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RESUMO

Neste trabalho, técnicas fototérmicas aliadas @donétconvencionais foram utilizadas para
investigar a dindmica da desnaturacéo térmica akeipas do sangue e a fotoestabilidade de
uma formulacdo de um protetor solar e de seus coempes. Os experimentos com as
proteinas foram realizados com duas técnicas fotatés; Espectroscopias de Lente Térmica
e Fotoacustica, e outras seguintes técnicas: éntenietria Optica, Calorimetria Diferencial
de Varredura, Termogravimetria, Espectroscopia mioavermelho via Transformada de
Fourier e medidas de densidade de massa. Os estodos realizados com amostras
derivadas do sangue, como a albumina, a hemoglobirs@ro e o plasma. Os resultados
mostraram modificacdes significativas nas propdedamedidas quando as temperaturas das
amostras variam de 35 a 42, intervalo na qual as proteinas passam da fasegara a
desnaturada. A combinagdo dos varios métodos permitealizacdo de uma analise das
mudancas conformacionais da estrutura proteicaegpecial a diminuicdo de estruturas
secundariasa-hélice e formacdo de-folha, além da inducdo de agregados protéicos
detectados na absorbancia. Os resultados, emasgepeeles determinados com a técnica de
lente térmica, mostraram a ocorréncia de transigbessao dificeis de serem obtidas por
meio de técnicas calorimétricas convencionais, riud@e este método como uma nova
ferramenta para o estudo das propriedades confanaas das proteinas. Além disso, os
parametros medidos com estas técnicas foram ufiigzgara calcular as variacbes com a
temperatura da entropia e da energia livre de Giths amostras, as quais foram
correlacionadas com os processos de desenoveladentoroteinas estudadas. No segundo
estudo, um arranjo experimental modificado para speEtroscopia Fotoacustica foi
empregado para demonstrar a ocorréncia de efadguonico em um filtro solar e em seus
componentes. Em conclusdo, este trabalho demonsppou meio de métodos nao
convencionais, a detec¢do dos processos de desga@iwérmica de proteinas do sangue e a
fotoestabilidade de um filtro solar e de seus camptes. Finalmente, foi demonstrado que a
espectroscopia de lente térmica, a espectroscofmaciistica e a interferometria optica sao
novas ferramentas para o estudo dos processosdatui@cao de proteinas, indicando que o
procedimento adotado podera ser estendido parale@do de outras proteinas animais e
vegetais, com o intuito de se correlacionar a éigtatle térmica de cada uma delas com suas

estruturas conformacionais.
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ABSTRACT

In this work photothermal methods allied to coniamal techniques were employed to
investigate the dynamics of thermal denaturatioblodd proteins and the photo stability of a
sunscreen formulation and its compounds. The exyis in the proteins samples were
performed with two photothermal techniques, therrtta¢ lens and the photoacoustic
spectroscopies, and the following methods: Optloé¢rferometry, Differential Scanning
Calorimetry, Thermogravimetry, Fourier Transformfrémed spectroscopy and the mass
density measurements. The studies were performedbumin, hemoglobin, blood plasma
and blood serum. The results showed changes im#asured properties when the sample
temperature was varied between 35 and@2which is the interval where proteins changes
from native to denaturated phases. The combinaticeveral methods allowed to perform an
evaluation of the samples conformational changspe®ally the decrease of thehelix
followed by the increase of thg-sheet structures, besides the formation of agtgega
detected in the absorbance data. The resultsciaipehose obtained with the thermal lens
technique showed, the occurrence of structural fizsations that are difficult to detect via
calorimetric methods, suggesting this techniquea asew tool to study the conformational
properties of proteins. Furthermore, the parameteasured with these methods were used to
calculate the variations with temperature of battrapy and Gibbs free energy, which were
correlated with the proteins denaturation processesadditional study, was performed with
a modified photoacoustic set up, that allowed towstlithe occurrence of photochemical
reaction in a sun screen formulations and in itmmounds. In conclusion, this work showed
through non conventional methods the detectionhef denaturation processes of blood
proteins and the photo-stability of a suns screed #@s compounds. Finally, it was
demonstrated, that the thermal lens spectroscdy,photoacoustic spectroscopy and the
optical interferometry are new tools to study pidedenaturation processes, indicating that
the adopted procedure can be used to investigaée ahimal and vegetal proteins, in order to

correlate their thermal stability behavior with denformational structures.
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Introducéo

Introducdo

O aquecimento global talvez seja um dos mais imaptet desafios a serem
enfrentados pela sociedade contemporanea. Embteréeeémeno tenha se iniciado ha mais
de 200 anos com a descoberta da maquina térmguadaepela revolucao industrial ocorrida
na Inglaterra e com as invencdes dos veiculos atwas e avides, s6 nos ultimos 50 anos &
que este tema passou a fazer parte da agenda oldandais nacfes. H4 evidéncias concretas
de que o aumento de temperatura na terra podeddegia condicoes ambientais de modo a
ameacar a existéncia da vida. A tabela | apresetgmperatura do corpo de algumas espécies
e mostra que em todos os casos ela ocorre em ixazefire aproximadamente 33 a 422
[1]. No caso dos humanos, a temperatura média e+ 0.2°C. Como se trata de um
fendbmeno recente, ndo existem ainda dados ciexgtiobre o grau de influéncia que um
determinado aumento de temperatura teria sobréaana terra. Talvez este seja um dos mais
importantes exemplos de alteracfes de uma mediginainiana que podera ocorrer se as

previsdes recentes de aquecimento vierem a seroanfi

Tabela I. Temperaturas do corpo e de transicdoudstal da hemacia de diferentes espécies[1].

Espécie Temperatura do Temperauta de trelm_xigﬁo

corpo °C estrutural da hemacia °C
Ouri¢o do mar 330 = 1.0 34.0=05
Ornitorrinco 330 = 1.0 34.0 = 0.5
Coala 352 = 0.5 365 1.5
Javali 36.17 = 0.5 6.5 =05
Humarno 366 = 0.2 7.0 205
Canguru 370 205 367 £ 0.5
Gato selvagem 76 =05 Wizl
Gato 3.7 £ 05 370+ 1.0
Camelo RO =05 375=+05
FPavao 41.06 + 0.5 395+ 1.0
Ave guebra-nozes’ 422 « 05 20==1.0

O estresse térmico constitui-se, portanto, numpdolslemas a serem enfrentados pela
populacdo como decorréncia do processo de aquecmm@anetario [3]. As previsdes

apontam que até o final deste século a temperdéuterra podera aumentar em média de 1,4
10



Introducéo

a 5,8 °C, conforme descrito no painel intergoverraal sobre mudancas climaticas, de 2007
[4].

O organismo humano possui um sistema termorregylgde em condigcdes normais
de saude, mantém a temperatura interna entre 86G; Biantendo assim o funcionamento de
todo o sistema biolégico envolvido [3]. O sistenentcal de controle de temperatura é
detectado por células nervosas situadas no inteftorcérebro, o hipotdlamo, e séo
denominadas de sensores de temperatura centrak Nexesso de controle de temperatura a
pele desempenha a funcdo de troca de calor comio amebiente por meio do fluxo
sanguineo. A sudorese ajuda a remover calor pqoexgdo, aumentando a perda de energia
térmica, contribuindo para o resfriamento da peleomo consequéncia, do préprio corpo [3].
Estudos de tratamento térmico de cancer com o @sdigertermia, demonstraram a
ocorréncia de morte celular em temperaturas de 423 C. Efeitos terapéuticos da
hipertermia também foram observados em culturagateb e em tumores espontaneos [7,8].
Portanto, os sistemas biolégicos, quando submetidosemperaturas entre 42 e 45 °C,

denominada de regido néo fisioldgica, sofrem idibida sintese proteica, e morte celular [9].

Para compreender os efeitos que o aumento de tetaerpode ocasionar no
organismo humano, é necessario investigar a biagairde seu funcionamento, mais
especificamente das proteinas, em funcdo da tetoperds proteinas sdo macromoléculas
que apresentam fungBes biologicas determinadasspas estruturas tridimensionais e
desempenham papel fundamental no funcionamentoélidas. A manutencéo da integridade
estrutural protéica é de vital importancia paraagtr a existéncia da vida. Em condi¢cdes
gerais, as proteinas apresentam estabilidade enestugura conformacional nativa, mas
quando submetidas a variacOes de temperaturaaprgsd, ou diferentes concentracdes de
sais inorganicos e solventes organicos, elas podprasentar instabilidades estruturais,
podendo se desenrolar. No processo de instabilisaalduncédo biologica fica parcialmente
ou totalmente comprometida [5]. Dependendo da testp® a que forem submetidas, podem
ocorrer agregacoes proteicas que podem resultdivemsas doencas neurodegenerativas [6].

O organismo humano apresenta um eficiente coni®kemperatura entre 35 e 40 °C
[3]. Porém, durante processos de infeccao a tertypareorporal pode atingir valores acima
de 40°C, e neste caso, 0 sistema termorregulada de ser eficiente, podendo resultar em
instabilidades estruturais das proteinas, resudtanad morte e/ou agregacao celular. Assim, o

11
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estudo da influéncia da temperatura sobre as gagutes estruturais das proteinas parece ser

um tema importante e muito atual.

Uma outra consequéncia das mudancas climaticasdégeadacdo da camada de
ozbnio da atmosfera, resultando em aumento naéncid dos raios ultravioleta (UV) na
superficie da terra e consequentemente no numecasies de cancer de pele, que pode ser
prevenido pela utilizacdo de protetores solarefiéacia dos protetores depende de sua
estabilidade fotoquimica e tempo de permanéncigsuparficie da pele, fatores diretamente
relacionados as formulagdes. Os estudos dos meuasde permeacdo e de fotoestabilidade
sao importantes para um melhor entendimento dasufas farmacéuticas dos filtros solares
em relacdo a protecdo oferecida e da segurancadddduo. Este € também um tema de

grande relevancia atual.

Entre os beneficios da evolucéo tecnoldgica, destacm desenvolvimento de novas
ferramentas de analise, cada vez mais sofisticgdaia, serem aplicadas nas mais variadas
areas da ciéncia. As técnicas experimentais glizanti lasers, por exemplo, ja estdo sendo
empregadas de forma rotineira por um grande nudepesquisadores das areas das ciéncias
naturais. Aliados aos sistemas de deteccdo e paxeR transferéncia de dados cada vez

mais versateis, tém-se atualmente importantesc#spiara 0s mais variados estudos.

De particular interesse para este trabalho, eafatiz os métodos fototérmicos. Estas
técnicas caracterizam-se pela avaliagdo de umati@iteste por meio da medida da mudanca
de sua temperatura induzida pela fracdo da endegian feixe de luz incidente absorvida e
convertida em calor. Existe um grande numero desi®dos, que em geral sdo de alta
sensibilidade, cujas aplicacdes sao definidas pefdiguracdo experimental de cada um
deles. No entanto, a grande maioria ndo esta diggdoncomercialmente, sendo
frequentemente aprimorados nos laboratorios de umssqDuas destas técnicas serdo
abordadas neste trabalho, a Espectroscopia de O@mteica (ELT) e a Espectroscopia
Fotoacustica (PAS).

A espectroscopia de lente térmica € uma técnicaéiohica muito sensivel para se
medir as propriedades opticas e térmicas das amsasttem na sua natureza remota, de néao
exigir contato fisico entre a amostra e 0 detectimra vantagem essencial quando se pretende
realizar estudos variando-se a temperatura da ean@xi seja, € possivel inserir a amostra no
sistema e variar sua temperatura com um dispogigvaquecimento enquanto se procede a

medida. Em comparacdo com as técnicas de calom@nvencional, a grande vantagem
12
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deste método € permitir a escolha da taxa de ageatd tdo baixa quanto desejaém
trabalhos anteriores este método foi aplicado cacesso para o estudo em funcdo da
temperatura de diversas amostras, na fase liquit lida[11]. Nossa hipotese € que a
técnica de lente térmica possa ser empregada gau@dos das propriedades das proteinas do
sangue em funcdo da temperatura, com especiat$stena regido de desnaturacdo térmica.
Entre os desafios estda a medida das amostras edidasda nas concentracbes que séo
encontradas no sangue, além da escolha das tasasieemento adequadas para se detectar
as possiveis instabilidades térmicas. Isto porgsabédo que a Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC) e/ou Termogravimetria (TG) ndo s@lequadas para a medida de amostra
liguida e demandam o uso de taxas de aquecimeetadp inadequadas para este tipo de

estudo.

