Existem também muitos estudos in vivo que vém

comprovando o aumento da seletividade da agdao fotodinamica de moléculas fotossensiveis



guando acopladas com anticorpos utilizados na terapia contra o cancer [13, 40]. No entanto,
nao existem relatos do acoplamento de fotossensibilizadores com anticorpos reativos a

Herpesvirus Bovino (BoHV), patdgeno de interesse para saude animal.

1.6 Imunoconjugado como ferramenta de inativa¢do e diagndstico BoHV

O BoHV, pertencente a familia dos herpesvirus, é responsavel por muitos prejuizos
econOmicos para a pecuaria leiteira e de corte, além de representar um obstaculo no comércio
internacional de animais vivos e seus subprodutos [41]. A infec¢cdo provocada pelo BoHV atinge,
dentre outros 6érgdos, os tratos respiratério e genital dos bovinos, sendo caracterizada,
principalmente, por duas manifestagdes clinicas: Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e
Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV). A infec¢do respiratdria muitas vezes evolui para quadros
respiratorios graves e a contaminagdo genital pode causar, dentre outros sintomas,
infertilidade nas fémeas [42]. Uma forma de transmissao importante ocorre através da cépula
ou por inseminacao artificial, sendo que nessa ultima o sémen ocupa posi¢cao de destaque na
disseminagdo do virus [43].

Diante disso, a investigacdo da incorporacdo de FS em anticorpos visa a obtencdo
imunoconjugados capazes de inativar o BoHV presente em material bioldgico ou subprodutos
de origem animal. Esses imunoconjugados mostram-se como potencial sistema de drug delivery
gue pode permitir que a inativacao fotodinamica proporcionada pelos FS seja especifica para o
BoHV presente em material bioldgico.

As técnicas de diagnodstico do BoHV utilizadas atualmente ocorrem através da deteccdo
do virus, ensaios moleculares para deteccdo do DNA viral, pela deteccdo dos componentes
virais ou imunoglobulinas geradas pela infecdo do patdgeno e por meio de testes soroldgicos

[44]. Espera-se que a caracterizacdo fotofisica dos imunoconjugados realizadas nesse trabalho



possa fornecer suporte para a implementacao de uma abordagem de baixo custo de diagndstico
e que, em tese, deve aumentar a sensibilidade e especificidade relativamente aos testes

soroldgicos utilizados atualmente.

1.7 O Papel da Fisica

Historicamente a Fisica vem fornecendo enormes contribuicGes para as areas de saude
através do desenvolvimento de tecnologias que auxiliam tanto no diagndstico com no
tratamento de muitas doencgas. O conhecimento da Fisica sobre a estrutura da matéria e a sua
interacdo com a radiagao eletromagnética tem promovido nas ultimas décadas um importante
avanc¢o na medicina. Além das tradicionais radioterapia e radiodiagndstico, podemos citar, a
revolugdao introduzida pelo LASER nas cirurgias mais delicadas, em procedimentos
oftalmoldgicos, na eliminagcdo de calculos renais e desobstrucio de artérias [45] e no
tratamento de cancer via PDT.

Portanto, a proposta desse trabalho é utilizar os conceitos fisicos sobre propriedades
Opticas de moléculas organicas fotossensiveis para subsidiar a utilizacdo dos imunoconjugados
em sistemas bioldgicos. Para dar suporte, diversos conceitos e metodologias da Fisico-quimica
serao empregados. A investigacdo mais detalhada desses imunoconjugados abrange ainda
diversas areas do conhecimento, tais como, Medicina Veterinaria Preventiva, Imunologia e
Farmacologia, Bioquimica e Biologia Molecular e Biofisica. Desta forma, a execucao deste
trabalho exige um esforco de carater multidisciplinar. A Fisica cabe oferece um conjunto de
técnicas e metodologias que permitem investigar as propriedades fotofisicas desses complexos,
avaliar sua eficiéncia e viabilidade, propor sistemas mais eficientes e novas metodologias ou

desenvolvimento de novas tecnologias.
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2 Objetivos

Este projeto de pesquisa tem por objetivo estudar a incorporacao de moléculas orgénicas
em anticorpos, visando seu uso como sistema de entrega de farmacos (drug delivery) e
fotodiagndstico de patdgenos.

Especificamente, serdao avaliadas as moléculas orgéanicas de porfirinas: meso-tetrakis(4-
fenilsulfonato)porfirina (TPPS) e meso-tetrakis(4-metilpiridil)porfirina (TMPyP). Os anticorpos a
serem estudados sdo reativos a Herpesvirus bovino (BoHV), um virus presente em rebanhos
bovinos de praticamente todo o mundo [41]. Para o desenvolvimento deste trabalho serdo
empregadas técnicas espectroscépicas de absor¢do UV/Vis, emissdo fluorescente, anisotropia
de fluorescéncia e espalhamento ressonante. Como objetivos especificos iremos avaliar a

incorporagao das porfirinas TMPyP e TPPS em anticorpos através:

1. Do monitoramento as alterages dos parametros fotofisicos (espectros de absor¢ao
e emissao fluorescente) devido a incorporagao dos FS nos anticorpos;

2. Das constantes de ligacdo e coeficientes de Hill obtidos a partir dos dados de
supressao de fluorescéncia associada a formac¢do de complexos;

3. Do estudo de Transferéncia de Energia Ressonante de Forster (FRET) na ligacdo

entre o anticorpo e as porfirinas.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Fotossensibilizadores

Foram utilizadas neste trabalho as porfirinas meso-tetrakis(4-fenilsulfonato)porfirina

(TPPS) e meso-tetrakis(4-metilpiridil)porfirina (TMPyP) adquiridas comercialmente.

Figura 5: Estruturas das porfirinas a) TPPS e b) TMPyP.

A porfirina TPPS (Figura 5 a) é um composto aniénico, de origem sintética, com boa
solubilidade em meio aquoso e que tem sido empregada com sucesso em Terapia Fotodinamica
[46, 47]. A TPPS apresenta a possibilidade de protonacdo em seu anel central quando se
encontra em ambiente acidos, com pH menores que 4,0 [17]. Em sua forma ndo protonada

possui altos rendimentos quanticos de formagdo de estado tripleto (¢ =0,78) [48] e de

produgao de oxigénio singleto (go,o =0,62) [49], caracteristicas importantes para os objetivos

desse trabalho.
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A porfirina TMPyP (Figura 5 b) possui carater cationico e além de possuir estabilidade para

um intervalo extenso de pH, apresenta boa solubilidade e baixa tendéncia para agregacado tanto
em meio aquoso quanto em solventes organicos [50]. Essa porfirina também apresenta alto

rendimento quantico de formagdao de oxigénio singleto ((p]O =0,77) [51]. O potencial

fototoxico da TMPyP tem sido aplicado com sucesso na inativacdo de fungos e outros micro-
organismo, como bactérias Gram-negativas sendo a sua natureza catibnica decisiva nesse

processo [52, 53].

3.1.2 Anticorpos

A 1gG, representada esquematicamente na Figura 6, isétipo de anticorpo utilizado neste
trabalho, é constituida por uma estrutura basica simétrica formada por duas cadeias leves
idénticas e duas cadeias pesadas também idénticas, onde, ao longo de toda a sua estrutura
existem unidades homoélogas repetidas denominadas dominios do anticorpo. Tanto a cadeia
leve quanto a pesada possuem uma regiao aminoterminal, que participa do reconhecimento
antigénico, e uma regido carboxiterminal que estd associada principalmente ao
reconhecimento do anticorpo pelas células do sistema imune.

