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Resumo: Espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica que permite
estudo de sistemas biolégicos por meio da andlise de suas interacdes
com sondas fluorescentes. Essa interacdo é monitorada medindo as
alteracdes nas propriedades espectroscépicas da sonda fluorescente. O
sinal de fluorescéncia é sensivel as propriedades do ambiente bioquimico
local da sonda, como viscosidade, pH, polaridade, etc. O uso de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer), na investigacdo da interacdo
da heparina com peptideos ligantes da heparina foi apresentado com um
exemplo de aplicagdo. Nesta investigagdo foram obtidas informagdes da
dindmica e da estrutura dos peptideos contribuindo para a pesquisa de
desenvolvimento de peptideos neutralizadores da heparina.
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1. Estados Eletronico Moleculares

Fluorescéncia e fosforescéncia consistem em processos de emissdo de fétons que
ocorrem durante o relaxamento molecular dos estados eletrdnicos excitados. Estes
processos envolvem transicdes entre estados eletrdnicos e vibracionais das moléculas
fluorescentes (fluoréforos). O diagrama de Jablonski (Figura 1) oferece uma
representacdo conveniente da estrutura do estado excitado e as transicdes relevantes.
Os estados eletrénicos sdo tipicamente separados por energias da ordem de 10000
cm', equivalentes a dos fétons da regido espectral do uv-visivel. Cada estado eletrénico
¢ dividido em vdrios subniveis que representam os modos vibracionais da molécula. As
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energias dos niveis vibracionais estdo separadas por cerca de 100 cm’'. Além disso,
uma vez que a diferenca de energia entre os estados excitado e fundamental é
significativamente maior do que a energia térmica, a termodinémica prediz que a
molécula predominantemente permanece no estado eletrénico fundamental.
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Figura 1 — O diagrama de Jablonski da excitagdo de um fluoréforo, processos de decaimentos
radiativos e ndo radiativos. So é o estado eletrdnico singleto fundamental; S; e S, sdo
sucessivamente estados singletos excitados de maior energia. Ty é o estado tripleto de menor
energia.

Os estados eletrdnicos excitados de uma molécula poliatémica, podem ser
classificados com base em sua multiplicidade. O fato dos elétrons serem indistinguiveis
e o principio da exclusdo de Pauling, implicam que as fungdes de onda eletrénicas
tenham estados de spin simétricos ou assimétricos. As fungdes de onda simétricas,
também chamada de estado tripleto, possui multiplicidade trés, enquanto que a fungdo
de onda antissimétrica, também chamada de estado singleto, possui multiplicidade um.

Em primeira ordem, a transicdo Optica acopla estados com a mesma
multiplicidade. A transicdo éptica excita as moléculas do nivel vibracional mais baixo
do estado eletrénico fundamental, para um nivel vibracional acessivel do estado
eletrénico excitado. Como o estado eletrénico fundamental é um estado singleto, o
estado eletrénico de destino também o é.

Depois da excitagdo, a molécula relaxa rapidamente para o nivel vibracional
mais baixo do estado eletrdnico excitado. Este rdpido processo de relaxamento
vibracional ocorre na escala de tempo de fentossegundos para picossegundos. Este
processo de relaxamento é responsdvel pelo deslocamento de Stokes. O deslocamento
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de Stokes descreve a observagdo de que os fétons de fluorescéncia tem um
comprimento de onda maior, portanto com menor energia, que os fétons de excitagdo.

O fluoréforo permanece no nivel vibracional mais baixo do estado eletrdnico
excitado por um periodo da ordem de nanossegundos, o tempo de vida de
fluorescéncia. A emissdo de fluorescéncia ocorre com o decaimento do fluoréforo do
estado singleto excitado para um nivel vibracional permitido no estado eletrdnico
fundamental.

Os espectros de absorcdo e emissdo de fluorescéncia refletem as estruturas dos
niveis de vibracionais nos estados eletrénicos fundamental e excitados, respectivamente.
O principio de Frank-Condon indica o fato de que os niveis vibracionais ndo sdo
significativamente alterados durante as transicdes eletrénicas. A semelhanga das
estruturas dos niveis de vibracionais nos estados eletrénicos fundamental e excitado, em
geral, resulta no fato dos espectros de absor¢do e de emissdo serem o espelho um do
outro.