A espectroscopia fotoacustica € talvez uma dasicenfototérmicas mais
consolidadas na atualidade, com aplicacbes nas rdmigrsas areas. J4 no seu
desenvolvimento inicial para o estudo de amostdtidas, ocorrido na década de 70, este
meétodo se destacou por permitir a determinacaoedidl de distribuicdo de substancias de
uso topico na pele [12,13]. Em trabalhos recertesenvolvidos no Grupo de Estudos dos
Fendmenos Fototérmicos (GEFF) da UEM com a paaipéip da autora da presente tese [14-
18], foram apresentadas inovacdes nos procedimeamsnedidas. Nesses trabalhos foram
realizados estudos de permeacdo de formula¢cdesalédpico na pelén vivo e ex vivg
obtendo-se os espectros de absor¢ao Optica dogtpsaablicados ao invés de se medir a sua
difusdo monitorando-se a absorcao Optica da subaté@m um Unico comprimento de onda.
Talvez a observagdo mais relevante tenha sido atatagdo de que a maioria das
formulacbes se propaga através das camadas da ipdkpendentemente de serem
medicamentos preparados com veiculos promotoredifdsdo ou filtros solares que sao
projetados para se manterem na superficie da pele.demonstrada, por exemplo, a
permeacdo de substancias até a derme, na regiémardos melandcitos. Isto aponta para a
necessidade de se investigar a possivel ocorréfeiaeacdo fotoquimica quando as
formulacdes sdo submetidas a incidéncia de luzegmecial a ultravioleta. Como a pele &
parcialmente transparente desde a regido do UVA320nm, até o infravermelho, existe a
possibilidade de que se for fotossensivel, a snbistéao ser irradiada no interior da pele,
pode induzir reacdo fotoquimica, e como conseqéémebvocar danos em sua estrutura.

Portanto, parece oportuno recuperar uma montagendificamla da espectroscopia

13
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fotoacustica que, nas décadas de 80 e 90, foraddi para a deteccédo vivo do efeito
fotoquimico induzido durante a fotoexcitacdo dédslde vegetais, ou seja, durante a geragao
do efeito fotossintético [19,20]. Nesta montagemnutilizada uma segunda fonte de luz para
excitar a amostra de forma ndo modulada, contideaal modo que a mudanca no sinal
fotoacustico fosse relacionada com a evolucdo aditoeffotossintético.Nossa segunda
hip6tese nesta tese é entdo a de que a especteofmopcustica parece ser adequada para
avaliar a fotoestabilidade das formulacbes da®§ilsolares e de seus componentes, por meio
da medida com este arranjo experimental modificasion a possibilidade de fornecer

informacgdes sobre a seguranca destes compost@maostde seu uso na pele.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi utiliggcnicas fototérmicas aliadas a
meétodos convencionais para investigar:

1) A dindmica da desnaturacao térmica da albumina®bebina bovinas e do
plasma e soro humanos;

2) A fotoestabilidade de um protetor solar e seus aaptes.

Objetivos especificos foram:

*

Determinar a difusividade térmica e a amplitudesidal de lente térmica em fungéo

da temperatura, visando identificar a regido deatesacao térmica;

*

Obter as fun¢cdes matematicas que permitem calaslaariacdes da energia livre de
Gibbs e da entropia das amostras utilizando-seac@etros medidos com a lente
térmica e as técnicas complementares empregadpsctescopia fotoacustica,
interferometria Optica, calorimetria diferencial derredura, termogravimetria,
espectroscopia no infravermelho via transformadbaieier e medidas de densidade

de massa;

* Determinar o valor do coeficiente de temperaturéndace de refracao (dn/dT),

utilizando a técnica de interferometria optica,

* Obter a absorbancia em funcédo da temperatura réoreég UV com a técnica
espectroscopia fotoacustica;

14
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* Verificar as estruturas secundarias e suas priisdigacdes quimicas em funcao da
temperatura empregando a técnica FTIR;

* Empregar o arranjo experimental modificado da e@spsmopia fotoacustica, com a
incidéncia na amostra de um feixe de luz contipaeg avaliar a geragéo de efeito

fotoquimico nas formulaces de um protetor solde seus componentes.

15



Capitulo 1-Aspectos teoricos

Capitulo 1-Aspectos Tedricos

1.1 Proteinas

As proteinas sdo fundamentais porque definem aafoemestrutura e a fungédo das
células. Séo constituidas a partir de 20 diferetifgss de aminoacidos e cada espécie
desempenha funcéo biologica especifica. Alem dessoaior parte da informacdo genética é

expressa pelas proteinas [6].

As proteinas encontradas no sangue, como por egeraphlbumina sérica e a
hemoglobina, possuem func¢des importantes no sistemaatorio. A albumina sérica, a mais
abundante no plasma, é fundamental para a manotelecfpressdo osmotica, responsavel
pela distribuicdo correta dos liquidos corporaiFeees vasos sanguineos e os tecidos. A
hemoglobina é responsavel pelo transporte do okigéngas carbdnico no sangue. Esta
proteina coleta o oxigénio nos pulmdes, e o libesatecidos a fim gerar a energia necessaria

para a sobrevivéncia [6].

Proteinas sdo formadas por unidades chamadas andio®d@ue sao unidos entre si
por ligacBes covalentes denominadas ligactes pegtidJma ligacdo peptidica ocorre entre
o grupamento amina (NHde um aminoacido e o grupo carboxilico (COOHadunoacido
seguinte. Os grupos funcionais amina e acido c#liboxse ligam formando uma amida e
uma molécula de agua, a qual é liberada. A Figuraldstra uma ligacdo peptidica entre os
aminodacidos alanina e serina. Essencialmente can@acido possui uma base comum, e um
grupo lateral, o residuo ou radical R (circulado aflaranjado), sendo este Ultimo o
responsavel pelas propriedades quimicas de cadearido [6]. Os radicais R sdo divididos
basicamente nos grupos polares (hidrofilicos), p@ares (hidrofébicos), anéis aromaticos, e

carregados positivamente e negativamente.

As formas com que as moléculas de uma proteinarg@mizadas sdo chamadas de
conformacdes. As conformacgdes teoricamente poss$@ei aquelas em que ndo ha quebra
das ligacbes covalentes e sédo termodinamicamente est@veis, isto €, possuem menor
energia livre de Gibbs [6]. Esse estado € denomirdel conformacdo nativa, como

veremos em mais detalhes posteriormente.

16



Capitulo 1-Aspectos teoricos

# .
Acido carbaxilico amida

\ Amina vinculada

o/ 'ili | - '[ "9 0 H
H—T‘—t‘_l“—'-_—c—{}i-l'*- H—.‘l-'—.fI'—f_'—{‘:lH - H—ﬁlc—rI' C—N

1
|

—

|
L‘J:—C—L'IH + HOH
H (CHy) ™ \__H "_-f.l‘H: H (CHy) H _'-'T"!i-_i.
WOH (HH
alaning i lipacdo peptidica agua

Figura 1.1 Ligacao peptidica entre os aminoacidi@nina e serina [21].

As proteinas possuem estruturas espaciais compigapodem ser organizadas em

quatro niveis: primaria, secundaria, terciaria aepunaria.

A estrutura primaria, ilustrada na Figura 1.2, @iweel estrutural mais simples. E
representada pelo esqueleto covalente da cadeitddipap ou seja, a sequéncia de
aminoacidos. E considerada como a mais importaoigup é dela que deriva todo o arranjo
espacial da molécula e, como consequéncia, a saguinarranjos que determinara a funcao

da proteina.

Figura 1.2 Estrutura primaria de uma proteina: séquia de aminoéacidos.

A estrutura secundaria refere-se ao arranjo edpdeiaestrutura primaria, sendo
formada pela rotacdo das ligacdes entre os carbdosgrupamentos amina e carboxila. O
arranjo secundario de um polipeptidio pode ocatesiorma regular; isso acontece quando 0s
angulos das ligacoes entre carbonos e seus ligafiteguais e se repetem ao longo de um
segmento da molécula. As principais estruturasnekrias saoa-hélice, B-folha, p-volta, e
randémicas (estrutura desordenada), sendo estaaultma estrutura enrolada de maneira

aleatéria [6].

Em umaa-hélice, o esqueleto polipeptidico se enrola emaalo eixo de uma hélice

imaginaria. Ao-hélice, conforme mostra a Figura 1.3, é formadzcgralmente por pontes de
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hidrogénio entre os agrupamentos N-H e C=0O da aapgencipal, mas também permite

interacdo ndo covalente, como forcas de Van derldNd&sssa estrutura € encontrada
principalmente nas proteinas globulares (hemogégkatbumina e globulinas), e geralmente
possuem um lado hidrofébico e um hidrofilico devad@resenca de radicais néo-polares e

polares, respectivamente [22-25].
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Figura 1.3 Estruturax-hélice com ligac6es de ponte de hidrogénios[26].

Na estrutura secundaria denomingtdéolha, o esqueleto polipeptidico esta quase
completamente estendido. As cadeias polipepticist@o ligadas por pontes de hidrogénio
em forma de ziguezague e a estrutura se assemelhea &érie de folhas, como mostra a
Figura 1.4[6]. As folhas podem ser paralelas (cadeias adfasena mesma posi¢ao) ou anti-
paralelas (em posicdo contraria). Afolha difere da estruturai-hélice em relacdo a
distribuicdo espacial da cadeia principal, pois ayirfolha a estrutura esta completamente
distendida, sendo assim mais fracamente enrolaglagjastruturas em hélice [3].

A configuracdo do tipop-volta é utilizada para dobrar a cadeia principal d
aminoacidos e é constituida por pequenas quantiddeleaminoacidos. Um quarto tipo de
estrutura secundaria € representada pelas esgrutlgsordenadas que nao apresentam

nenhuma regularidade [6].
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Figura 1.4 Estruturgs-folha antiparalela das cadeias polipeptidicas[6].

O préximo nivel de configuragdo é a estrutura &i@ique se refere & maneira pela
qual a cadeia polipeptidica encurva-se ou dobrarsetrés dimensfes, formando uma
estrutura compacta firmemente enovelada (Figura ESsa estrutura representa a geometria
que minimiza a energia livre da proteina em soluEasma estrutura tridimensional completa
que forma-se a partir de interagbes ndo covaleotesp interacdes hidrofobicas, pontes de
hidrogénio e interacdes eletrostaticas, além derdgbes covalentes como ponte de

dissulfetos [6].

Cadeias polipeptidicas muito longas podem se argamm dominios, regides com
estruturas terciarias semi-independentes ligad&é® sh por segmentos lineares da cadeia
polipeptidica. Os dominios sé@o considerados as ade&l funcionais da estrutura

tridimensional de uma proteina.

Por dltimo, temos a estrutura quaternaria dada glistabuicdo espacial de mais de
uma cadeia polipeptidica no espaco, as subunidddesiolécula. Estas subunidades se
mantém unidas por forcas covalentes, como pontessdalfetos, e ligacbes ndo covalentes,
como pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobiets, As subunidades podem atuar de
forma independente ou cooperativamente no deseropmliuncdo bioquimica da proteina

[6].

A Figura 1.5ilustra a forma estrutural de uma hemoglobina emiside estrutura que

acabamos de descrever, comec¢ando pela estrutorariariaté a quaternaria.
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Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
priméaria secundéria terciaria guatemaria

" ’ - »
Sequéncia de Cadeia Subunidades

aminoacidos daoa polipeptidica montadas

Figura 1.5 Sequéncia das estruturas da hemoglol@strutura primaria, secundaria, terciaria e

quartenaria [6].

1.1.1 Proteinas séricas

O sangue é composto basicamente pelo plasma, diquthrelado e viscoso que
representa 55% do seu volume total, 1% de leuceitpor hemacias que representam cerca
de 43% do volume total. O plasma consiste em 918%gua, 7% de proteinas (albumina,
globulinas e fibrinogénio) e 1,5% de solutos naméicos [23,27]. E obtido por meio de um
processo de centrifugacéo do sangue total quardtado em tubos com anticoagulante e o
soro € obtido sem o0 uso do anticoagulante, cofdititbasicamente pelos mesmos

componentes do plasma, exceto pelas proteinasagellegao como fibrinogénio e fibrina.