E possivel observar poucas alteracdes na estrutura molecular fora das regiGes de
reconhecimento antigénico (dominios constantes Cy e C.) de anticorpos reativos para
determinado antigeno. Por outro lado, existe uma enorme variabilidade na conformacado
molecular dos locais de ligacdo ao antigeno (dominios variaveis Vu e V\). A hipervariabilidade
dessas regides, também denominadas “Complementarity Determining Regions — (CDRs) ” confere

aos anticorpos o poder de reconhecer qualquer corpo estranho ao organismo [30].
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Figura 6: Estrutura esquemdtica de um anticorpo. Nessa figura estdo
representados os dominios varidveis das cadeias leves (light - V) e pesados
(heavy - Vi) bem como os dominios constantes das cadeias leves (light - C,) e
pesadas (heavy - Cy). Estdo representados também as porgdes Fab (regiGo de
reconhecimento da IgG pelas células do sistema imune) e Fc (regido de
reconhecimento do antigeno). Adaptado de [54].

Os anticorpos empregados nesse projeto sao reativos a BoHV. Eles foram selecionados e
purificados pelo grupo do Prof. Dr. Guilherme Rocha Lino de Souza, no Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Goids.

3.2 Técnicas experimentais

Quando ocorre a incidéncia de radiacdo eletromagnética sobre uma amostra, podem
ocorrer diversos processos, tais como absor¢cdo, o espalhamento e a reflexdo. A parte da
radiacdo que incide na amostra e é absorvida, pode provocar uma transicido eletrbnica,
excitando as moléculas do material irradiado. Utilizando as técnicas de espectroscopia de

absorcdo, podemos quantificar a radiacdo absorvida em fungdao do comprimento de onda. Apds



14
a absorc¢do a molécula pode perder seu excesso de energia na forma de fotons, fluorescéncia e
fosforescéncia, que podem ser avaliadas através da técnica de espectroscopia luminescente. As
espectroscopias de absorcdo e emissdo fluorescente fornecem valiosas informacdes tanto
sobre a estrutura molecular do material em andlise quanto sobre suas interacdes com outros
sistemas. Para compreensdo desses mecanismos sera apresentado um modelo na préxima

secao.

3.2.1 Modelo fotofisico

O ponto de partida para o conhecimento das caracteristicas de moléculas orgénicas é
entender os processos fotofisicos envolvidos. Para isso, consideremos o diagrama de niveis de
energia, também conhecido como diagrama de Jablonski, Figura 7, consistindo de um estado
fundamental singleto (So), dois estados excitados singletos (S1 e S;) e um estado excitado
tripleto (Ta).

No equilibrio termodinamico, as moléculas se encontram no estado singleto fundamental
So. Apds a absorgdao de um féton de energia apropriada, esta molécula sofre uma transicao para
algum estado excitado, S10u S,. Uma vez no estado S;, por exemplo, a molécula ird perder parte
do excesso de energia por conversao interna (Cl) e atingir o estado Si1. A partir do estado S1 a
molécula podera relaxar por trés caminhos:

1. Retornar ao estado fundamental So por processo radiativo, através da emissao
fluorescente (F);

2. Retornar a So por processo nao radiativo de conversdo interna (Cl) ou

3. Sofrer um cruzamento intersistemas (CIS) formando o estado tripleto, devido a uma

inversao de spin [55].
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Figura 7: Diagrama de Jablonski mostrando: A (Absorg¢do), Cl (Conversdo Interna), RV (Relaxamento
Vibracional), F (fluorescéncia), CIS (Cruzamento Intersistemas) e P (fosforescéncia). Adaptado de [56].

Os estados tripletos tém um importante papel na acdo da PDT/PDI, pois € a principal via
para a a¢ao fotodinamica devido a formagao do oxigénio singleto (se¢do 1.2). A partir do estado
tripleto a molécula ainda poderd perder energia de forma ndo radiativa, por cruzamento
intersistemas, ou de forma radiativa por fosforescéncia.

A interagdo entre os FS e os anticorpos deve provocar mudangas nas caracteristicas
fotofisicas dos FS, tais como, na sua estrutura eletrbnica, niveis de energia, polarizabilidades,
dentre outros. Para uma completa investigacdo dos processos envolvidos é necessdria uma

série de técnicas espectroscépicas que serao listadas a seguir.
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3.2.2 Espectroscopia de absorgao

O processo de absorcdo da radiacdo pode ser descrito através da lei de Beer-Lambert, que
nos mostra a dependéncia entre a atenuacdo do feixe incidente com a concentracdo das

moléculas da amostra e a extensdo do caminho sobre o qual ocorre a absorcdo.

Considere um feixe de luz de intensidade I, incidindo numa amostra de caminho 6ptico /

e concentra¢gdo c, Figura 8. Em virtude das interagdes entre os fétons e as particulas

absorvedoras, a intensidade do feixe decresce de I, para I . A lei Beer prevé um decaimento

exponencial para a intensidade da luz incidente descrito pela relagdo:
1=1,.10"4 (1)

sendo A a absorbancia da amostra. A transmitancia 7 da amostra é a fracdo da radia¢do

incidente transmitida pela solu¢do, que pode ser expressa da seguinte forma:

T==— (2)

Cubeta contendo a amostra
de concentragdo ¢

Io

—

-]

Figura 8: Atenuacgdo do feixe de luz pela amostra [57].
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Aplicando o log na equacdo (1) a absorbancia A de uma solugdo fica relacionada com a

transmitancia de forma logaritmica, como mostrado na equacdo 3:
Iy
A=—logT=10g7 (3)

Por outro lado a lei de Beer-Lambert pode ser escrita em termos da absorbancia,

concentragao da amostra ¢ e do caminho éptico | do meio absorvente,
A=¢l.c (4)

sendo ¢ o coeficiente de absor¢cdo molar da amostra que é dependente da energia, ou
comprimento de onda, da radiagdo incidente. A relagdao (4) ndo é valida para concentragdes
muito elevadas, pois nessa situacdo as perdas por reflexdo e/ou espalhamento passam a ser
importantes [58]. Na pratica, para contornar o problema das concentragdes elevadas, utiliza-se
um caminho éptico menor e dessa forma a lei de Beer-Lambert continua sendo vdlida. A lei de
Beer-Lambert pode ser empregada de diversas formas. Podemos calcular o coeficiente de
absor¢dao molar das espécies se a concentragao for conhecida. Uma das grandes vantagens de
utilizar a equacgao (4) consiste em poder obter a concentra¢do de uma amostra se os valores da
absorbancia, coeficiente de absor¢do molar e caminho dptico forem conhecidos.

Os espectrofotémetros, figura 9, sdo equipamentos que permitem medir a razao entre as
poténcias dos feixes transmitido e incidente (forma experimental empregada para se obter o
valor da absorbancia). Vdrias dezenas de modelos de espectrofotometros estdo disponiveis
comercialmente. A maioria dos espectrofotbmetros cobre a regido do UV/Vis e,
ocasionalmente, a regido do infravermelho préximo.

No diagrama da Figura 9, a luz emitida pela fonte estavel (1) é recebida pelo seletor de
comprimento de onda (2) que seleciona uma regido limitada do espectro para a medida. Esse

seletor, em geral, € composto por um colimador de entrada, uma rede de difracdo que difrata
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a luz proveniente da fonte, e um colimador de saida que seleciona os comprimentos de onda
da luz difratada. Em seguida a luz passa pela amostra (3) e segue para o detector de radiacdo
(4) que converte a energia radiante em um sinal elétrico mensuravel que finalmente é

processado (5).