O estado eletrdnico excitado também tem propriedades de polarizagdo
especificas. Os fluoréforos sdo preferencialmente excitados quando a polarizagdo da
luz estd alinhada ao longo de um eixo molecular especifico (orientagdo do dipolo de
excitagcdo). Além disso, os fétons de fluorescéncia subsequentemente emitidos pela
molécula terGo polarizagdo orientada ao longo de outro eixo molecular (orientagdo do
dipolo de emissdo). Em geral, as orientacdes dos dipolos de excitagdo e de emissdo
ndo coincidem.

2. Processos de Decaimentos

Decaimento radiativo descreve os processos moleculares de despopulacdo do
estado excitado acompanhada por emissdo de féton. Moléculas nos estados eletrénicos
excitados também podem relaxar por meio de decaimentos nao-radiativos, ou seja
processos em que a energia de excitagdo ndo é convertida em fétons, mas sdo
dissipados por processos térmicos, tais como relaxamento vibracional e supressdo
colisional. Seja k.ek,. as taxas de decaimento radiativo e ndo radiativo,
respectivamente e N*(t) é a fracdo de fluoréforos no estado excitado no instante t apés
a excitagdo. A evolucdo temporal do estado excitado pode ser descrita por

3 dN*(t)

dt = (kr + knr)N*(t) ( 1 )

cuja solucdo resulta no decaimento exponencial da populagdo do estado excitado
conforme
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N*(t) = N*(0)e= (2)

O tempo de vida de fluorescéncia do fluoréforo, T, corresponde a taxa
combinada de decaimento radiativo e ndo-radiativo, assim:

1

"7k + Kor

(3)
Na auséncia de processos de decaimentos ndo-radiativos, pode-se definir o
tempo de vida intrinseco do fluoréforo:

(4)

1
To=—
0=
A "eficiéncia" do fluoréforo pode, entdo, ser quantificada pelo rendimento
quantico de fluorescéncia, ¢:

b= == (5)

3. Processos de supresséo da
fluorescéncia

Um grande nimero de fatores contribui para a despopulagdo nao-radioativa e
reduzem a intensidade de fluorescéncia de amostras. Em geral, os processos ndo-
radiativos podem ser classificados como:

Knr = Kjc + Kee + Kjs (6)

Em que ki é a taxa de conversdo interna, ke. é a taxa deconversdo externa, e kis é a
taxa de cruzamento intersistema.

A conversdo inferna é um processo onde a energia eletrdnica é convertida em
energia vibracional do fluoréforo. Uma vez que os processos vibracionais sdo
acionados por processos térmicos, a taxa de conversdo interna fipicamente aumenta
com a temperatura, que é responsdvel pela diminuicdo na intensidade de fluorescéncia.

A conversdo externa descreve o processo em que o fluoréforo perde energia
eletrénica para o ambiente através de colisdo com outros solutos. Os processos de
supressdo colisional sdo particularmente interessantes por permitirem a sondagem do
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ambiente bioquimico do fluoréforo. Uma série de solutos moleculares importantes, tais
como oxigénio, sdo eficientes supressores de fluorescéncia. No processo de colisdo o
fluoréforo é desexcitado ndo-radiativamente. A taxa de supressdo colisional é dada por:

Kee = kO[Q] ( 7 )

em que ko depende do coeficiente de difusdo e do raio hidrodindmico dos interagentes
e [Q] é a concentragdo do supressor.

Quando a supressao colisional é o processo nao-radiativo dominante, a equagao
(1) prevé que o tempo de vida de fluorescéncia diminui com a concentracdo do
supressor:

T?o= 1+ koto[Q] (8)

A intensidade de fluorescéncia no estado estaciondrio, F, também diminui em
relagdo & infensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor, F,. Este efeito estd
descrito pela equacdo de Stern-Volmer:

F
F0=1+koT0[Q] (?)

A reducdo do sinal de fluorescéncia pode também resultar de processos no
estado fundamental (supressao de estado estaciondrio). Um fluoréforo pode ser ligado
quimicamente a um supressor para formar um "complexo apagado”, um complexo ndo
fluorescente. A intensidade de fluorescéncia diminui com a supressdo de estado
estaciondrio de acordo com a seguinte equagdo.