Além do soro e do plasma, foram estudadas neaisallio duas proteinas séricas, a

albumina e a hemoglobina, que seréo discutidaglarse

A albumina sérica é uma das proteinas mais abugglantsangue e corresponde 60%
das proteinas do plasma. A albumina sérica humd8A) possui uma cadeia polipeptidica
com 585 residuos de aminodacidos [6]. Albuminas sdi@cterizadas por conterem um
namero pequeno de residuos de triptofano e umnalieero de cisteina. Tanto a albumina
sérica bovina (BSA) quanto a humana possuem apgnassiduo de cisteina livre, o Cys34.
Os outros residuos formam 17 pontes de dissulfattaado a manter a estrutura terciaria. A

albumina é responséavel pela manutencdo do pH dpusa desempenha papel fundamental
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na ligacdo e transporte de moléculas importantesmocacidos graxos, hormoénios,
medicamentos e ions de metal no sangue [28].

A estrutura da albumina é formada por uma cades@&organizada em trés dominios
helicoidais homologos, os quais tém dois subdorsjréada um com uma forma helicoidal
comum. Estes dominios estruturais sdo unidos gagdies peptidicas. A figura 1.6 representa
os dominios I, Il e Ill e os subdominios A e B daAf29].

Figura 1.6 Dominios e subdominios da HSA [29].

A hemoglobina é encontrada somente no interiorhémsacias. E formada por duas
cadeiasx (141 aminoacidos) e dugg147 aminoacidos), como pode ser observado nadigu
1.7. Os mondbmeros permanecem unidos por interag@@sovalentes. No interior de cada
subunidade encontram-se 0s grupos heme, onde o®wstde ferro sdo armazenados. A

molécula de hemoglobina é formada principalmenteeptiuturas secundariashélice [6].
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Grupo heme

Figura 1.7 Estrutura molecular da hemoglobina[6].

Sob circunstancias nao-fisiolégicas as moléculasmlateinas em geral apresentam
diferentes mudancas conformacionais [3]. A expasiga proteina a mudancas do pH, de
pressdo ou a temperaturas elevadas, mesmo por penitmdo de tempo, faz com que a
maioria delas apresente modificacdes fisicas caddeccomo deshaturacdo. A agitacao
térmica faz com que a estrutura nativa da proteingiial se encontra no estado enrolado,
apresente desnaturacao térmica total ou parciaepdo assim sua atividade biologica [30].
Sob aquecimento as proteinas podem se agregaantiwrro estado nativo compacto mais
flexivel e fragil. A agregacédo da proteina é unuassimportante, pois esta relacionada com

doencas neurodegenerativas [6].

1.1.2 Desnaturacao e enovelamento das proteinas

O processo de desnaturacao das proteinas, tamb#midado de desenovelamento,
€ complexo de ser analisado. Ha diversos modeldgenatura que procuram descrever as
mudancas ocorridas durante a desnaturacdo. Asimastglobulares nativas, por exemplo,
podem apresentar desnaturacao que resulta em unfeeimoacéo desenrolada de suas cadeias
polipeptidicas. Mesmo sendo acompanhadas por paedatividade biol6gica, algumas

proteinas desenoveladas, recuperam suas ativittamlégicas e com isto sua forma nativa
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enrolada podendo esse processo ocorrer rapidanftexemplo, em 3 uma molécula
que contenha 100 aminoacidos pode voltar ao estia em cerca de cinco segundos [6].

A Figura 1.8mostra um esquema de um processo de enovelamenima@equena
molécula de proteina (vilina) que contém apenase8luos de aminoacidos. Neste caso, a
proteina encontra-se inicialmente no estado desmhiu parecendo um fio de la
desenovelado, esticado. Conforme a temperatudim@uindo, a proteina comeca a enrolar-
se recuperando seu estado nativo, também denomémadelado. Neste exemplo especifico,
a macromolécula foi desnaturada de forma reversiwatando-se possivel a volta para o

estado nativo, readquirindo suas fun¢des biolodilas

Figura 1.8 Simulacdo computadorizada de um enovefionda proteina vilina [6].

Este enrolamento espontaneo, com uma conformactonerte ordenada e
biologicamente ativa, reduz a entropia da cadelgpguiidica para um valor minimo. A
segunda lei da termodinamica estabelece que tasipsocessos ocorrem na direcdo que a
entropia € maxima. A explicacdo deste dilema estaquilibrio dos efeitos. Um dos efeitos
esta relacionado com a tendéncia da cadeia pdlijiegptencontrar sua conformacéo propria
de causalidade maxima ou de maxima entropia. @oafpiosto é a tendéncia das moléculas
de agua circundantes encontrarem sua posicdo denm&ausalidade ou entropia maxima.
No estado nativo quando a cadeia esta corretaneaoteelada, o aumento na entropia das
moléculas de agua circundantes é maior que a recheg@&ntropia da cadeia polipeptidica.
Levando em consideracdo a combinacdo do sisteroteima e moléculas de 4gua, ha um
aumento na entropia em funcdo do enovelamenta)destssim em acordo com a segunda lei

da termodinamica [6,31-33].
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A estrutura final enovelada, ou conformacdo, € tamldeterminada por fatores
energéticos. A proteina em solucdo aquosa est@etatc com moléculas de agua formando
camadas de hidratacdo ao seu redor. A quantidadgud®e esta relacionada com a energia
livre. A energia livre surge a partir de interacBairofébicas entre as moléculas de agua e os
aminoacidos ndo-polares dos agrupamentos R, qderten ficar protegidos da exposicao a
agua [6,25].

O processo de enovelamento pode ser visto termodiaenente em um diagrama na
forma de um funil para a energia livre de Gibbspoanostra a Figura 1.9 [6]. No topo do
diagrama observa-se um numero grande de estratesasoveladas, o qual corresponde a um
valor alto de entropia e de energia. Neste estadujmero de conformagfes € grande. No
caso de uma mudanca de estado, em que a protednatwl@-se de forma reversivel, as
estruturas secundarias tendem a voltar ao estadweder entropia. Este estado corresponde
ao estado nativo. O estreitamento do funil corredpoao decréscimo de conformacgdes da
proteina. As pequenas variacbes nas laterais dagi@néivre representam estados

intermediarios semi-estaveis que geralmente ocoleetamente [31].

Inicie da formacao da hélice
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Figura 1.9 Diagrama termodinamico do enovelamera@rbteind6].

Em geral, o processo de desnaturacdo térmica adsin@as mostra curvas muito

inclinadas, que sugerem que uma cadeia polipeptaficesenta dois estados bem definidos,
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um completamente enovelado e outro completamessendeelado [22]. A transi¢cdo abrupta
para a forma desenovelada, em um intervalo muitugr® de temperatura, indica que a
desnaturacdo € um processo cooperativo, no quaptara das primeiras ligacdes fracas
aumenta acentuadamente a probabilidade das rupesteites. Para moléculas proteicas
maiores, como a albumina, estudos sugerem que cegz® de desenovelamento seja
constituido por estados intermedidrios de confoémaf33]. A Figura 1.10 ilustra a
estabilidade de uma proteina em seu estado n@orn.o aumento de energia e temperatura a
estabilidade da proteina € modificada até atingia uemperatura critica €J, tambéem
denominada de temperatura de desnaturacdo, apaslaperde sua estrutura inicial e,

consequentemente, sua estabilidade cai abruptapemtem valor minimo.
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Figura 1.10 Curva de “fusdo” térmica de uma protaif22].

O calor interfere principalmente nas interacdesasacomo as pontes de hidrogénio e
em solucdo aquosa o0s grupos hidrofébicos também nsé@dificados. O intervalo de
temperatura em que ocorre a desnaturacdo dasna®i&imuito estreito e de dificil deteccéo
[6]. A regido de temperatura critica de mudanceeers estados esté relacionada com a taxa

de aguecimento, sendo que para taxas lentas edssdauil de ser detectada.

As proteinas podem apresentar diversas conformapiegodem ser representadas
estatisticamente por microestados. Considerandoprouesso que contenha apenas dois
estados bem definidos, nativo (N) e desnaturadg @Densemble(conjunto) desses

microestados compde 0s macroestados nativo, [Njesnaturado, [D], da proteina. O
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macroestado [N] € composto por uma quantidade pegde microestados, pois a estrutura
da proteina ndo varia muito, para ndo comprometefi;cdo. Mas o macroestado [D] pode

apresentar um nimero muito elevado de microes{@dps

A estabilidade da molécula de proteina entre aadestN e D esta associada a uma

constante de equilibri¢k }) , de acordo com a seguinte equac&o [33]:

p—

D]

Ky N]

(1.1)

r—

A variacdo de energia livre de Gibbs entre os estathtivo e desnaturadd G,
pode ser escrita em funcdo da constante de eduiBbda energia padrdo de desnaturagéo

AXG,[34]:

AYG =AG, + RTINKY (1.2)
em que R (8,314J/K.mol ou 1,987cal/lK.mol) é a camst universal dos gases e T, a

temperatura absoluta, em Kelvin.

A variacdo de energia livre de Gibkﬁ;zG, € nula em condicdes de equilibro. Sendo

assim, a equacéo (1.2) pode ser escrita como [34,35
ARG, =—RTInK] (1.3)

A variagdo de energia\yG,pode ser positiva, negativa ou nula, dependendo da

concentracdo de microestados [N] e [D]. Em equdib¥m-se trés situacdes, analisadas com
as equacoes (1.1) e (1.2) [35,36]:

1) N>D, implica AYG positivo, nesta situacéo a transicie-N ndo é espontanea e

necessita de energia para a mudanca de estado;

2) N=D, resulta emALG nulo, portanto ndo ha transicdo espontinea emstrdows

estados sob condi¢cbes padroes;

3) N<D, AYGnegativa, a transicdo -ND ocorre de maneira espontinea sem o

fornecimento de energia.
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Considerando a proteina em solugdo aquosa, estac&it de equilibrio deve
considerar a formacéo e quebra de interagbes néadetdes como pontes de hidrogénio,

hidrofobicas e ibnicas [35].

A variagao infinitesimal de energia livre Gibbs, ,dé®de ser escrita em funcéo da
variacao infinitesimal da entropia e da entalpiansiderando um processo isobéarico e nédo
isotérmico a equacao dsgra:

dG =dH -TdS - SdT (1.4)

Na qualdH=dQ e dS=dQ/T. Assim, para um processo nao isotérmico tem-se:

dG=-SsdT (1.5)

Os mecanismos envolvidos no processo de desnabutagdica da proteina sao
complexos, ocorrendo mudangas em sua estruturaseemstado bioldgico. A complexidade
esta relacionada com a estrutura da proteina. Mésipas de multi-dominios, cada dominio
pode atuar de forma independente e as interacOge etes podem influenciar o

desenovelamento total [29].

A literatura traz diversos esquemas para descrigigrocesso de desnaturacéo,
principalmente para a albumina que € a proteina ataindante no sangue, sendo assim uma
das mais estudadas. Um modelo geral de desnatutégéaaa foi descrito por Eyring e

Lumry, o qual consiste no seguinte processo [37]:

Nativo €= reversivel> irreversivel

O modelo consiste em duas fases. Na primeira, deadan de reversivel, a proteina
se desnatura, mas volta ao estado nativo apdésamaefito. Ja na segunda, denominada de

irreversivel, mesmo apos o resfriamento ela perogoem sua estrutura desenovelada.