(1) )
4 50 5.0 -]
@) (3) Amostra ) 0 T 100
Seletor de — |
| » comprimento Tl — Detector -
de onda ol ol o
Fonte

Processador e leitor
de saida do sinal
Figura 9: Diagrama esquemdtico do funcionamento de um espectrofotémetro [57].

As lampadas de filamento de tungsténio/halogénio (WI;) sdo comumente empregadas
como fontes para a regiao visivel. Elas fornecem uma distribuicdo de comprimentos de onda de
320 a 2.500 nm. Geralmente, essas lampadas operam a uma temperatura de cerca de 2.900 K,
a qual produz radiagao util a partir de cerca de 350 até 2.200 nm [59]. Para a regido do UV,
normalmente se usa lampada de deutério, com boa emissdao de 160 — 375 nm. O material da
cubeta (recipiente que contém a amostra) deve transmitir a radiacdo na regido de comprimento
de onda do experimento. O vidro silicato comum é adequado para o uso na regidao do visivel e
apresenta a grande vantagem de ser de baixo custo. Na regido do UV, em comprimentos de
onda mais curtos que 380 nm, o vidro comeca a absorver e deve ser substituido por quartzo ou

silica fundida [59].

3.2.3 Espectroscopia de fluorescéncia

No processo de relaxacdo da amostra excitada, o elétron permanece no estado singleto

excitado por um tempo da ordem de nanosegundos. Este tempo é suficiente para que a
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molécula excitada interaja com o meio, tornando o processo de emissdao fluorescente
fortemente dependente da sua vizinhanca. A técnica de deteccdo de emissdo fluorescente é
muito importante pois fornece informacgGes valiosas sobre o meio em que a molécula se

encontra [56].

Enquanto a absorcdo fornece informacdes sobre o primeiro passo dos processos
fotofisicos, a espectroscopia de fluorescéncia permite avaliar os processos de relaxacdo e
transferéncia de energia. Esta Ultima pode ser empregada na sua forma estatica e temporal.
Através de estudos sistematicos empregando essas diferentes técnicas, podemos obter
parametros importantes como constante de ligacdo, taxa de supressao, rendimento quantico
de fluorescéncia, tempo de vida e anisotropia de fluorescéncia [60].

O diagrama da Figura 10 apresenta o principio de funcionamento de um
espectrofluorimetro, onde a luz de excitacdo emitida pela fonte (1) passa pelo seletor (2) e
incide na amostra (3). Outro seletor de comprimento de onda (2) é necessario para selecionar
os comprimentos de onda da emissdo. Como indica o diagrama, a detec¢do é feita sob um

angulo de 90° para evitar a radiacdo transmitia [61].

(5)
(3) Amostra (2) (4) ' .
Seletor de &X

> | comprimento [*™ Detector N S—

de onda e o o
t e _

Seletor de Processador ¢ leitor
comprimento de saida do sinal
de onda
(1) Fonte

Figura 10: Diagrama esquemdtico do funcionamento de um espectrofluorimetro [57].
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3.2.4 Anisotropia de fluorescéncia

A medida de anisotropia fornece informacdes sobre grau de rigidez de ambientes
moleculares ou sobre alteracdes nas dimensdées das particulas da amostra. Em uma solucdo
homogénea, as moléculas fluorescentes, ainda em seu estado fundamental, possuem
momentos de transicdo orientados aleatoriamente. Ao serem excitadas com luz polarizada,
somente os fluoréforos (moléculas fluorescentes) com momentos de transicdo na mesma
direcdo da polarizacdo da luz incidente irdo absorver.

A despolarizacdo da emissdo pode ser causada por alguns fen6menos que dependem
do tipo de amostra investigada, no entanto, essa despolarizagdo é devida principalmente a
difusdo rotacional. A rotacao de uma molécula em solugao ocorre em geral no intervalo de 50-
100 ps, com isso é possivel que uma molécula realize varias rotagdes enquanto estiver no seu
estado excitado cujo tempo de vida é da ordem de nanossegundos.

A Figura 11 mostra um esquema experimental de como podem ser obtidas medidas de
anisotropia. A amostra é excitada com luz polarizada na dire¢dao z, e na dire¢dao da emissdo é
colocado um polarizador que ora esta na direcao perpendicular, ora estd na mesma diregao de
polarizacdo da luz que excita a amostra. Dessa forma, é possivel obter uma estimativa da fragao

da luz polarizada incidente que nao sofre alteragdes significativas na sua dire¢ao de polarizagao.

Amostra

Fonte de qu 1‘ x
BP=1 |7

I,

[, Polarizadores

)

Figura 11: Diagrama esquemdtico da medida de
anisotropia. Adaptado de [61].
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A anisotropia de fluorescéncia é quantificada pela seguinte equacdo [62]:

I, -1,

rp=—m—, 5
Iy, 421, )

onde /, é aintensidade de luz emitida que esta polarizada paralelamente a luz incidentee 1,

é a intensidade de luz emitida que esta polarizada perpendicularmente a luz incidente. Observe

que quando 7, ~0 (sistema mais rigido) a anisotropia assume maiores valores e por outro lado
quando 7, =1, (sistema com mais mobilidade) a anisotropia é proxima de zero.

A medida da anisotropia de fluorescéncia é uma técnica importante no estudo da
conformacdo de proteinas, tendo em vista que a desnaturagdao da proteina aumenta a sua

flexibilidade resultando numa redugao da sua anisotropia [63].

3.2.5 Espalhamento ressonante de luz

Se um conjunto de moléculas polarizaveis sao irradiadas por luz, ocorre uma interag¢dao
entre o campo elétrico oscilante da luz incidente e a distribuigdo eletrénica das moléculas, de
tal forma que elas passam a apresentar uma polarizabilidade induzida pelo campo externo. Isso
promove uma oscilagdo nos elétrons que ird se comportar como pequenas antenas,
dispersando parte da energia em dire¢des diferentes daquela da radiacdo incidente. Esse é o
fundamento do fendmeno de espalhamento de luz [64]. A técnica de espalhamento de luz tem
sido utilizada para obter informacgdes sobre a forma de macromoléculas em solucdo e sobre
agregacao de croméforos [65].

A intensidade com que uma particula absorve ou espalha luz depende da sua forma e
tamanho e por isso espera-se que a formagdo de complexos entre moléculas aumente o
espalhamento de luz. Alguns trabalhos tém apresentado alteracbes nos espectros de

espalhamento de porfirinas devido a presenca de proteinas [66, 67]. A Figura 12 apresenta a
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combinacdo de nanobastdes, anticorpos e a técnica de espalhamento de luz no diagndstico de

um antigeno.
Yﬁntimrp& Espalhamento
Manobastio
Funcionalizagdo do
nanobastio
Antigeno

3 3
—_— —

Espalhamento

Figura 12: Esquema de uma aplicagdo da técnica de espalhamento de luz. O reconhecimento do
antigeno pelos anticorpos acoplados aos nanobastbes, promove um aumento das dimensées das
particulas da amostra, provocando, dessa forma, um aumento na intensidade da luz espalhada.

Adaptado de [68].