T 14 K] (10)

em que K é a constante de associacdo do supressor com o fluoréforo. O tempo de vida
de fluorescéncia ndo é afetado pela supressdo de estado estaciondrio, pois ndo hé
envolvimento dos estados excitados.
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4. Fosforescéncia

7

O cruzamento infersistema é outro processo em que o sinal de fluorescéncia é
reduzido e ocorre a geragdo da fosforescéncia. O acoplamento spin-orbita é o
processo, descrito pela mecdnica quéntica, responsavel pelo cruzamento intersistema.
O cruzamento intersistema consiste no relaxamento de uma molécula do estado singleto
excitado para um estado tripleto com menor energia. Como o acoplamento spin-orbita é
um efeito fraco, a taxa para o cruzamento intersistema é baixa. O relaxamento do
estado tripleto para o estado singleto fundamental exige outra mudanca de
multiplicidade. Por isso, a taxa de decaimento a partir do estado tripleto é muito baixa.
No entanto, o relaxamento radiativo, fosforescéncia, ocorre de fato devido ao
acoplamento spin-érbita. O tempo de vida de fosforescéncia tipico é da ordem de
microssegundos para segundos. Fosforescéncia tem deslocamento de Stokes maior que
o de fluorescéncia devido a menor energia do estado tripleto.

Como a taxa de fosforescéncia é frequentemente muito mais baixa do que as dos
processos de decaimento ndo-radiativos ativados termicamente, tal como, supressdo
colisional, a fosforescéncia é raramente observada em sistemas aquosos & temperatura
fisiolégica. No entanto, uma série de estudos de conformagdo de proteinas a
temperaturas criogénicas utilizam a espectroscopia de fosforescéncia.

5. Instrumentacao

A medigdo dos sinais de fluorescéncia proporciona um método sensivel de
monitoramento do ambiente bioquimico de um fluoréforo. Instrumentos foram
desenvolvidos para medir intensidade de fluorescéncia, espectro, tempo de vida e
polarizagdo.

A medicdo da intensidade de fluorescéncia é usada em numerosos ensaios
bioquimicos, e permite a determinagdo da presenca de fluoréforos e de suas
concentragdes. Os projetos de instrumentos para estes ensaios sdo bastante simples,
mas sdo tdo variados quanto as aplicaces.

Fluorimetros sd@o instrumentos de uso geral projetados para medir espectro de
fluorescéncia e de excitacdo, polarizagdo e / ou tempo de vida. Um fluorimetro tipico
inclui uma fonte de luz, um porta amostras com componentes pticos integrados, e
detectores de alta sensibilidade (Figura 2). As fontes de luz mais comuns para
fluorimetros sdo lampadas, tais como as lampadas de arco de xendnio. Estas ldmpadas
proporcionam uma intensidade relativamente uniforme em uma ampla faixa espectral do
ultravioleta ao o infravermelho préximo. Os caminhos épticos de excitagdo e de
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deteccdo de luz estdo alinhados em eixos ortogonais. O arranjo ortogonal assegura
fuga minima da luz de excitagdo para o lado de detecgdo. Fotodetectores com alta
sensibilidade tais como fotomultiplicadores ou cdmaras com dispositivos de cargas
acopladas (CCD) sGo comumente utilizados.

Fonte de Luz

EXO

EMO

v ,

Porta amostras Detector

Figura 2: Um projeto tipico de fluorimetro. EXO é o conjunto éptico de excitagdo, EMO é o
conjunto éptico de emissdo. Os conjuntos pticos de excitagdo e de emissdo incluem Spticas de
colimagdo de alinhamemento do feixe, componentes épticos para selegdo espectral, como filtros
e monocromadores. Para a medi¢cdo de polarizacdo, polarizadores sdo adicionados ao EXO e

ao EMO. Para a medigdo de tempos de vida, uma fonte de luz laser é normalmente usada e

componentes eletrénicos de alta velocidade sdo integrados no subsistema do detector.