A maneira mais simples de representar a desnatuEgsiste em um esquema que
contenha apenas dois estados bem definidos, n@iive desnaturado (D). Este esquema
descreve muito bem proteinas que apresentam apematominio, como por exemplo, a

mioglobina.
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Proteinas mais complexas que apresentam mais delaminio e subdominios
possuem um esquema de desnaturacdo com estado®etitgios. Estudos com técnicas de
de fluorescéncia, realizados na albumina, mostrapaenpara um aumento de temperatura de
cerca de 50°C ha uma separacédo reversivel dos idsnhia 1l. Em temperaturas acima de
50°, porém menor que 70°C, ocorre o desenovelamesteisivel do dominio Il, enquanto
0 aumento de temperatura acima de 70 °C ou maitaeso estado de desenovelamento
irreversivel para o dominio | [38]. Estes resuwdgdhostram que em uma proteina com multi-
dominios, como é o caso da albumina, a desnatukag@oe separadamente por dominios,
evidenciando existéncia de estados intermediafitste processo tem trés etapas e é

representado pelo seguinte esquema [38]:

N—E—->I—>U

Estado nativo (N}~ estendido (E)— intermediario (I)— desnaturado (U). Este
modelo difere do anterior por apresentar uma atapemediaria. No estado estendido ocorre
a separacdo dos dominios, 0 que constituiu em uocegso reversivel. No estado
intermediério ocorre a desnaturagdo de um dos dosnénquanto que o outro permanece
intacto. No ultimo estado desnaturado, 0 domin®egtava intacto comeca a desnaturar logo
apos a desnaturacdo completa do primeiro domiaiaahdo-se um processo irreversivel.
Mesmo no estado desnaturado ainda pode haver agumodéeculas com desnaturacao
reversivel. A explicacdo provavel consiste na fadwade ligacdes S-S e SH-livre que déo
forma dentro dos véarios dominios, e/ou a preseecalglma cooperacdo intramolecular na

desnaturacao térmica que atua para manter algundgrastrutura [38].

A desnaturacdo de uma proteina globular esta genddmrelacionada com uma
mudanca na sua estrutura secundaria [29]. Por daewgp estudos do comportamento e do
desenovelamento da HSA realizados com o métodacdssimo circular (DC) indicam que o
indice de estruturag-hélice dessas proteinas diminui devido ao aumdatdéemperatura,
sendo que em temperaturas abaixo de 50°C a perelstrdéuran-hélice (entre 40 e 45 °C) é
de 3%][40], enquanto que nas regides de temperatimea de 75°C, ndo ha uma recuperacao
integral das estruturas desenroladas ap0s refc@@rsubsequente [29,39]. Esta diminuicdo
de estruturasi-hélice também é observada em amostras de hemiogl¢bj. Assim, para
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proteinas com multi-dominios, as temperaturas da tase de desenovelamento, reversivel e

irreversivel, podem variar para cada dominio.

1.2 Mecanismos de permeacao e a fotoestabilidattemelacées de uso topico

A pele constitui uma protecdo natural contra adiaetacdo e agressdes externas,
possuindo alta resisténcia & permeacdo. E cowmstitpbr duas camadas: a epiderme,
correspondente a mais externa, e a derme, a inuRarepousa sobre a camada subcutanea

(ou hipoderme), conforme ilustra a Figura 1.11.[41

A epiderme, avascular, é formada pelo epitélio adttado cujas células se
denominam queratindcitos. Pode ser dividida em gadgs: camada mais interna na qual as
células proliferam, sofrem alteragbes morfoldégieasjue da origem as células mortas do
estrado corneo, a parte mais superficial, de grangertancia para o estudo da permeacao

cutanea, pois é a principal barreira a difusdoutbsténcias na pele [41].

A derme, logo abaixo da epiderme, é formada por teda de fibras de colageno e
elastina, que sao responsaveis pelas propriedagle®sisténcia e elasticidade da pele,
respectivamente. A derme contém vasos sanguinépfgcos, terminacdes nervosas e 0S
apéndices cutaneos, como foliculos pilosos, glasdsgbaceas e sudoriparas [41].

Pelo

-/ ‘r.-f ¥ Giindula sebacea
Epiderme

Derme

Subcuténeo

Vazos infaticos
Nervos

%..

& Artéria Fobculo piozo
Melanina Hipoderme
C&lula basal Gléndula sudoripara
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Figura 1. 11. Estrutura da pele, em detalhe o métito [42].
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A permeacao de formulacdes através das camadaslelagorre por difusdo por
duas vias: via transepidérmica, que compreendenatiagdo transcelular e a penetracdo
intercelular conforme ilustra a Figura 1.12, eatvansanexal (através dos foliculos pilosos
e das glandulas sebéaceas). O estrato corneo étemustpelas laminulas formadas por
queratindcitos mortos e cornificados e por um nmeltdipidico localizado entre as
laminulas. A permeacédo através do estrato ou cas@daa consiste no mecanismo mais
importante por se tratar de tecidos ndo vasculdwgademandando a adocao de estratégias
especificas para cada funcionalidade pretendidd443

Via intercelular Via transcelular

=% ,f;_'“} %

D a5y Camads

i cornea
= e ;‘.:.X

M:?:;:;.ncaa Citoplasma Acidos  REgIE0
BSIERS celular graxos  90U0S3
Ceramida I
Fan nd f| f |.J'I_h'-r.
: N k) AL fi
Espago - RE: l e
intercefular | L_ B g AN [ SO R
R R ER Ve AN
' Ead /s LS L H
%J/ ‘*;(J_
cz Lipideos
i Regiao I Querating
Lipideos & Colestera P
P aquosa Lipideos

Figura 1.12 Diagrama simplificado do estrato céoneom duas rotas de penetracao [43].

O estudo de permeacdo de formulacdes farmacologieapele é de grande
importancia na eficacia da elaboracdo de farmacode eprotetores solares. Entre as
dificuldades para se fazer um perfil da distribaigdestas formulacbes na pele esta a

heterogeneidade da estrutura, as diferencas dddndipara individuo, o grau de hidratacéo,
entre outras.

A Espectroscopia Fotoacustica talvez venha send@todo mais eficiente para se
executar esta tarefa. Em estudo realizado antezitten[16], demonstramos que é mais
vantajoso medir o espectro de absorcédo da formulsgiire a pele do que realizar a medida
em um unico comprimento de onda. Para a realizdg&cespectros de absorgéovivo foi
utilizada a célula fotoacustica aberta, conformestib a Figura 1.13. A formulacdo de

protetor solar foi aplicada no antebraco dos valuos para se avaliar a permeacgao cutanea.
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Os experimentos foram realizados em intervalosedeptd de aproximadamente 15 min.,
durante 3h.

Luz modulada
-

b o s
LL_-?.IEHEIE optica

Wicrofone Cas

Celula fotoacustica

Braco

Figura 1.13 Detalhe da célula fotoacustica aberta.

A Figura 1.14 mostra os espectros de absarc&o/o para o produto aplicado sobre o
antebraco, imediatamente ap0s sua aplicacdo solpelea na curva em preto. A curva
vermelha foi determinada 130 minutos apos a ag@ap mesmo produto. Vé-se que apds
duas horas de aplicacdo tem-se uma diminuicdofisgnva na intensidade da banda de
absorgéo da formulacéo, na regidao em torno de B8¥0Onuicando a permeacédo da substancia
para o interior da pele. Para comparacdo, a curvbhra parte superior da figura mostra o

espectro do protetor sobre uma laminula de vidro.

0,10 . ; . ; . ; . ; . ;
Protetor solar

0,05

0,00

Protetor solar sobre apele T =0min
0,002 |

Sinal Fotoacustico (ua)

0,001

T= I130 min

270 300 330 360 390 420 450

0,000

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.14 Superior: espectro de absorcao do gmoteolar sobre a lamina de vidro.
Inferior: curva em preto: espectro de absor¢ao alarfulagdo determinado imediatametiEempo 0)
apos a aplicagéo do produto sobre a pele e curva@melho: espectro de absor¢do determinado
130 minutosapds a aplicacdo do produto sobre a pele [16].
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Este resultado demonstra que embora as formulagégen projetadas para se
manterem na superficie da pele, a permeac¢édo oéomreutros estudos realizados em nosso
grupo [45,46], incluindo aquele realizado na mindiasertacdo de mestrado [18], foi
demonstrado que ao se propagarem através da pts,fermulacdes atingem a regido da
derme, em especial dos melandcitos. Isto aponta pamecessidade de se avaliar a
fotoestabilidade destas formulagfes, porque aotm@eam na pele até as camadas mais

internas, poderéo ser estimuladas via absorcamadeg0es que podem atingir estas regioes.

A pele é praticamente transparente desde a regi&bv/é (entre 320 e 400 nm) até o
infravermelho préximo [47]. Como os protetores sedacomerciais para a regido do UVA
(320-400nm) em geral séo produzidos com derivaddsedzofenonas e antranilato de metila,
ao absorverem a radiacdo ultravioleta energizamigénio do meio, provocando uma acao
lesiva colateral. Este processo de interacdo entebstancia protetora, a pele e a radiacéo
solar ainda é controverso e demanda novos estbBda® os efeitos da interagdo da luz com
0s protetores e a pele estd a formacdo de radiveés, que recombinam rapidamente

caracterizando uma reacao fotoquimica que podersgrdicial a pele [48].

Assim, rente a demonstracdo em trabalhos anteraeeque estas formulacdes se
propagam até as camadas mais internas da pele;geimportante avaliar a fotoestabilidade
das formula¢bes de modo a se verificar se estimutagdes fotoquimicas. Como se trata de
materiais na forma de p6 ou cremes, estes estudnglificeis de ser realizados com as
técnicas espectroscopicas convencionais. PortanEspectroscopia Fotoacustica parece ser

um meétodo adequado para este tipo de estudo.
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Capitulo 2 - Técnicas Fototérmicas

2.1 Introducao

As técnicas fototérmicas constituem um grupo deodu& sensiveis de deteccdo da
absorcdo Optica e caracterizacdo térmica da amoStrafeito fototérmico consiste na
mudanca do estado térmico da amostra induzido parradiacdo eletromagnética incidente.
Isto ocorre quando a energia luminosa incidenteepser parcialmente ou totalmente
absorvida e convertida em calor. O calor geradalgente é resultado de processos de
desexcitagdo dos niveis de energia atdmicos e wolaftes via relaxacdo ndo radioativa. O
aguecimento na amostra provoca entdo mudanca deefatura seguida de variacbes nos
parametros termodinamicos como volume e pressamsdgaentemente, havera variagcdo do
indice de refragcédo (dn/dT) e da densida)g49,50].

7

O conjunto de técnicas fototérmicas é classificadmo um grupo de métodos
indiretos de analise da absorcao 6ptica. No méiadioeto, ndo se mede o coeficiente de
transmissdo da luz, mas sim o efeito causado pmar@gio Optica na amostra, ja que o
aguecimento resulta da energia absorvida [51]. @@@mento causado na amostra depende
da quantidade de radiacdo eletromagnética abspm@tahavendo contribuicdo das perdas

por espalhamento e reflexao.

A geracdo do sinal fototérmico envolve alguns pssos basicos, como mostra a
Figura 2.1. A fonte de radiagcdo Optica pode seadaat um laser, por exemplo. Parte da
energia incidida € absorvida e gera um aumentondegia interna. ApOs a desexcitacdo ha
um aumento da temperatura e consequentemente naudandensidade da amostra. Se a
mudanca de temperatura ocorrer em um intervalerded menor que o minimo exigido para
a amostra expandir ou contrair, a mudanca na textysarresultara na variacdo de pressao,
formando assim ondas acusti¢ag]. A mudanca da densidade é responséavel pela madang
do indice de refragdo na amostra e pode ser madéarsando-se um laser de prova.
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Excitacdo Optica
il
Absorcdo
il
Relaxacdo do Estado
Excitado

1l

Mudanca na Temperatura = Mudancas na Densidade ¢ Mudancas de Pressdo

I

Feixe de Prova =) Mudancas no indicede = Sinal Fototérmico
refracdo

Figura 2.1 Processos envolvidos na espectroscapiédrmica [49].

O sinal fototérmico pode ser obtido por difererttesicas. A medida da variacdo da
temperatura pode ser obtida pelas técnicas deimakbia, emissdo infravermelha e
radiometria fototérmica. A variagdo de pressdo peee detectada pela espectroscopia
fotoacustica e as medidas de variacdo na densg#adebtidas pela espectroscopia de lente

térmica, difracdo fototérmica e deflexdo superficia

Nos préximos itens deste capitulo serdo descutidasécnicas utilizadas para o
desenvolvimento da presente pesquisa, como a Btérférometria Optica e a PAS.