3.3 Metodologia

3.3.1 Rendimento quantico de fluorescéncia

Rendimento quantico de fluorescéncia é a razdao entre o numero de fétons emitidos pelo
numero de fdtons absorvidos. A expressdo para o calculo do rendimento quantico de

fluorescéncia ( ¢ ) é dada por:

OF (6)

ki +k,,
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onde k, € ataxa de emissdo fluorescente do fluoréforo e k,, € a taxa de decaimento atraves

de mecanismos ndo radiativos. No entanto, na pratica é mais facil determinar o rendimento
guantico de uma molécula fluorescente pela comparacdo com padrées de rendimentos

guanticos conhecidos, conforme a equacao a seguir [61]:

Ap o>
e 7)
Ir Ny

Nessa equacao, ¢ é o rendimento quantico de fluorescéncia, f é adrea delimitada pelo
espectro de emissdo, A é a absor¢dao e n, € oindice de refracdo do solvente da amostra. O

subscrito R se refere ao fluoréforo de referéncia com rendimento quantico conhecido. Ao
utilizar essa equagao deve-se ter o cuidado de trabalhar com baixos valores de absor¢do para
minimizar os efeitos de filtro interno que serd discutido a seguir.

Se o solvente da amostra referéncia for o mesmo da amostra em estudo, a razdo entre
os indices refracdo na equacgao (7) fica igual a 1. No entanto, para solventes diferentes essa

razao reflete a dependéncia da absorc¢do e da emissdao com o indice de refragao [61].

3.3.2 O efeito de filtro interno

A intensidade de fluorescéncia observada em uma amostra depende ndo somente da
absorcao no comprimento de onda de excitacdo, mas também da geometria de iluminagdo da
amostra e dos caminhos 6pticos percorridos pela luz na excitacdo e na emissdao. A geometria
comumente utilizada é a incidéncia de luz na face da cubeta sob um angulo reto, geometria
também empregada neste trabalho.

Considerando que a luz que excita a amostra é focalizada no centro da cubeta, parte
dessa luz é absorvida pela amostra ao longo do caminho dptico percorrido da face até o centro

da cubeta. Da mesma forma, parte da luz que é emitida a partir do centro da amostra sofre
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absorcdo ao longo do caminho déptico de emissdo (Figura 13). Essas atenuac¢des que ocorrem

na excita¢do e na emissao sdao conhecidas como efeito de filtro interno.

Diregdo de detecgdo da
emissdo

Dire¢do de incidéncia | oy

da luz g

Figura 13: Representac¢do da luz incidindo sob um dngulo
de 90° com a face da cubeta. Modificado de [61].

Sabendo disso, a intensidade de fluorescéncia corrigida F,,, em termos da intensidade

orr

de fluorescéncia observada F,,, é dada por [61]:

Aex‘lex‘*'Aem‘lemj

F, =Fobs-10( 2

corr

(8)

Nessa equagdo, A, é a absorbancia no comprimento de onda de excitagdo, /,, é o

caminho dptico de excitagdo enquanto que A,,, e [,, sao os respectivos parametros para a

em

emissdo. A equacdo (8) ndo e adequada para amostras muito concentradas, porem ela é
apropriada para os valores de concentragdes utilizados neste trabalho. Existem portanto
alternativas mais sofisticadas de corre¢des de filtro interno quando ndo é possivel trabalhar nos

limites de validade da equacdo (8), isto &, baixa concentracdo ou caminho éptico curto [69].

3.3.3 Preparagdo das amostras de IgG

A partir de uma amostra inicial de 600 pL de IgG a uma concentracdo de 21,3 uM foram
preparadas solucbes estoques em aliquotas de 50 uL e congeladas individualmente. Esse

procedimento foi adotado visando evitar uma possivel desnaturagdo dos anticorpos em
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consequéncia de sucessivos congelamentos/descongelamentos. As concentracdes de 1gG

foram calculadas pela lei de Beer-Lambert, equacdo (4), considerando géggnm =21-10° M 'em™

[70]. Umaaliguota de 20 ulL da solucao estoque foi diluida em 830 plL de PBS (pH 7,4), resultando
em uma amostra de 850 pL de solucdo de IgG com concentra¢do 0,3 pM. A partir dessa amostra,

foram obtidos dois volumes de 400 pL que foram utilizados nos experimentos.

3.3.4 Preparacdo das amostras de porfirinas

Foram preparadas inicialmente amostras de 53,0 uM de TMPyP
(i =23.10° M 'em™) [71] e 45,5 pM de TPPS (&l1FS =13-10° M 'em™) [72]. Essas
amostras foram diluidas em PBS (pH 7,4) para se obter solugdes estoques de TMPyP e TPPS com

concentragdes de 37,7 uM e 37,0 uM, respectivamente. As concentra¢des de porfirinas

também foram obtidas pela equacdo (4).

3.3.5 Monitoramento dos espectros de absorc¢do e fluorescéncia

Aliqguotas de 10 pL das solugbes estoque de porfirina foram adicionadas
sequencialmente as solucdes de IgG (0,3 uM). Com esse procedimento, fizemos a concentracgao
de TMPyP variar de 0,92 uM até 7,54 uM e a concentrac¢do de TPPS variar de 0,90 uM até 7,40
UM. Para monitorar a interagdo entre as porfirinas e a 1gG, foram obtidos os espectros de

absorcdao e emissao. Todos as medidas foram realizadas a temperatura ambiente.

3.3.6 Aparato experimental

As medidas de absor¢do UV/Vis foram realizadas com um espectrofotébmetro modelo
LAMBDA 950 UV/Vis/NIR Spectrophotometer, marca Perkin-ElImer, e as medidas de

fluorescéncia em um espectrofluorimetro modelo Fluorolog-FL3-221, marca Horiba/Jobin-Yvon
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Inc, no laboratério de Fisica dos Materiais do IF/UFG. Foram empregadas cubetas de quartzo

com duas faces polidas.
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4 Resultados e discussoes

4.1 Investigacdo da formagdo de complexos entre as porfirinas e IgG

A Figura 14a apresenta os espectros de absorcdo da solucdo de IgG com adicao de TMPyP
até a concentracdo de 7,5 uM. Na Figura 14b estd o espectro de absorcdo da solucdo de IgG
acrescida da concentracdao maxima de TMPyP, e no destaque vemos a comparacdo das bandas
Q com as bandas Q da TMPyP na auséncia de IgG. Para realizar essa comparacdo os espectros
foram normalizados em 519 nm. Na Figura 14c estdo evidenciadas as alteracdes que ocorrem
na banda da absorg¢do da IgG (280 nm) decorrentes do acréscimo de TMPyP. Em todos os
espectros de absorgao obtidos apds a adigao de porfirina foram feitas as corre¢des na absor¢do
devido a dilui¢ao.

Nos espectros da Figura 14a podemos identificar as bandas do anticorpo préximo a 280 nm
e as bandas da TMPyP a medida em que a concentra¢do dessa porfirina aumenta na solugao.
Ao observarmos a comparagao apresentada na Figura 14b, percebemos uma sensivel mudancga
no perfil das bandas Q da TMPyP quando comparado com o perfil dessas bandas na auséncia
de IgG. Nessa comparacao, é possivel observar um deslocamento da banda em 556 nm para o
vermelho enquanto que as bandas em 584 nm e 640 nm ficam menos evidentes.