Para medicdo de espectros monocromadores ou filtros passa-banda, séo
colocados nos caminhos épticos da excitagdo e da emissao para selecionar uma banda
espectral especifica. O espectro de excitagdo é definido como a intensidade
fluorescente medida, como funcdo do comprimento de onda de excitagdo, em um
comprimento de onda de emissdo fixo; o espectro de emissdo é a intensidade de
fliorescéncia medida, como fungdo do comprimento de onda de emissdo, num
comprimento de onda de excitagdo fixo.

Fluorimetros também foram projetados para medir o tempo de vida de
fluorescéncia. Dado o tempo de vida tipico dos fluoréforos, a medicdo do tempo de
vida com acurdcia requer fotodetectores e eletrénicos de processamento de sinal com
resoluc@o abaixo de nanossegundos. Fluorimetros de alta precisdo foram desenvolvidos
para trabalhar tanto no dominio do tempo quanto da frequéncia. No dominio do
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tempo, sdo frequentemente utilizados como fonte de excitagdo lasers pulsados na faixa
de fentossegundos ou picossegundos. O método de contagem de féton Unico com
correlagdo temporal é frequentemente empregado. Neste método a amostra é excitada
por um pulso de luz e os fétons de excitagcdo sdo correlacionados temporalmente com
os fétons emitidos pela amostra. O tempo é medido por componentes eletrdnicos de alta
velocidade. No dominio da frequéncia, a amostra é excitada por uma fonte de luz com
amplitude modulada. O sinal de fluorescéncia resultante também é modulado mas tem
um deslocamento de fase e uma demodulagdo em relagdo ao espectro da fonte de
excitacdo. O deslocamento de fase e a demodulagdo contém a informagdo tempo de
vida do fluoréforo.

Para a medigdo de polarizagdo, polarizadores sdo inseridos nos caminhos
4pticos de excitacdo e emissdo. Com o polarizador de excitagdo fixo, o polarizador de
emissdo pode ser girado para medir as componentes perpendicular (I,) e paralela (1)
da emissdo de fluorescéncia. A polarizacdo (P) de estado de estaciondrio é definida
como:

T+ (1)

e uma medida equivalente é a anisotropia estado estaciondrio (r):

I, -1

TEY? (12)

6. Aplicacdes de Fluorescéncia no Estudo
de Sistemas Biolégicos

A utilizagdo da fluorescéncia em biologia e medicina é generalizada. Em
particular, as medidas de espectro fluorescéncia, tempo de vida e polarizagdo sdo
poderosos métodos de estudo da estrutura e fungdo biolégica.

O espectro de fluorescéncia é altamente sensivel ao ambiente bioquimico do
fluoréforo. Tem sido desenvolvido fluoréforos de tal modo que suas alteracdes espectrais
sejam funcdo da concentragdo de metabdlitos, tais como pH e cdlcio. Alteragdes no
espectro de fluorescéncia resultantes de relaxamento do solvente de aminodcidos
fluorescentes, tais como triptofano e tirosina, reportam informagdes importantes sobre a
estrutura e o enovelamento de proteinas. A estrutura e dinédmica de dominios proteicos
na escala subnanométrica podem ser espectralmente monitorados usando a
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transferéncia ressonante de energia de fluorescéncia (FRET - Fluorescence Resonance
Energy Transfer). FRET requer a superposicdo do espectro de emissdo de um fluoréforo
(0 doador) com o espectro de absor¢do de um segundo fluoréforo (o aceitador). A
eficiéncia ( E ) deste processo é dada por

6
r° + Ry

em que Ry, distancia critica de Forster, depende das propriedades do solvente das
propriedades espectrais das sondas e r é a distancia relativa entre as moléculas
doadora e aceitadora. A conformagdo da proteina pode ser monitorada através da
marcacdo de partes relevantes com um par FRET. A distancia entre os dois fluoréforos
pode ser quantificada pela analise espectral das intensidades relativas da fluorescéncia
do doador e do aceitador.