2.2 Espectroscopia de lente térmica (ELT)

O efeito de lente térmica foi observado pela pnimmeiez em 1964 [52]. Entre os
pesquisadores envolvidos estavam os brasileiros Ré€ité e SPS Porto. Ao introduzir
corante no interior da cavidade de um laser de Elgdra estudar o efeito Raman, eles
observaram mudanca na intensidade do centro de ébssociaram o referido efeito a uma
lente térmica gerada pelo aquecimento da regiditaelac Posteriormente, o0 mesmo efeito foi
observado com a amostra posicionada fora da cavitkskr depois de ser submetida a

excitacao por um feixe laser de perfil gaussiardd.[5

O efeito de lente térmica (LT) pode ser entendideeguinte forma: quando um laser
de perfil de intensidade gaussiano incide sobre amastra parcialmente transparente e a
energia absorvida é total ou parcialmente conweriu calor, havera uma variacdo radial de
temperatura na regido excitada. Como consequéhaiera um gradiente de indice de

refracdo com simetria radial ao longo do cilind® ahlor que se formara na direcdo de
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propagacédo do feixe, ou seja, ao longo da espedasuaanostra. Este efeito é semelhante a
uma lente por que tem a propriedade de convergitivargir o feixe laser que passa por esta
regido. Este efeito de LT esta relacionado commpei@s térmicos e opticos da amostra em
analise como: coeficiente de absorcdo Optica, ceete térmico do indice de refracao,
coeficientes de temperatura da polarizabilidad&éleEa e da expansdo térmica, além da
condutividade e da difusividade térmica. Trata-seutha medida local, porque a regiao

excitada pelo laser em geral € muito pequena epdelao volume total da amostra.

Embora a espectroscopia de lente térmica poss@aerada utilizando-se um unico
feixe laser para gerar e para provar a lente té@;ndéianais comum o uso de dois feixes [54].
Neste caso, um feixe laser é usado para a excitg@amostra e a geracdo da LT e 0 outro
para detecta-la, denominado de feixe de provaeEstvantagens de se usar dois feixes esta a
maior simplicidade para o alinhamento, além de msamsibilidade e maior flexibilidade
para a realizacdo de estudos espectroscépicosnfigemcao utilizada para este trabalho é
denominada de modo descasado, ilustrada na Figuir&l@ste arranjo, os raios dos feixes de

prova (em vermelho) e de excitacdo (em verde) rasamsao diferentes.

Considerando o eixo de propagacdo dos laserg, eanamostra é posicionada na
cintura do feixe de excitacdo eme fora da cintura do laser de prova 2m 0. O detector
fica localizado a uma distancia #dez,, que é da ordem de 5m. A cintura do feixe de péova
definida comowop, 0s raios dos feixes de prova e de excitagdo reEstaINSaaw1p € Woe,

respectivamente.
z=0

' A

‘-—"—"‘——-____; )
LP >
() LE >
»
M,

_ ®; > D

" Z, ala Z,

Figura 2.2 Representacdo do experimento de LTfeora duplo no modo descasado. A € a amostra;
LP é o feixe de prova; LE é o feixe de excitacaé;a distancia confocal do feixe de provaéa
distancia entre o centro da amostra e o detectgr fDorigem do eixo esta localizada na cintura do

feixe de prova.
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O modelo tedrico para o modo descasado foi desédeokem 1992 por Shen e
colaboradores [54,55]. Neste modelo considerouts® @mbos os feixes tém perfil de
intensidade gaussiano. Sao trés os passos primgyeaa o0 desenvolvimento do referido
modelo: (1) determinar o aumento local de tempeaanduzido pela absorcdo do feixe de

excitacAoAT(r,t); (2) determinar a variacdo do indice de refraca@Tdninduzida pela

variacdo de temperatursl(r,t) na amostra; e, por ultimo, (3) determinaingensidade do
campo elétrico do laser de prova na posicao datbetit), o que é realizado utilizando-se a

teoria de difracédo de Fresnel.

A variacao de temperatura local induzida na am@statida resolvendo-se a equacao
de difusdo do calor induzido na amostra pela ghsoparcial do laser de excitagcdo. A
solucdo detalhada esta descrita em trabalhos eme®fil 1,54,55], obtendo-se:

__2RA | 1 2t iaf ),
AT (r,t) = o~k ££1+(2t' /tc)Jexp[ Tt /tcjdt (2.1)
em que:
{ = % e D= (2.2)
4D oC,

t. € definido como o tempo caracteristico de format@dente térmica, D € a difusividade
térmica, R € a poténcia do laser de excitacaq, Ao coeficiente de absorcdo Optica no

comprimento de onda do laser de excitagfie.a densidade, k € a condutividade térmicg e C
é calor especifico da amostra.

Quando o laser de prova passa pela lente térmareeogma pequena distor¢cao na sua
frente de onda. Esta distorcao € descrita comodii@a@nca de fase que esta relacionada com
a mudanca do caminho Optico em relacéo ao eixofo@ue descrito em trabalhos anteriores

[11], esta diferenca de fase € dada por:
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t a2
cngj;. 1-exd 271 || 4y 2.3)
t. 01+Z /tc 1+ 2 /tc
com.
poBAS o) »
KA LdT

em queL, € a espessura da amos#rag o comprimento de onda do laser de prova e d&/dT

a mudanca do indice de refragdo com a temperatarapmprimento de onda do laser de

prova.

A mudanca no indice de refracdo de uma amostra actemperatura pode ser

resultado de dois processos:

1- Aumento no volume molar, V, devido a um aumentoespaco inter-atdbmico das

moléculas, o que resulta em diminui¢cdo do indiceettacao;

2- Aumento na polarizabilidade eletrénica, P, comteuga tendendo a um estado mais

dissociado, causando assim aumento no indice g &et

Sendo assim, a variacdo do indice de refracao lagéed temperatura pode ser escrita como

uma combinacéo desses dois processos da seguimbgan&7]:

dn _ (n2 —1)(n2+1)

T on (¢-B) (2.5)
Sendo:
_1fav _1(dp
'B_V(dTJ &/ P( de (26)

Como ultimo procedimento do desenvolvimento teddeolente térmica, tem-se a
determinacdo da propagacao do feixe de prova. Asslongue a poténcia do feixe de prova
absorvida pela amostra seja desprezivel em confma@mgn a do laser de excitacdo e que o
feixe emergente da amostra que se propaga atéeotatepossa ser tratado via teoria de

difracdo de Fresnel, o resultado da intensidade ged dado comd(t) = |U, (z, + z,,£) %,
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em quel’, é a amplitude complexa do campo elétrico do ldegprova no detector, apos ter

atravessado a regido da lente térmia

0

Uo(z+ 2, 9= Cj(l— ) exdg ~( 1+ jV) g] dc (2.7)

0

2

r . A .

em queg :(—j , C é uma constante\é:i, no qual zc € a distancia confocal do feixe
zZ

P

de prova. Substituindo a equacao (2.7) &) :‘U (2, +2 ,tf, teremos:

2mV
[+ am)+ v ¢

1(t)=1(0) 1—% arctan (2.8)

+1+ 2m+\V?

2

e

2
em quem :[ j e 1(0) é o valor de I(t) quando o tempo t é zer® éwzero.

A equacgdo (2.8) € a equacdo de trabalho que padetifieada para ajustar os
transientes experimentais, fornecendo os paramétresD, que sao utilizados para se
determinar as propriedades Opticas e térmicas dasteam Os parametros m e V sao
determinados com o auxilio de um medidor de feix@i@ especificos para cada montagem
utilizada. Quando os experimentos sao realizadoando-se a temperatura da amostra, com
um sistema de aguecimento, os paramét®® sdo determinados em funcéo da temperatura,
ou seja,0(T) e D(T).

2.3 Interferometria Optica (10)

A representacao da configuracdo da interferomépiia esta ilustrada na Figura 2.3
[56]. Nesta configuracdo, temos que S é um feixédudemonocromético e B n’ sdo 0s
indices de refracdo da placa e da vizinhanca, céspmente, sendo L a espessura da placa e

0 e 0’ os angulos de incidéncia e refracdo em relagéariaal, N.
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Figura 2.3 Representacdo da interferometria Optica.

A diferenca de caminho Optica$) entre dois feixes refletidos na primeira (A)ae n

segunda (B) superficies da amostra é expressa por:

AS=2nLco¥ = M (2.9)

Quando o angulo de incidéncia € pequeno, podencosves:

AS=2nL=Amou S nl_:% r (2.10)

Ou seja, os maximos de interferéncia sdo obtidasd esta diferenca de caminho 6ptico é
igual a um nuamero inteiro de comprimentos de omdas minimos quando é igual a um

namero semi-inteiro de comprimentos de onda.

Uma vez obtida a formacado de franjas, o que se faade € variar a temperatura da
amostra com o auxilio de um forno resistivo. Asdiiavera mudanca no caminho Optico da
amostra e, como consequéncia, deslocamento dagasframe interferéncia. Estes
deslocamentos podem ser medidos com o auxilio dotadiodo posicionado de modo a se
detectar o feixe que passa pela amostra sob agmcmO fotodiodo deve ter uma area
muito menor do que 0 espacamento entre as frafig@an, o deslocamento dos maximos e
minimos pode ser medido. Portanto, diferenciand@asequacdo (2.10) em relacdo a

temperatura e dividindo o resultado potdmos:
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ELEJ:(E‘}m:i(ﬂ'} (2.11)
L\dt) (aT oLl dT

Em (2.11)az%£%) € o coeficiente linear da expansao térmica, necéo do feixe de

laser incidente.
Definindo E(EJ = (isj , temos:
L\dT dT
_dn +na:i _dm (2.12)
aT 2L\ dT

o

As amostras liquidas, como as utilizadas nas medidalizadas neste trabalho, as

mesmas sao colocadas em uma cubeta de quartzocaefijciente de expansao térmica €
muito pequeno (6.10K™) se comparado ao coeficiente térmico do indiceefimcdo da
amostra £ 10* K™). Podemos, entdo, desprezar a expanséo na didecioopagacdo do

feixe, e assim escrever [56,57]:

(Ej - (ﬂ‘] - i(i”) (2.13)
at) LdT)” 2l dT

em quei é o comprimento de onda do laser utilizado, Lespessura da amostra e dm é o
ndamero de franjas que passa pelo detector no altede temperatura dT. Esta é a equagéao de
ajuste dos dados experimentais. Uma descricdo detmhada deste experimento e das

consideracdes tedricas pode ser encontrada némei@[57].

A Figura 2.4 traz um exemplo de uma medida defer@metria para a amostra de

hemoglobina. Notam-se as franjas de interferérmia @s maximos e minimos.
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Intensidade do sinal (u.a.)

-60 " 1 " 1 " 1 "
33 34 35 36 37

Temperatura (°C)

Figura 2.4 Interferograma de uma amostra de hemuigk diluida em agua com concentracéo 3%.

Um fato importante a ser mencionado é que, emlmiatansidades se apresentem
de maneiras diferentes, por exemplo, em feixesntensidades iguais, diferentes ou com
multiplos feixes, a posi¢cdo dos maximos e mininmws celacdo a fase € constante, conforme
mostra a Figura 2.5. A medida de (dn/dT) é depeedigste fato, uma vez que as medidas de

(ds/dT) dependem da posi¢cdo dos maximos e minimaglacao a temperatura.

Feixes d

2 Intensidade Diferentes - cosd
- - - T im
Feixes de Intensidade lguais - cos™[4/2)

—— Multiplos Feixes - Eguacio de Airy

Intensidade (u.a)

Fase (graus)

Figura 2.5 Variacdo da intensidade com a diferededase — Interferéncia de dois feixes de

intensidades diferentes, iguais e para multipldscie
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2.4 Espectroscopia fotoacustica (PAS)

A Espectroscopia Fotoacustica € uma técnica eggedpica baseada no efeito
fotoacustico. Este fenbmeno foi observado pelagirarvez em 1880 por Alexandre Graham
Bell, quando ele trabalhava em seu fotofone [58]l Bboservou que a incidéncia de luz solar
modulada em um sélido, dentro de uma camera fecpaoiduzia efeitos sonoros que podiam

ser ouvidos por meio de um tubo ligado a esta cimar

Motivados pela descoberta de Bell, Tyndall [59] enfgen [60] descobriram que o
sinal acustico podia ser produzido quando um gasaléde uma camara fechada € iluminado
por uma luz modulada. A intensidade deste efeib@ndependia da intensidade de luz solar
absorvida e da natureza da amostra. Como o sisterdatec¢cédo usado nas experiéncias era o
proprio ouvido, ndo foi possivel para eles obterdatos quantitativos, e assim o0s

experimentos envolvendo o efeito fotoacustico foedrandonados a época.