O exame cuidadoso da Figura 14c mostra que ndo sdao observados deslocamentos no
intervalo 280-292 nm a medida que a concentracdo de TMPyP aumenta na solug¢do. As
alteracdes de perfil que ocorrem nessa regido sao devidas a sobreposicao da absor¢cdo da

TMPyP.
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Figura 14: a) Espectros de absorgdo da solugdo de IgG com o acréscimo da concentragéio de TMPyP até 7,5 uM b) Detalhe das
alteragées ocorridas nas bandas Q (normalizadas em 519 nm) da TMPyP na presenga de IgG c) Detalhe da absorg¢do na banda
da IgG (280 nm).
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Na Figura 15a estdo apresentados os espectros de absorcdo da solucdo de IgG com

acréscimo gradual de TPPS até a concentracdo de 7,4 uM. Na Figura 15b estd o espectro de

absorcdo da solucdo de IgG acrescida da concentracdo maxima de TPPS, e em destaque esta a

comparacdo das bandas Q com as bandas Q da TPPS na auséncia de IgG. Para realizar essa

comparacdo os espectros foram normalizados em 517 nm. A Figura 15¢ mostra as alteracgoes
gue ocorrem na banda da absorc¢do da IgG (280 nm) decorrentes do acréscimo de TPPS.

A comparacdo entre as bandas Q, apresentadas na Figura 15b, mostra uma mudanca de
perfil especialmente das bandas em 644 nm e 580 nm. Pode-se perceber também um
deslocamento para o azul das bandas em 644 nm e 558 nm.

A Figura 15c mostra os detalhes das mudangas ocorridas na banda de absor¢dao do
anticorpo (280 nm). Na presenca de concentragdes crescentes de TPPS, a banda do anticorpo
sofreu um aumento em sua intensidade. Entretanto, ndao foram observadas mudancas no perfil
da banda e nem deslocamentos do pico.

Os espectros de absor¢ao e emissdao das porfirinas sdo sensiveis a modificagdes em sua
estrutura tais como a introducdo de dtomos centrais e sua protonagdo. Apresentam ainda
alteracBes (deslocamentos, supressdo/criacdo de bandas e aumento de intensidade) com
formacdo de agregados e complexos [73 - 75]. Monitorar os espectros de absor¢do é uma
maneira simples e Util que pode ser utilizada para detectar mudancas estruturais das moléculas
e a formacao de complexos [76]. A comparacdo entre os espectros de absorcao normalizados
apresentados nas Figuras 14b e 15b, mostram mudancas de perfil das bandas Q. Essa mudanca
apresenta indicios que a ligacdo entre as porfirinas e o anticorpo esta ocorrendo, e portanto, o

processo de supressao de fluorescéncia estatico pode existe na interacao [76].
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Existem muitos relatos da utilizacdo da emissdo e absorc¢do de proteinas com o objetivo
investigar a sua estrutura e ainda obter informacdes sobre complexos ligante-proteina [77, 78].
As caracteristicas de absorcdo e emissdo intrinseca das proteinas é devida a trés tipos de
residuos de aminodcidos aromaticos: tirosina (Tyr, Y), triptofano (trp, W) e fenilalanina (Phe, F).
Os espectros via coeficiente de absorcdo molar (A) e emissdao fluorescente (E) desses

aminoacidos em solucdo aquosa (pH 7) estdao apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Espectros de absor¢do (A) e emissdo (E) dos aminodcidos aromdticos em solugdo aquosa e

pH 7. Adaptado de [61].
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Os espectros da Figura 16 mostram que se a proteina for excitada em 280 nm, o que
corresponde ao comprimento de onda de excitacdo da IgG nesse trabalho, a fenilalanina
praticamente n3do é excitada. Com isso a absor¢do nessa regido é praticamente devida a tirosina
e triptofano. Entretanto, o pico de emissdo permite identificar qual o principal aminoacido
fluorescente.
A manutencdo do perfil (semelhante ao perfil da absorcdo de Trp na Figura 16) das
bandas de absor¢do da IgG com a adicdo das porfirinas (Figuras 14c e 15c) sugere que a

conformacdo da IgG ndo sofre alteragdes significativas.

4.2 Estudo da conformacdo dos anticorpos

A Figura 17 apresenta os espectros de emissao do anticorpo com excitagdo em 280 nm
na presenga de concentracdes crescentes de TMPyP (Figura 17a) e TPPS (Figura 17b). Foram
realizadas as corre¢des devidas ao efeito de filtro interno, equacdo (8), em todos os espectros
de emissao.

Os espectros da Figura 17 mostram a supressao sofrida pela fluorescéncia da IgG devido
ao aumento gradual das concentra¢des de porfirinas. Em ambos os espectros ndao foram
observadas mudancgas no perfil das bandas e nem deslocamento dos picos de emissdao durante
o processo de supressao da fluorescéncia.

De posse das curvas de emissao para cada valor de concentragao de porfirina, [porfirina],

construimos os graficos da Figura 17c. Nesse grafico, ¢ é o rendimento quantico de

fluorescéncia na presenga do supressor (porfirina), ¢, é o rendimento quantico de

Po—¢ _Ap
Do Do

fluorescéncia na auséncia do supressor, de tal forma que a razao representa a

fracdo da fluorescéncia inicial que é suprimida para uma dada concentragado de supressor.
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Os pontos foram ajustados pela funcdo sigmoide:

= +— A
yX) =oq n (9)
1+€(x xo)/dx
~ A e . A , o
onde y representa a fragao da fluorescéncia inicial suprimida| y=—- |, x é a concentragdo de
Do
- . (s e A - Ap
porfirina, &, é o valor maximo da fragao inicial de fluorescéncia suprimida | ¢, =| — € Xo
Do mdx

€ a concentracdo de porfirina correspondente a metade da fragdo maxima de fluorescéncia que
pode ser suprimida. Os valores de «; obtidos do ajuste sigmoide mostraram uma saturagdo de
91% para o supressor TPPS e 83% para o supressor TMPyP, isto é, 9% da fluorescéncia da I1gG

nao esta acessivel a TPPS e 17% dessa fluorescéncia ndo é acessivel a TMPyP.
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Figura 17: Espectros de emissdo do anticorpo na presenca de concentragdes crescentes de a) TMPyP e
b) TPPS, c) curvas de saturagéio das supressdes de fluorescéncias de IgG por TPPS e TMPyP.
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Os espectros de emissdao de proteinas sdo muito sensiveis as possiveis mudancas de
conformacdo. Alteracdes na sua estrutura podem expor os residuos aromaticos, e com isso
modificacdes importantes sdo observadas no perfil da emissdao [79]. A Figura 18 ilustra como a

exposicao do triptofano pode afetar os espectros de emissao.

Intensidade

1 1 L 1 | 1

1
300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 18: Efeito da exposi¢Go do triptofano no espectro de emissGo. A perda da estrutura enovelada
da proteina, isto é, a maior exposi¢do dos residuos de triptofano provoca um deslocamento das bandas
de emissdo para o vermelho, além de uma forte mudang¢a no perfil das bandas de emisséo. Adaptado

de [61].

Tanto na supressao de fluorescéncia de IgG por TMPyP quanto na supressao de I1gG por
TPPS, ndo observamos deslocamentos e nem mudancas no perfil das bandas de emissao de IgG
(Figura 17) reforcando os indicios de que o anticorpo ndo sofreu mudancas significativas na sua
conformacdo. A manutencdo da conformacdo da IgG quando ligada a porfirina é fundamental

para a viabilidade da sua utilizacdo como estruturas carreadoras de porfirinas para alvos
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especificos, tendo em vista que o reconhecimento do antigeno esta intimamente associado a
conformacdo do anticorpo.