Tempos de vida de fluorescencia fornecem informacdo complementar & das
medidas de espectro. Muitos fluoréforos podem responder a mudangas em seu ambiente
com variacdes de tempos de vida. Um exemplo importante é a medi¢do da
concentragdo de oxigénio com base na supressao dindmica de fluoréforos com tempos
de vida longos. Medi¢des de tempo de vida também sdo utilizadas para distinguir os
mecanismos de supressdo dindmicos e estdticos. Medidas FRET com resolugdo temporal
permitem a determinagdo de distribuicdo de disténcias de uma populagdo de pares
FRET. (Souza et al, 2000 e 2014; Ito et al, 2001; Pimenta et al, 2002; Montalti et al,
2014)

A polarizagdo da fluorescéncia mede a taxa de difusdo rotacional de
macromoléculas. A difusdo rotacional contém informacdes relacionadas com a forma
das proteinas. Restricdo da difusado de moléculas em macroestruturas biolégicas, como a
membrana celular ou o citoesqueleto, também podem ser quantificados com base em
medi¢des de polarizagdo. A aplicagdo mais comum de espectroscopia de polarizagdo
da fluorescéncia é o monitoramento da ligagdo proteina-ligante e da oligomerizagdo. A
combinacdo de medidas de tempos de vida e de polarizagdo permite a quantificagdo
da taxa de difusGo rotacional e tem sido utilizada para estudar o movimento de
dominios proteicos.

O propésito deste artigo ndo é apresentar uma discussdo completa sobre o uso
de diferentes métodos espectroscépicos para deduzir as estruturas e fungdes bioldgicas.
No entanto, como uma demonstracdo dos principios gerais, examinaremos a utilizagdo
do FRET para monitorar ensaios proteoliticos. Peptideos contendo um grupo doador em
um dos terminais e um grupo aceitador no outro terminal tem sido utilizados como
substrato em ensaios proteoliticos através do monitoramento do aumento do sinal de
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fliorescéncia com progresso da hidrélise enzimética devido a eliminagdo da
transferéncia de energia intramolecular entre os grupos doadores e aceitadores
(Gershkolovich e Kholodovich, 1996; Knight, 1995). O écido orto-amino benzéico (o-
Abz) é uma sonda fluorescente pequena, de tamanho compardvel ao dos aminodcidos
naturais, e tem sido utilizada como grupo doador, formando um par doador-aceitador
com o efilenodiamina-N-[2,4-dinitrofenil] (EDDnp), em peptideos fluorescentes com
supressdo interna (IQF - internally quenched fluorogenic), empregados, por exemplo, na
investigacdo e de proteases como a calicreina do tecido humano (Chagas et al, 1995;
Del Nery et al, 1995) e na investigacdo da interacdo da heparina com peptideos
ligantes da heparina, onde foram obtidas informagdes da dindmica e da estrutura dos
peptideos contribuindo para a pesquisa de desenvolvimento de peptideos
neutralizadores da heparina (Pimenta, et al, 2002)

7. Conclusées

Espectroscopia de fluorescéncia é amplamente utilizada em  muitos
dreas da biologia e da medicina (Machén e Thorsten, 2014). Técnicas modernas de
fliorometria tem permitido o estudo de moléculas individuais (Ha, 2014). A
fluorescéncia permite também técnicas de processamento de imagem tais como TIRF
(Total Internal Reflection Microscopy), FLIM (Fluorescence-lifetime Imaging Microscopy),
FLIP (Fluorescence Lloss in Photobleaching) e FRAP (Fluorescence Recover After
Photobleaching) (Esposito et al, 2009). Uma compreensdo bdsica principios de
fluorescéncia, propriedades de fluoréforos, instrumentos e técnicas é um pré-requisito
para o estudo de uma ampla gama de sistemas biolégicos, tais como DNA, proteinas e
peptideos e agregados anfifilicos. A espectroscopia de fluorescéncia é também
importante na identificagdo de minerais fluorescentes, contaminantes e impurezas na
ciéncia de materiais, geologia, inspecdo de semicondutores e protecdo ambiental.
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Fluorescence Spectroscopy and biomolecular studies

Abstract: Fluorescence spectroscopy is a technique that allows the study
of biological systems by studying its interaction with fluorescent probes.
This interaction is monitored by measuring changes in spectroscopic
properties of fluorescent probe. The fluorescence signal is very sensitive to
the biochemical environment properties, such as viscosity, pH, polarity, efc.
The use of FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) to investigate
the interaction of heparin with heparin-binding peptides was shown as
an application. In this investigation dynamic and structure information of
peptides was obtained contributing to research to design peptides that
neutralize the effects of heparin.

Keywords: Spectroscopy, Fluorescence; Biomolecules
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