Em 1881, Bell interpretou o efeito fotoacusticalizado em soélidos porosos como o
carbono preto, como sendo um ciclo de expulsédalesoecdo do ar nos poros da amostra
[61]. Isto estava de acordo com a teoria de RdylEg], a qual também previa que o efeito
era gerado pelo movimento mecéanico do proprio soha contrario, Preece [63] sugeriu que
0 solido ndo realizava movimentos mecéanicos, rma®%feito de contracdo e expanséo do ar
dentro da célula. Ja Mercadier [64] concluiu quagoiecimento periddico fazia vibrar a

camada de ar em contato com a amostra devidoacéadgue estava sendo absorvida.

Cinquenta anos mais tarde, com o desenvolvimentmideofones mais sensiveis, 0
estudo do efeito fotoacustico foi retomado com aslidas sendo realizadas em gases [65].
Neste caso, 0 gas absorve os fétons incidentebaedo em aumento na energia cinética das

suas moléculas, causando assim uma flutuacéo ssépreentro da camera.

Em 1973, a espectroscopia fotoacustica torna-se téuomica analitica para a
determinacdo das propriedades Opticas e térmicasatiriais ndo gasosos, particularmente
de materiais opacos ou espalhadores de luz. Istoeacporque os Profs. Allan Rosencwaig e
Allen Gersho [66] desenvolveram o primeiro modeadorico que permitia a utilizacdo de
equacOes analiticas para descrever o comportardersioal fotoacustico, tanto em termos da
poténcia de luz incidente, como da frequéncia delutagédo do feixe de excitacdo. Este
modelo aliado aos experimentos em sélidos foi iatadiente aplicado para o estudo de

propriedades térmicas e Opticas de materiais. el com que a fotoacustica fosse
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considerada como um método de grande valia paratud® de sélidos, e entre suas
caracteristicas, talvez a que mais atraiu a atedgdgpesquisadores foi a possibilidade da
técnica permitir a realizacdo de estudos de paefiprofundidade dos entes absorvedores ao

longo da amostra teste.

2.4.1 Efeito Fotoacustico

O efeito fotoacustico consiste na geracdo de urda anustica, e pode ser observado
guando a luz modulada é absorvida por uma amosiriacdde uma célula fechada contendo
gas (podendo ser o préprio ar), acoplada a um foioeo A luz € absorvida e transformada
em energia térmica por um processo de desexcitaé@o radioativa. O aquecimento
periodico da amostra gera uma onda de pressdo x@rgacontato com a mesma. Essa
variacdo de pressdo do gas é detectada pelo mmerqgfce resulta no Sinal Fotoacustico, e a
intensidade do sinal gerado dependera da frequéaci@odulacdo da luz incidente.

A configuracédo da célula fotoacustica esta reptaganna Figura 2.6; ela consiste de
uma amostra sélida colocada dentro de uma célulama distancia da janela de vedacao
transparente, em contato de um lado pelo gas @o)oritro pelo suporte metalico, considera-
se que nem o ar nem o0 suporte absorvem a radiac#emte. Um microfone capacitivo é
acoplado na parede lateral da célula em contato @ayas, o qual capta as variacdes de

presséao do ar.

camada
franteiriga
de gas

T

amostra supoHe

|

janela

5

radiagdo

modulaca -
microfone

Figura 2.6 Representacao da célula Fotoacustica.

A fracdo de luz, incidente na amostra, que for mlida pelas moléculas pode ser
convertida em calor. Este calor gerado pode chatgaa superficie da amostra e contribuir
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para o sinal fotoacustico, dependendo da profudéida ponto de geracéo e da frequéncia de
modulacdo da luz utilizada. O comprimento de difusérmica,us € definido como a
profundidade na qual a onda de calor gerada pogeopagar até a superficie e contribuir
para a geracao do sinal fotoacustico. Esse comptingedefinido pela seguinte expressao:

us{ 0 j (2.14)

mf

em que D é a difusividade térmica (@s) e f é a frequéncia de modulacédo (Hz) do feixe d
luz que vai iluminar a amostra sob teste. Portantajando-se a frequéncia de modulagéo, o
comprimento de difusédo térmica pode ser alteradalderma que um perfil de profundidade
possa ser obtido. Assim, quando se aplica uma&ubatsobre a pele e ela penetra através de
sua superficie, o sinal fotoacustico revelara apsafundidade por meio da dependéncia com
a frequencia. Esse procedimento tanto pode sdeadal com apenas um comprimento de
onda, na banda de absor¢do da substancia, quantodama faixa espectral disponivel,

analisando-se o sinal em cada comprimento de onda.

M3 M4 (O]

M ®y
l l l v Camadal

Camada 2

Figura 2.7 Esquema do perfil de profundidade naagéo do sinal fotoacustico, agwF2xf.

A Figura 2.7 mostra um esboco do perfil de penétrauma amostra, ilustrando o que
ocorre se a frequéncia de modulacdo da tig € modificada, ou seja, a informacéo
necessaria é extraida da amostra analisada enerdésrprofundidades. Quanto menor a
frequéncia de modulacédo da luz maior sera a prafadd de geracédo do sinal fotoacustico.
As flechas representam as profundidades até orgieab PA é gerado, para a respectiva

frequéncia de modulagéo. Nesta figura, a frequiéreisce a partir de; atéws.

E importante citar que a PAS é uma técnica queipearavaliain vivo, ex-vivoouin
vitro a propagacéo e distribuicdo de medicamentos auétas atraves da pele e da unha

[67]. Com esta técnica, pode-se realizar separagpectral das contribuicbes dos diferentes
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constituintes das formulagcfes que contribuirem paasorcdo Optica descrita pelo espectro
total do sistema.

Outra vantagem da PAS € que, por ser uma técniita sansivel, ela permite detectar
a presenca de baixas concentracées dos compoabstayedores na amostra. Além disso, o

método é nado destrutivo porque permite que a amdssitada possa ser reutilizada para

outros ensaios.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 Amostra

3.1.1 Proteinas

Nesta etapa do trabalho, foram utilizadas quatrostias:
1) Albumina bovina em forma de crist®¢vin Serum Albumir BSA);
2) Hemoglobina bovina em forma de cristal,
3) Plasma humano;
4) Soro humano.

O soro e o plasma foram obtidos no Hemocentro deplted Universitario da UEM
em Maringd. Metade do sangue coletado foi coloamatubos contendo anticoagulante

EDTA, a fim de se obter o plasma, e a outra mgbtade obtencao do soro.

Para a separacédo (sedimentacdo) do plasma e dale®relementos figurados, as
amostras de sangue passaram por processo deugatéd e foram submetidas ao repouso.
Devido a gravidade, os elementos figurados, p@nsenais pesados, se precipitam no fundo
do tubo, e o0 plasma ou soro, por serem mais ldwe@sn como sobrenadantes, conforme
podemos observar na Figura 3.1. As quantidadetadmp e soro obtidos do sangue foram de
aproximadamente 55% e 45% , respectivamente, eelptaquetas. Em seguida, as amostras
de plasma e de soro foram coletadas por pipetasnazanadas em tubos com tampas e

devidamente identificados e mantidos sob refrigevac

As amostras de soro de albumina bovina e de heilmogldovina, na forma de cristal,
foram adquiridas d&igma-Aldrich Para a realizacdo dos experimentos, elas forardals

em agua milli-Q nas seguintes propor¢des:

*  Albumina: 40mg/ml,

* Hemoglobina: 3,9mg/ml.
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Plasma
Plaguetas

Hemacias

Figura 31 llustracdo do plasma sobrenadante e dos elemdigiasdos apds centrifugacao e

repouso.

As quatro amostras, hemoglobina, plasma, albums@ @ podem ser observadas na
Figura 3.2.

Figura 32 Amostras de hemoglobina diluida, plasma, albundihdda e soro.

3.1.2 Protetor solar

O protetor solar (comercial) analisado continhazbé&mnona como principio ativo. As

amostras estudadas foram:
*  Principio ativo
* Base (oleosa)

*  Filtro solar completo
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3.2 Arranjo Experimental

3.2.1 Lente Térmica

A Figura 3.3 mostra o esquema do arranjo experah@ara a lente térmica utilizado
neste trabalho. O laser de Argér@@herentmodelolnnova 90 Pluscom 6W de poténcia
nominal e comprimento de onda de 541,5imutilizado como feixe de excitacdo (LE); o
laser e He-NeJDS Uniphaseom 1mW de poténcia nominal, no comprimento de atela
632,8nm, foi empregado como feixe de prova (LP3. f@odiodos (F1 e F2) possuem
resposta linear para a variagéo de intensidadezjaelcom tempo de resposta na escala de

microsegundos.

As lentes convergentes (L1 e Lfdyam dispostas sobre transladares XY para permitir
um perfeito alinhamento dos dois feixes. A incidérdo laser de excitacdo na amostra foi
controlada por um obturador de luz da makéelles Griot acionado por sinais digitais
provenientes da porta de comunicacao paralela deoaumputador.

M7,
LE
L2 LD
0 Ll UA El
M6 +M]I4 L M2 D L
M3 =
M3
S
PC oD T

Figura 3.3 Configuracéo experimental de LT no mddscasado.UA: unidade de aquecimento, Mi
:espelhos planos, Li: lentes convergentes, LPrldseprova, LE: laser de excitacdo, CT: controlador
de temperatura, A: amostra, Fi: filtro, F1 e F2tddiodos, O: obturador, P: diafragma, PC:

computador para aquisi¢cao, OD: oscilosépio.
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As amostras foram colocadas em uma cubeta de qudeizZ3mm de espessura e
aquecidas na unidade de aquecimento elétrico (filjando resistores, com uma rampa de
aquecimento de ambiente até 50 ou 70 °C, em taxaggecimento de 0,1, 0,2, 0,3 e 0,5

°C/min. O esquema da unidade de aquecimento gstsentado nRigura 3.4.

T Amostra
"

Laser
— ————"‘_%E-/
:1_\ i ii;\-"ii .
Sensor
de
Temperatura

Resistor B

Forno

Figura 3.4 Corte transversal da unidade de aqueaitméUA).

A temperatura da unidade de aquecimento foi cadeole monitorada por um
controlador de temperatutaakeShore 340por meio de um sensor PT 100 abertura no
centro da unidade de aquecimento permite a passdgsndois feixes laser de modo que

ambos estejam centralizados na amostra.

O laser de prova, ap6s passar pela amostra, éadespelos espelhos M1 a M5,
chegando até o fotodiodo (F2) que estd4 conectadsistema de aquisicdo de dados. Um

diafragma (P), com abertura demm, foi colocado na frente e junto ao fotodiodo,

possibilitando analisar somente o centro do feased. O angulo de inclinacdo do laser de
prova na amostra € menor do que 2°, em relacadebe®de excitacdo. Para impedir que a luz
ambiente ou do laser de argbnio contribuisse paiaab, um filtro (Fi)com banda passante

emé632,8 nm, foi posicionado na frente do fotodiodo (F2).
A amostra foi posicionada na cintura do feixe dsefade excitacdo, e a
aproximadamentetocm da cintura do feixe do laser de prova. Em seguyda,meio dos

espelhos M1 a M5, foi feito o alinhamento de mode q centro do feixe do laser de prova
passasse pelo diafragma, que se encontra na abdduptodiodo (F2), maximizando-se 0
sinal no detector. A distancia de aproximadamemebtre a amostra e o fotodiodo (F2), tem
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por objetivo aumentar o diametro do feixe de pr@eamitindo assim que apenas o centro do
feixe seja detectado.