Os perfis e comprimentos de onda de emissdo (343 nm) dos espectros da Figura 17,
guando comparados com o perfil e comprimento de onda de emissdo do triptofano na Figura
16, sugerem que o triptofano é o principal residuo fluorescente da IgG. Entretanto a emissao
em 343 nm indica que existem residuos de triptofanos que estdo contidos no interior da
estrutura enovelada do anticorpo, conforme mostra a Figura 18. O ajuste sigmoide da Figura
17c revela que 17% da fluorescéncia da IgG ndo pode ser suprimida pela TMPyP e que 9% nao
sofre supressao pela TPPS. Uma molécula de IgG tipica possui 18 residuos de triptofano [80],
dessa forma podemos dizer que a fluorescéncia de trés residuo de triptofano da IgG nado é
acessivel a TMPyP e que a fluorescéncia de apenas um residuo de triptofano nao sofre
supressao pela TPPS. Esse fato indica que existem regides da I1gG que ndo sdo acessiveis as
porfirinas e, além disso, a porfirina TPPS (anidnica) parece possuir uma maior facilidade de
penetra¢do na estrutura enovelada da IgG.

O estudo da conformacdo de imunoglobulinas G e sua interacdo com ligantes, através
da anisotropia de fluorescéncia, pode fornecer informacgdes valiosas sobre o quanto a formacgao
de complexos com outras moléculas afetam a sua estrutura [81]. Fizemos, entdo, o uso dessa
técnica para investigar se os anticorpos perdem a sua estrutura na presenca das porfirinas.

As medidas de anisotropia foram feitas pelo equipamento Fluorolog-FL3-221 na
configuragdo apresentada pela Figura 11 da secdo 3.2.4. Essas medidas foram realizadas antes
da adicdo das porfirinas nas solucdes de IgG (0,3 uM) e apds termos obtido as concentragdes

maximas de porfirina nas solugdes de IgG. Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores das anisotropias para as solugbes de anticorpo na auséncia e
na presenca de porfirinas.

Anisotropias

Somente IgG I1gG + [Porfirina]max
TMPyP 0,4 £0,2 0,6+0,2
TPPS 0,6+0,2 0,7+0,2

Cada valor de anisotropia apresentado na Tabela 1 é uma média de 20 medidas.
Podemos observar que os valores de anisotropia ndo sofrem alteragdes significativas, sendo
gue as variagdes observadas estdao contidas nas incertezas associadas as medidas.

Nao é esperado que a incorporacgao da porfirina no anticorpo provoque mudangas nos
valores de anisotropia, pois, sua massa molecular (= 1kDa) [82] € muito menor que a massa

molecular da IgG (~150kDa ) [30] e, portanto, a mobilidade da IgG praticamente ndo é afetada.

Por outro lado, os valores de anisotropia mostram que a conformacdo da IgG nao sofre
modificacdes importantes na presenca das porfirinas, pois, mudancas drdsticas em sua
geometria provocariam reduc¢des nos valores de anisotropia [81].

Na Figura 19 estdao apresentados os espectros de espalhamento de luz que foram obtidos
das solugdes de 1gG (0,3 uM) antes da adicdo de porfirina e apds a obtencdo da mdaxima
concentracao de porfirinas em solucao de IgG.

Podemos observar que o perfil dos espectros de espalhamento na presenca de porfirina,
para comprimentos de onda fora dos vales apresentados, ndo mostram modificacbes
significativas quando comparados com os espalhamentos na auséncia de porfirinas. Os vales
proximos a 420 nm sdo devidos a absorcao da banda de Soret nesta regiao.

Os espectros de espalhamento de luz estdo em concordancia com os valores de

anisotropia e com o que mostra os espectros de absorcao e emissdo. O espalhamento de luz é
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sensivel as mudancas nas dimensdes das particulas da amostra [74, 75, 83], com isso ndo é
esperado que a incorporacao das porfirinas em IgG provoque aumentos significativos na
intensidade de espalhamento, pois as moléculas de porfirinas [84] sdo muito menores que os
anticorpos [85]. Também nao foram observadas alteragGes nos espectros de espalhamento que

pudessem ser atribuidas a perda da estrutura enovelada dos anticorpos.
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Figura 19: Espectros de espalhamento na presen¢a e na auséncia de a) TMPyP e b) TPPS.
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4.3 Avaliacao da afinidade das porfirinas por IgG

Os parametros que refletem a afinidade das porfirinas pelos anticorpos podem ser
obtidos através dos dados de supressdo da fluorescéncia. Supressdo da fluorescéncia é
gualquer processo que diminui a intensidade da fluorescéncia de uma amostra. Essa técnica
tem sido amplamente utilizada como fonte de informagles sobre sistemas biofisicos e
bioquimicos [86 - 88]. Varias interacGes moleculares resultam em supressao de fluorescéncia:
reacOes de estado excitado, rearranjos moleculares, formacdo de complexo no estado
fundamental (supressdao estatica), supressdao devido as colisGes moleculares (supressdao
dinamica) e transferéncia de energia [61].

Na supressdao dinamica ocorre a difusdao do supressor para o fluoréforo durante o seu
tempo de vida de estado excitado e apds a colisao, o fluoréforo retorna ao estado fundamental
sem emissao de fotons. De modo geral a supressdao dinamica ocorre sem nenhuma alteragao
permanente nas moléculas envolvidas no processo, isto é, sem reacdo quimica. Por outro lado,
na supressao estatica ocorre a formagao de um complexo ndo fluorescente no estado
fundamental e a fluorescéncia que se observa da amostra é proveniente dos fluoréforos nao
complexados [61].

O estudo de supressdo da fluorescéncia de proteinas fornece informacgdes valiosas sobre
interacGes de ligantes com proteinas [89]. Geralmente a interacdo de uma proteina (P) e um
ligante (L) resulta na formacdo de um complexo (PL) e pode ser descrita por uma equacado de

equilibrio do tipo:
P+L<>PL. (10)

Podemos associar uma constante de equilibrio K, a equacdo (10), de tal maneira que
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K, = et (11)

© [PlL]

A constante K, reflete a afinidade do ligante a proteina, sendo denominada também de
constante de associacdo ou constante de ligacdo [90]. Por isso, quanto maior for a constante
de ligacdo, mais alta é a afinidade do ligante pela proteina.

Podemos escrever a fragao 6 dos sitios de ligagdo da proteina que sdao ocupados pelo

ligante da seguinte forma,

0 sitios deligag¢do ocupados [PL]

= 12
total desitios deligagdo [PL]+ [P] ' (2

onde o denominador representa a soma de todos os sitios da proteina, ocupados [PL] e

desocupados [P]. Substituindo a equagdo (11) em (12) e rearranjando os termos obtemos:

(13)

| . I , I .
onde K, ' é constante de dissociacao, o reciproco da constante de associagdao. A partir de

a
equacdo (13) podemos ver que K, deve ser apresentado em unidades de concentracdo para
que a fragdo & continue adimensional.
Para uma proteina com n sitios de ligacdo, a equagao de equilibrio fica de seguinte

maneira:

P+nL<PL, . (14)

A expressdo para @ fica:

6»:L . (15)
[L]n +K,
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Rearranjado os termos e tomando o log de ambos os lados obtemos:

log[%j:nlog[L]—long. (16)

A equacdo (16) é conhecida como equacado de Hill e um gréfico de log(%J em funcdo

de log[L] fornece n como coeficiente angular e a partir do coeficiente linear podemos obter a

constante Ky.

A correspondéncia entre a equacdo de Hill e a supressdo de fluorescéncia de uma
proteina é feita através do parametro 6. Na pratica, a estimativa desse parametro é dada pela
fracdo da fluorescéncia inicial da proteina que é suprimida na presenca do supressor. Quando
fazemos essa correspondéncia, estamos dizendo que a fluorescéncia que estd ao alcance do
ligante/supressor em determinado sitio de ligacdo é suprimida, e que a fluorescéncia observada
é proveniente de regides da proteina onde se encontra os sitios de ligacdo desocupados.