Durante este processo, o feixe do laser de exoitéicad interrompido por um
obturador (O) posicionado depois do espelho M6rd@imo passo a ser seguido € fazer com
que o feixe do laser de excitacdo passe atravésndatra. Para que se obtenha um perfeito
alinhamento, a lente L& ajustada de modo que o feixe do laser de exoitpgdse pelo
centro do feixe do laser de prova. Nesta fase, ditaagcGes podem ocorrer: se a amostra
apresentar um dn/dT negativo, o laser de provaisenmais divergente ao passar pela lente
térmica da amostra e, portanto, o sinal no fotawlié? diminui; caso contrario, ou seja, para
dn/dT positivo, o feixe torna-se mais convergergementando o sinal no detector. O

processo de alinhamento consiste sempre em minmimigeal do laser de prova apos passar

pela lente térmica quando dn &F negativo, ou maximiza-lo, se dn/dT for positivo

Uma vez obtida a curva experimental para o trateside lente térmica, a equacao
(2.8) pode ser utilizada para o ajuste tedricarade se determinar os parametos t. que

sao correlacionados com as propriedades Opticasnégchs da amostra.

3.2.2 Interferometria Optica

O esquema do arranjo experimental para interfemanéptica esta representado na
Figura 3.5. Nesta montagem, utilizou-se um lasdielde f= 632,8nm), como fonte de luz.
O feixe do laser € expandido por uma lente conveeg@ente 1), de foco de 10 cm, colocada
a 15 cm do laser, incidindo na amostra que estéam@ade de um forno resistivo, a uma
distancia de aproximadamente 30cm da lente 1.X@ facide quase que perpendicularmente
a amostra (®0,8° em relagdo a normal a superficie da amosteajnodo que a reflexdo da
primeira superficie da amostra venha a interfasm @ reflexdo da segunda superficie. As
duas reflexdes ainda sdo expandidas em uma setpmdaconvergente (lente 2), de foco de
3cm, até atingirem o fotodiodo, que tem um diameéag@mm e esta a uma distancia de 20 cm
da lente 2. Desta forma, o espagamento entre @gasrao fotodiodo € de aproximadamente

5mm, de modo que as intensidade entre maximosieosrsejam bem definidas.
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Figura 3.5 Configuracéo da interferometria Optichle detalhe: Padrédo das franjas de interferéncia

no fotodiodo.

As amostras que utilizamos foram colocadas em wbata de quartzo de 5mm de
espessura e depois posicionadas dentro do fornetives neste caso as franjas de

interferéncia resultam da superposicéo das onflatidas nas paredes internas da cubeta.

A variagdo de temperatura do forno resistivo € roterda por um controlador de
temperatura(Lakeshore Cryonics Inc. - mod. 34Q)tilizando um sensor PT 100. Os
experimentos foram realizados com a temperatuiando desde temperatura ambiente (em
torno de 25°C) até 65°C, em taxas de 0,1, 0,2 ¥bn. A variacdo da temperatura na
amostra provoca o deslocamento dos méaximos e mdénpeointensidade das franjas de
interferéncia, que é detectado pelo fotodiodo. Aisigdo do sinal do fotodiodo € feita por um
nanovoltimetrqKeithley- mod. 2182) enviado ao microcomputador por meio do programa

em linguagenMicrosoft Quick Basic V 4.5

3.2.3 Espectrometro Fotoacustico

O arranjo experimental da espectroscopia fotoamistiilizado para a realizacdo dos
experimentos estd monstrado na Figura 3.6. Nestajarmediu-se a transmitancia das

amostras de proteina em funcdo da temperatura.
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Microcoputador Lock-in Célula Fotoactistica

Figura 3.6 Espectrémetro fotoacustico convenciooain um forno posicionado entre as lentes e a

célula fotoacustica.

Para a andlise de absorbancia das proteinas, asase&o inseridas em uma cubeta
posicionada antes da célula fotoacustica. Um ssstgnaquecimento, 0 mesmo usado na LT,
foi montado entre as lentes e a célula fotoacusboa o objetivo da realizacdo da medida por
transmitancia em funcdo da temperatura. Sendmassiinterior da célula utilizou-se carvao

para normalizar o sinal em relacdo a medida serasepca da amostra.

Foram realizados os seguintes experimentos usarmdmfegguracéo descrita para as

proteinas:

1) Rampa de 0,5°C/min nas quatro amostras com o corapid de onda fixo em
300nm,;

2) Espectros nas temperaturas em ambiente (aproxinesd@rd5 °C), 36, 40, 44, 50
e 60°C;

3) Transmitancia com temperaturas fixas em ambierie44, 50 e 60°C, em 300

nm;

Para a realizacdo dos experimentos com o objetvdetectar o efeito fotoquimico,
além do feixe de luz modulado da lampada de xenamnidfeixe laser continuo € incide sobre
a amostra, tomando-se o cuidado para que atinfaregate na mesma regido de incidéncia

da luz da lampada (Figura@. O procedimento experimental consiste em duasfas

Primeira: obterem-se os espectros de absorgacapaamostras na regido entre 200
e 800 nm com a luz modulada, com 700W de potéreasteriormente, 0S

espectros sdo obtidos enquanto a luz laser continigee na amostra.
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* Segunda: absorbancia em fungéo do tempo foi obtdado-se um comprimento

de onda da luz modulada. Nesta fase, o tempodetabsorbancia é dividido em
trés etapas de intervalos de tempo iguais: na pamenede-se somente a
absorcdo com a luz modulada; na segunda, incidefsee&xe de luz continua, o
qual é interrompido na terceira etapa. O procedime realizado com o

comprimento de onda do feixe laser em 350nm.

Lampada Xe =" Lentes

b i i
Microcomputador Lock-in Célula Fotoac(stica

Figura 3. 7 Espectrémetro fotoacustico com feixeuterdo convencional e feixe laser continuo.

3.3 Técnicas convencionais

3.3.1 Espectrémetro infravermelho de transformadaalrier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regidao do infraverm@®joforam obtidos com o
Espectrébmetro Infravermelho de Transformada dei@o(fTIR) daVarian, modeloSérie
700Q intervalo espectral 10000 até 50 trEsse experimento foi realizado na parte externa
no microscopidJMA 600por refletancia total atenuada (ATR), com o usaatecristal de
germanio. Assim, foi possivel montar um sistemadaleecimento posicionado entre o peltier
e 0 suporte da amostra. Para a leitura de temparat amostra utilizou-se um sensor

termopar em contato com ela, conforme Figura 3.8.

O experimento foi realizando variando-se a tempegiade aproximadamente 0,5°C da
temperatura ambiente até o maximo permitido peitesia peltier em torno de 55°C. Os
espectros de transmitancia foram obtidos na redg&4.000 a 400cth Podem-se observar
flutuacbes nas temperaturas durante o aquecimdatado a dissipacdo de calor entre a
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amostra e o cristal, por esse motivo antes da ¢fterlo espectro foi esperado um
determinado intervalo de tempo para a estabilizdgdemperatura.

;_;__, Cristal de Germanio

Termopar -

Sistemade
aquecimento giltier

Sensor PT

Figura 3.8 Sistema de aguecimento peltier.

3.3.2 Calorimetria diferencial de varredura

Os experimentos com a calorimetria diferencial deedura (DSC) foram realizados
em um sistema de andlise térmica (SAT) comerciaNezsch modeloSTA 409 PG/4/G

Luxx

As varreduras foram realizadas com rampa de 2°C/mtiliizando fluxo de argdnio
(gas inerte), temperatura inicial foi 20°C e o ohdide referéncia vazio. Esse procedimento

foi adotado para todas as amostras.

3.3.3 Densimetro

As medidas de densidade foram realizadas pelordetrsi digital comercial modelo
DMA 5000 O intervalo de temperatura usado foi de 20 atéC7@om um passo de 0,05/°C.

3.3.4 pHmetro

Para ter um controle do pH da amostra, garantindajprocesso de desnaturagcao
nao seja pela alteracéo do pH, mas sim pelo ageatintermico, realizou-se a medida do pH

das amostras antes e depois do aquecimento, enHumepo de bancada mode(@00A
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Capitulo 4 - Resultados e Discussdo

Primeiramente apresentaremos, o0s resultados esd&érulas medidas realizadas nas

proteinas e em seguida o estudo do efeito fotogoinmo protetor solar.

4.1 Proteinas

Os resultados das medidas nas proteinas serd@m@ipdss na sequéncia: albumina,
hemoglobina e, por fim, plasma e soro. Para cadasiaa) foram realizados experimentos
com as técnicas: espectroscopia de lente térmntarférometria dptica, espectroscopia
fotoacustica, FTIR, DSC/TG e medida de densidadeasa.

4.1.1 Albumina

4.1.1.1 Lente térmica e interferometria Optica

A Figura 4.1 mostra um transiente de lente térmdecalbumina diluida em agua milli-
Q (40mg/ml) a temperatura de 59,2°C. O ajustedepdurva vermelha, foi realizado com a
equacao (2.8). Os valores dos parametros ajustforeim 6 = 0,14 + 0,02 e.t= (0,0047 +
0,002) s. Assim, o valor da difusividade térmica dalculado a partir da equacao (2.2):

D =af, / 4t_, obtendo-se D = (1,54 + 0,01) &im
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< Dados experimentais
Ajuste tedrico

Sinal LT {u.a))

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Tempo (s)

Figura 4.1 Transiente do sinal de lente térmicagaramostra de albumina diluida na temperatura

de 40,2C. Poténcia do laser de excitacdo: 30mW.

Como descrito no capitulo 3, as rampas foram i@ddig com diferentes taxas de
aquecimento: 0,1, 0,2, 0,3 e 0,5 °C/min. A maisalenostrou ser a mais adequada para se
observar mudancas de tendéncia dos parametros coemperatura. Sendo assim, 0s

resultados serdo apresentados para a taxa deraguézide 0,1°C/min.

O tempo de duracdo de cada transiente foi de @d®sintervalo entre medidas de
25s. Isto implica que quando a taxa de aquecimfmtae 0,1°C/min, foram obtidos 24
transientes para cada intervalo de temperature?@e Q intervalo de tempo adotado entre
cada transiente deve garantir que a lente térnsiegaecompletamente dissipada quando um
novo disparo do laser de excitacdo é realizado.gEéral, isto ocorre apds transcorrer um
intervalo de tempo de aproximadamente 1QQfepois da interrupcao do feixe de excitacao.
Assim, para umctda ordem de 4 a 5 ms para as amostras em estudenalo de 25s entre
cada medida consecutiva garante que o novo disgmeorealizado com a amostra ja em
equilibrio térmico com o suporte e o forno. Estasdigcdes garantem que todas as medidas

sejam realizadas sem a presenca de lente térrsidaak

Repetiu-se o procedimento acima para ajustar todasansientes determinados em
funcdo da temperatura da amostra. Assim, foramrrdetados os valores da difusividade
térmica e do parameti® em funcédo da temperatura, que denominamos de ®@()). E
conveniente normalizad(T) pela poténcia do laser de excitacdo, resultamd®/P(T). A

Figura 4.2 (A)mostrab/P(T) para a agua milli-Q e para a albumina. Osufds em preto séo
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os dados experimentais da albumina, a curva emelleomepresenta um ajuste qualitativo
para ilustrar melhor o comportamento dos dados.g@slrados em preto sao os dados
experimentais da agua purificada, mostrados pa#oefie comparacdo. As variacdes de
0/P(T) da agua na regido de°@0foram observadas anteriormente por Pedreira §l1]
associadas ao comportamento andbmalo de suas plages nesta regido de temperatura, em
especial do coeficiente de expansdo térmica. Emecedp nota-se mudanca do
comportamento monoténico dos dados da albuminaregiées em torno de 36 e 41°C,
sugerindo a ocorréncia de transformacdes na am@stadisaremos este comportamento mais
adiante porque se trata do intervalo de temperatorajual se espera que as proteinas
apresentem mudancas conformacionais da fase nativéagrno de 36°C, para a perturbacgéo
inicial reversivel, que pode ocorrer até aproxinmaelate 42°C. Entre 42 até 50 0@>(T)
continua aumentando, para em seguida diminuir,saptando ai dispersdo nos valores. De
fato, acima de 50°C néo foi possivel realizar aidzed obter os parametros de forma precisa
porgue a amostra apresentou alto indice de espatitare/ou absor¢cdo de luz em razdo da

mudanca de cor para translicida, com a formacaggados.