Portanto a correspondéncia fica da forma:

0= =—, (17)

com, F, e F sendo as intensidades de fluorescéncia da proteina na auséncia e na presenga do

supressor, respectivamente.

Obtivemos o parametro @, para a construgao dos graficos de Hill associados as
supressdes de fluorescéncia apresentada na Figura 17, porém, utilizamos os rendimentos
guanticos ao invés das intensidades de fluorescéncia com o objetivo de evitar as modificacdes
causadas na emissdo devidas as variacdes na absorcdo quando adicionamos porfirina na

solucdo de IgG [91].
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Os valores de rendimentos quanticos estdo resumidos na Tabela 2, sendo que o

rendimento quantico de referéncia utilizado foi o da prépria IgG na auséncia de porfirina,

or =0,06 [92].
Tabela 2: Rendimentos qudnticos para as medidas de supresséo de

fluorescéncia da IgG por (a) TMPyP e (b) TPPS.

(a) (b)
IgG (0,3 uM) 0,060 IgG (0,3 uM) 0,060
IgG + TMPP (0,92 uM) | 0,053 IgG + TPPS (0,90 uM) | 0,046
IgG + TMPP (1,80 uM) | 0,045 IgG + TPPS (1,76 uM) | 0,032
IgG + TMPP (2,63 uM) | 0,039 IgG + TPPS (2,58 uM) | 0,025
IgG + TMPP (3,43 uM) | 0,034 IgG + TPPS (3,36 uM) | 0,019
IgG + TMPP (4,19 uM) | 0,029 IgG + TPPS (4,11 uM) | 0,016
IgG + TMPP (4,92 uM) | 0,025 IgG + TPPS (4,83 uM) | 0,014
IgG + TMPP (5,61 uM) | 0,022 IgG + TPPS (5,51 uM) | 0,011
IgG + TMPP (6,28 uM) | 0,019 IgG + TPPS (6,17 uM) | 0,010
IgG + TMPP (6,92 uM) | 0,018 IgG + TPPS (6,80 uM) | 0,008
IgG + TMPP (7,54 uM) | 0,016 IgG + TPPS (7,40 uM) | 0,007

A Figura 20 mostra os espectros de supressao de fluorescéncia acompanhados dos seus

respectivos graficos de Hill.
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Figura 20: Espectros de supressdo de fluorescéncia com os respectivos

grdficos de Hill para a) TVIPyP e b) TPPS.

A partir da inclinagdo e da intersec¢do com o eixo vertical do grafico de Hill podemos
obter o coeficiente de Hill e a constante de dissociacdo, respectivamente, conforme mostra a
equacdo (16). O valor de constante de associacdo ou ligacdo é obtido pelo inverso da constante

de dissocia¢do. Os valores desses parametros estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Valores dos coeficientes de Hill e constantes de ligagdo para interag¢do das
porfirinas TMPyP e TPPS com IgG.

Coeficiente de Hill n,, Constante de ligagdo K, (M)
TMPyP 1,48 + 0,02 (1,2 +0,2) x 108
TPPS 1,49 + 0,02 (3,2 + 0,5) x 108

Os valores de constantes de ligacdo apresentados na Tabela 3 sdo comparaveis aos
valores de constantes de ligacdo relativos a afinidade de imunoglobulinas G pela parede celular
bacteriana de estreptococos [93]. A constante de ligacdo para a interacdo de TPPS (anidnica)
com IgG é cerca de trés vezes a constante de ligagdo associada a incorporacdao de TMPyP
(catidnica) com o anticorpo, indicando portanto uma mior afinidade da porfirina TPPS pela IgG.

A Tabela 3 ainda mostra que os valores dos coeficientes de Hill para as duas porfirinas
sdo praticamente iguais. E importante destacar que o valor de n obtido experimentalmente nio
reflete o nimero de sitios de ligacdo e sim o grau de interagdo entre eles. Por isso, a inclinagao
da reta obtida da equagao (16) é definida como coeficiente de Hill, isto €, n=n, . Quando
ny =1, a ligagdo do ligante ndo é cooperativa. Isto ocorre quando as subunidades da proteina
ndo se comunicam entre si [90]. Se n, >1 (cooperatividade positiva) a ligagdo de uma molécula

de ligante facilita a ligag¢do de outras, e quando n, <1 (cooperatividade negativa) a ligagdo de

uma molécula do ligante interfere com a ligacao de outra [94].

O limite superior tedrico para o coeficiente de Hill ocorre quando ele é igual ao nimero
de sitios de ligagdo (n=ny ) e, nessa situagdo a ligacdo seria totalmente cooperativa, isto é, os
ligantes ocupariam todos os sitios da proteina simultaneamente e n3ao haveria nenhuma

proteina parcialmente saturada sob qualquer condi¢do. Na pratica, esse limite nunca é atingido,
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e o valor experimental de n, é sempre menor que o numero de sitios de liga¢do da proteina

[90].

4.4 Transferéncia de energia ressonante de Forster

A teoria de transferéncia de energia ressonante de Forster (Forster resonance energy
transfer — FRET) tem sido amplamente empregada em estudos de fluorescéncia de
biomoléculas [95 - 97]. O uso disseminado de FRET é devido as distancias favoraveis para
ocorréncia de transferéncia de energia que é tipicamente do tamanho de uma proteina. Além
disso, as distancias de FRET sao facilmente calculadas a partir das propriedades espectrais da
amostra em estudo [61].

FRET é um fen6meno que pode ser explicado tanto pela Eletrodinamica Cldssica quanto
pela Eletrodinamica Quantica. A transferéncia de energia ocorre entre uma molécula doadora
no estado excitado e outra molécula receptora no estado fundamental se existir sobreposicao
entre o espectro de emissdao do doador e o espectro de absor¢do do receptor. A transferéncia
de energia é um dos processos através do qual a supressao de fluorescéncia de um fluoréforo
pode ocorrer, contudo é importante ressaltar que ndo ocorre aparecimento de fétons na
transferéncia, mas sim uma interacdao dipolo-dipolo de “longo alcance” entre o doador e o
receptor.

Além do grau de sobreposicao espectral, a taxa de transferéncia de energia depende do
rendimento quantico do doador, da orientacdo relativa entre os dipolos de transicdo e da
distancia entre as moléculas doadoras e receptoras. A taxa de transferéncia de energia é

calculada por [98]:

6
k =i(ﬁJ , (18)
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com 7, sendo o tempo de vida do doador na auséncia do receptor, R, é a distancia de Forster

e r é adistancia entre o doador e o receptor.

A distancia de Forster R, é dada por [98]:

0

K’ ?p 4
o !FD (M) ep(A) AtdA (19)

RO = 0,21

Nessa equacdo, o termo x2 é um fator que esta associado a orientacio espacial relativa

dos dipolos elétricos do receptor e do doador, ¢, é o rendimento quantico do doador na
auséncia do receptor, n, é oindice de refracdo do meio, F, é a intensidade de fluorescéncia

do doador normalizada a unidade, ¢, € o coeficiente de absor¢do molar do receptor em

(M 'em™) e 21 é o comprimento de onda em (nm). Com essas unidades para o coeficiente de
absor¢dao molar e comprimento de onda, o raio de Forster é dado em angstron. Na pratica utliza-

Ly 2 . o .. .
se o valor médio de =3 para orientagdes completamente aleatdrias entre os dipolos

elétricos [98].
Outro parametro importante no estudo da transferéncia de energia é a eficiéncia de

transferéncia que pode der defina como:

kg

Ezl— (20)
—+ kg
()
Substituindo a equacdo (18) em (20), obtemos
R.6
E:+. (21)
R, + 76

A equacdo (21) mostra que para a distancia entre o doador e receptor igual a distancia

de Forster a eficiéncia de transferéncia de energia é igual a 50%.
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A Figura 21 ilustra o processo de transferéncia de energia e seu respectivo diagrama de
Jablonski entre uma proteina e uma molécula receptora, decorrente da excitacdo dos residuos

de triptofanos da proteina.

Excitacdo (a)

Sljwiﬁm—_fﬂﬁi___:p:
: e 5
i R
(a)| (c) i ; (d)
Emissﬁ&fl‘r@ i" ——————————— s
5 Proteina S T Receptor
Receptor .
Triptofano

Figura 21: Representagdo esquemdtica da excita¢do dos residuos de triptofano (a), as
relaxagdes vibracionais (b), emissdo fluorescente do triptofano (c) e a emissdo do
receptor (d). Adaptado de [99].

No diagrama de niveis de energia da Figura 21 estdo representadas a absor¢do da luz pelo
triptofano (a), as suas relaxacdes vibracionais (b) e emissdo fluorescente (c). O diagrama
evidencia também a necessdria sobreposicdo entre os niveis de energia do doador e do receptor
para que FRET ocorra e a emissdo do receptor (d).

A sobreposicdo entre os espectros de emissao do doador (IgG) e os espectros de absor¢do
em termos de coeficiente de absor¢gdo molar do receptor (porfirina) exigida para que a

transferéncia de energia ocorra estdo apresentadas na Figura 22.
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Figura 22: Sobreposi¢bes espectrais entre a emissdo da IgG e o espectro de absor¢do molar das
porfirinas a) TMPyP e b) TPPS.

Os valores da distancia de Forster dada pela equacdo (19) e as integrais de sobreposicao
espectral estdo apresentados na Tabela 3. Nessa tabela também estd a distancia entre o doador
e o receptor para que toda a supressao de fluorescéncia observada nos espectros da Figura 17

seja devida a FRET. Essa distancia foi calculada pela equacdo (21).
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Tabela 4: Pardmetros de FRET para as porfirinas TMPyP e TPPS.

Integral de Distancia de Distancia entre o
sobreposi¢cao Forster doador e o receptor
(Mtcminm?) (nm) (nm)
TMPyP 4,3 x 101° 6,0 5,0
TPPS 5,0 x 106 6,2 4,6

A distancia entre o receptor e o doador, Tabela 4, para que toda a supressdo observada
nos espectros de emissao da Figura 17 seja devida ao mecanismo de FRET sao menores que a
maior dimensdo da 1gG (~10nm) [85].

Conforme indicaram as analises dos espectros de absor¢do e emissao, a supressao
ocorre devido a formagdo de complexo entre a IgG e as porfirinas, dessa forma a supressdo da
fluorescéncia do anticorpo ocorre no maximo a uma distancia igual a sua maior dimensao. Com
isso o mecanismo de FRET pode ser o principal reponsavel pela supressdao da fluorescécia
proveniente dos residuos aromaticos da IgG.

Os resultados obtidos através do estudo de FRET em conjunto com todos os outros
resultados sugerem que, apesar de ocorrer a formag¢dao de complexo entre as porfirinas e os
anticorpos, o contato direto entre as porfirinas e os residuos fluorescentes da 1gG n3do é o
principal responsavel pela supressao da fluorescéncia observada. Acreditamos que a geometria
enoelada dos anticorpos promovem uma blindagem dos residuos aromaticos de tal forma que
as porfirinas/supressoras permanecem a uma distancia média equiparavel a distancia favoravel

para a ocorréncia de FRET.
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5 ConclusoOes

O presente trabalho marca o inicio uma linha de pesquisa no Instituto de Fisica da UFG,
onde se visa avaliar a interacdo entre moléculas organicas fotoativas e anticorpos. Acreditamos
gue os resultados iniciais obtidos nessa dissertacdo tragam artificios para compreender a
incorporacdo de moléculas organicas em anticorpos reativos a BoHV, visando o fotodiagndstico
e a fotoinativacdo desse virus em material bioldgico.

Os resultados obtidos da interacdo das porfirinas com os anticorpos deixam claro que a
ligacdo entre eles ocorre de forma efetiva, sendo a supressdo da fluorescéncia observada
atribuida ao processo estatico. Os valores das constantes de ligacdo obtidos sdo comparaveis
aos valores de constantes de ligacao relativos a sistemas proteina-ligante de alta afinidade [93].
As constantes de ligagdo também indicaram uma maior afinidade da porfirina aniénica TPPS
pelo anticorpo, em relagdo a catidnica TMPP. Os coeficientes de Hill indicam cooperatividade
positiva na interacdo da IgG com as duas porfirinas, isto é, a ligacdo de uma molécula de
porfirina facilita a ligacdo de outras.

Tanto na supressao de fluorescéncia de IgG por TMPyP quanto na supressao de IgG por
TPPS, ndao foram observados deslocamentos e nem mudangas no perfil das bandas de emissao
de IgG indicando que o anticorpo ndao sofreu mudancgas significativas na sua conformacao.
Alteracdes nos perfis de emissdo de proteinas tém sido relatadas como decorrentes de
mudangas em sua conformacdo ou formacao de complexos [100].

A comparacao dos espectros de emissao da IgG com espectros de emissdao de proteinas
reportados na literatura [61] indicam que o triptofano é o principal residuo fluorescente da IgG.

Além disso, a saturacdo da supressdo da fluorescéncia da IgG mostrou que existem regides do
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anticorpo nao acessiveis as porfirinas. Essa saturacdao mostra ainda que a TPPS parece penetrar
com maior facilidade da estrutura do anticorpo.

Os perfis dos espectros de espalhamento de luz e a constancia dos valores de anisotropia
reforcaram os indicios de que as porfirinas ndo afetam a geometria do anticorpo. Varia¢cdes nos
espectros de espalhamento de luz e nos valores de anisotropia tém sido relatados como indicios
de alteragbes na conformacdo de proteinas [101, 102].

Os resultados obtidos através do estudo de transferéncia de energia indicaram que FRET
pode ser o principal mecanismo de supressdo. Tem sido relatado que, de fato, as distancia
envolvidas nas interagdes proteina- supressores sao favoraveis a ocorréncia de FRET [99].

Com essas investigacdes, pretendemos auxiliar efetivamente no desenvolvimento de novas
metodologias com fins de fotodiagndstico e inativagao fotodinamica de micro-organismos. Os
nossos resultados também poderdao contribuir com a solidificacdo do modelo de “drug
delivery”, pois os anticorpos funcionaram como estruturas carreadora das moléculas

fotossensiveis em material bioldgico.
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6 Perspectivas futuras

O presente trabalho tera sua sequéncia durante o periodo de doutoramento. Nesta
futura etapa, esperamos:

1. estender o atual estudo visando obter outros pardmetros fotofisicos e
termodinamicos, tais como, rendimentos quanticos de formacdo de estados tripletos e oxigénio
singlete, entalpia (AH ) e energia livre de Gibbs (AG);

2. estudar ainteracdo de outros fotossensibilizadores com BoHV;

3.  desenvolver uma metodologia para fotodiagndstico;

4. realizar fotoinativagdao do BoHV em material biolégico;

Desta forma, esperamos que 0s resultados de nossas investiga¢des sejam absorvidos pela
industria farmacéutica veterindria, gerando produtos e processos inovadores, propiciando o

desenvolvimento do setor de satide animal.
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