A Figura 4.2 (B) mostra que a difusividade térntmabém apresenta comportamento
diferenciado nas temperaturas entre 35,5 e 42 R@e ge observa um aumento médio da
ordem de 17%. Os valores de D(T) da agua pura s&trados para efeito de comparacgéao, e
n&o evidenciaram mudancas. E relevante notar aéoma de um minimo da difusdo de calor
em 35.5°C e um maximo em torno de 42, 0 que mais uma vez, como observado para
0/P(T), revela haver um comportamento diferente db$os neste intervalo de temperatura
em relacdo ao que ocorre fora dela. Tem-se ent@oregido bem localizada onde o sistema
parece minimizar a difusdo de calor, em torno d&°85 e outra, em 42°C, onde a difusédo &
quase duas vezes maior. Apos 47°C, ha uma levauligéb dos valores de D(T). A curva em
verde representa o ajuste linear realizado pareidoar como um guia visual de que para
todo intervalo da medida, na média, ha um pequemeato dos valores deste parametro com

a temperatura.
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Figura 4.2 Em (A) valores dé/P(T) e (B) valores de D(T) para a albumina dikuiein agua,

40mg/ml e para a agua milli-Q. Taxa de aquecime@tb:°C/min.

Para tentar compreender o comportamento de D(Teo&ssario correlacionar o

significado fisico desta quantidade fisica, a dvidade térmica, com a estrutura molecular

das amostras e com o0 que pode ocorrer durante eciaggnto das mesmas. Ela tem a

velocidade do calor no meio como principio basitm, unidade é cifs.

58



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

O primeiro passo é considerar que a difusividadmit@d estd relacionada com a

condutividade térmica (k), calor especificg)(€ com a densidade de massg (la amostra,
conforme prevé a equacdo (2.2y=k/pC,. Assim, se a difusividade térmica aumenta

deve-se avaliar o comportamento de (§),e(de (G) com a temperatura.

A Figura 4.3 mostra o comportamento da densidadendssap(T) da albumina
diluida que foi determinada no mesmo intervaloetieperatura. Ao contrario do obtido para a
medida de D(T), nota-se auséncia de regides comcéas acentuadas de seus valores,
havendo apenas um decréscimo n&o linear com a teme E importante ressaltar que
nesta medida utiliza-se um densimetro que, embeje de alta resolucdo, exige que a
temperatura da amostra seja estabilizada para agsmalizar o experimento. Isto significa
que a taxa de aquecimento ndo pode ser na formang®| e em geral € bem mais lenta do
que aquela de ;C/min, utilizada na lente térmica para se obter)DEBsim, é provavel que
a taxa de aquecimento tenha sido responsavel @eladeteccdo de possiveis mudancas
localizadas nos dados @€T) que evidenciassem transformacdes, conforme radstpor
D(T). Nem mesmo a derivada @¢€T) em relacdo a temperatura, que € o coeficieete d
expansao térmica da amostf{T), mostrou mudancas nesta regido, como apresemiad
Figura 4.4. SO se observam mudancas em torno @ed&366,5 °C, regides em que os dados

de LT néo foram obtidos com precisdo, conforme no@aclo anteriormente.

1,010

1.005 #  Albumina

1,000 |

Densidade p(T) (gicm”)

0,850 1 1 1 1 1 1 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Figura 4. 3 Densidadg(T) da amostra de albumina.
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Temperatura (°C)

Figura 4.4 Coeficiente de expansao térmica voluiteéla albumina 40 mg/ml .

A mesma dificuldade para se realizar o0 aquecimeatibrma de rampa na medida da
densidade também ocorre quando se pretende mgdiy €€k(T), em especial quando se trata
de amostras na forma liquida. Assim, a andlise Bmada sobre o comportamento da

difusividade térmica.

Nossa primeira hipétese para tentar compreendes essultados de D(T) foi adotar
que em primeira aproximacdo o modelo de Debye pafli@os cristalinos poderia ser
empregado para descrever a difusividade térmictudios isotropicos (como é o caso de
nossas amostras) em termos do livre caminho médidathonsi( e da velocidade do som no

meio {s), conforme segue:
D = 1/3@4) (4.1)

Ou seja, o comportamento da difusividade térmica fancdo da temperatura
dependeria dey(T) e dei(T).

Sob esta hipbtese, em altas temperaturas o livienba médio pode coincidir com a
distancia média entre dois atomos ou arranjos mlaexs vizinhos, enquanto que a

velocidade do som é proporcional adft)"?

, em que K é a constante elastica das forcas
ligantes entre os dois atomos ou arranjos molessilizinhos, com massa efetiva rAssim,

pode haver duas situacoes:

1) para que D(T) seja governado apenas pelo liamirtho médio dos fénons, seria
necessario um decréscimo em seus valores, na ésgatay, com a dependénciad’ 168,69].
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Deve-se lembrar que esta condi¢do so6 é validaegi®ess de temperatura fora das transicoes,
ou seja, desconsiderando-se 0s maximos e minirabziados. Na Figura 4.2 nota-se que a
Unica regido em que D(T) diminui é aquela nas teatpes acima de 4%, subsequente ao
maximo ocorrido em torno de 4€. Nas temperaturas mais baixas, tem-se D(T) cotestté

0 primeiro minimo e um acréscimo néo linear en&® @ 42°C.

2) para que D(T) aumente via variacdo da velocidimlsom,v(T), é necessario que haja
mudanca conformacional das moléculas com reducdmaksa efetiva e/ou aumento da
constante eléstica, 0 que espera-se que ocorraviBigaas mudancas observadas nos dados

acima.

Assim, o comportamento de D(T) parece ter sido g@ado de acordo com a seguinte

sequéncia de eventos:

* a ocorréncia do minimo em D(T) poderia indicar gide de entrada da fase na qual esta
proteina esta no estado nativo, na forma confoonatide menor energia, e, como

dissemos anteriormente, teria a caracteristicaidienizar a difusdo do calor;

* 0 aumento nédo linear entre 35.9 e 42 é uma indicacdo da ocorréncia de mudanca
conformacional da fase nativa com possivel dimémido tamanho molecular, ou seja,
diminuicdo de massa efetiva e/ou aumento da cdestdastica, de modo que a razéo
(Kdmo)*2 aumente com a temperatura. Esta é a regido datdestéo reversivel onde ha
significativa taxa de proteinas que apresentam rguelas pontes de hidrogénio e
consequente desenrolamento da ta$etlice para -folha. Estudos recent§y sugerem,
por exemplo, que nesta regido de temperatura dacétumelha reduz de tamanho em
razdo da perda da agua livre com a formacgédo deadwe de hemoglobina. E provavel
que o processo de desenrolamento da albumina, actagbo da perda da agua livre,
também possa modificar sua massa efetiva de madmantar a difusdo do calor, ou seja,

a difusividade térmica;

* a queda de D(T) acima de°48¢é uma indicacdo de quebra molecular em que ensist
passa a ter constante elastica menor, o que mésudm maior fluidez e/ou menor
viscosidade. Nesta regido j4 pode ocorrer desr@orareversivel e inicio de agregagao

entre os radicais nao-polares e, consequentenaamesnto da massa efetiva;
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* finalmente, para a regido acima de°GQos valores da difusividade térmica ndo sdo
confiaveis porque a amostra inicia 0 processo déamga brusca de cor para translicida,
espalhando a luz do laser, o que inviabiliza a dede D(T).

Concluida a discusséo sobre D(T), retomaremos lsamed/P(T). Substituindo-se a
condutividade térmicak = DpC,, na equagdo (2.4), repetida aqui para conveniéhzia

leitor, tem-se

g:_PeAeLo(ﬁj _[ RAL](__dn
KA, \dT), | A,D Jl pcdT),

Com a definicad = pC, T pode-se escrever:

( dn j =-ﬂ],obtendo-se:
p

~ pcdT dQ
(_ dnj _ DA,
dQ), RLA
Que pode ainda ser escrita em funcao da tempexaiora:

_dn ) _A4,6(T)D(T)
( dQ(T)jp' RLA(T) @2

Em que (-dn/dQ)é a mudanca do indice de refracdo no comprimentnda do laser
de prova induzida pelo calor depositado (durarfteraacéo da lente térmica) por unidade de

volume [10].

O coeficiente de absorcao opticad B, embora deva ser medido no comprimento de
onda do laser de excitacdo, por conveniéncia dadaedpor ndo haver banda de absorcéo
Optica da amostra no visivel, determinamos seusaspor meio da medida dos valoresyde |
do laser de prova e denominamos de A(T). Os remsdtastdo mostrados na Figura 4.5. Nota-
se mudanca significativa em torno de 52°C que eqmrque a amostra muda de transparente
para translicida. A foto (A) da figura 4.6 € a amegla albumina diluida antes de ser

aguecida e a (B) ap0s ser aquecida até 55°C.
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# Coeficiente de Absorgdo, A(T)
—— Ajuste linear

Coeficiente de Absorgéo, A(T) (cm")

30 35 40 45 50 55 80
Temperatura (°C)

Figura 4. 5 Valores de A(T) para a amostra de almameterminados via medida de transmitancia.

Figura 4.6 Foto da amostra de albumina diluida ndbeta; (A) antes de aquecer, (B) apos

aguecimento até 5&.

Com os resultados @P(T), D(T) e A(T), foram calculados os valores(de/dQ),(T)

via equacao (4.2). Os resultados estdo mostradbgyuea 4.7.

o (dn.’dQ]p(r}
0.0 | Guia visual

-
L=
T

n

(dn/dQ) x 10°(Jem?)"
T

=30 1 Lo 1 : 1 il
25 30 35 40 45 S0 55

Temperatura ("C)

Figura 4. 7 Valores de (dn/dgY) para a amostra de albumina.
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O comportamento deste parametro é semelhante aceubtém na medida de
DSC/TG, Figura 4.8 e Figura 9, e revela as regibes de temperatura em que ansiste
apresenta processos endotérmicos e/ou exotérnuiaoseja, com absorcdo ou liberacdo de
energia. Apds decrescer linearmente até aproximad@nB86°C, nota-se uma mudanca de
tendéncia em torno de 35,5°C. E importante lemibnais uma vez, que esta é a regido da
fase nativa das proteinas. Em seguida, ocorre gnéstegmo mais acentuado deste parametro,
com um minimo local em torno de 40,3°C. Como disseranteriormente, sabe-se da
literatura que neste intervalo de temperatura €3t e 42 °C, o sistema pode apresentar
desnaturacao reversivel. Acima de 42°C, até eno tden48°C, a diminuicdo de dn/dQ(T)
continua com inclinagdo acentuada. Nesta regidme-sa da ocorréncia de desnaturagéo
reversivel e parcialmente irreversivel, conformeenbado em hemacias [1]. O minimo em
48°C mostra uma inversdo na tendéncia da curvecamdb que o sistema tende para um
minimo de variagdo no valor de dn/dQ(T), intervddatemperatura no qual as transformacdes
na amostra ja podem ocorrer de forma espontaneagjal irreversivel. Como dissemos

anteriormente, os valores acima de 50°C néo s@&wpse

Fluxo de calor DSC
Ferda de massa %

DSC (mWima)
Perda de massa (%)

T =426°C

- TGXO BE-
B 0 L E

] e s — e —— e b — )

28 L] 35 af 45 =41 55

Temperatura (*C)

Figura 4.8 Termograma da albumina com rampa de r?®@/Curva em azul é o fluxo de calor e a em
vermelho perda de massa.
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- 0.00

Derivada da perda de massa
Derivada do DSC

0.005

DsC

0.000

Perda de massa

-0.008 fas_aﬂc .

1 I 1 1 -0.35
30 35 40 45 50 55
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Figura 4. 9 Derivadas da perda de massa e do ftixealor DSC.

Embora a medida de DSC tenha sido realizada nasfdsa, o que pode dificultar
uma comparacao direta com os dados de LT obtidog® liquida, nota-se que ha um
minimo na derivada do fluxo de calor em 35,6°Cimesma regido da mudanca de tendéncia
de dn/dQ(T) da amostra liquida. Nas temperaturas aitas, a medida de TG mostra a
ocorréncia de perda de massa. Isto inviabiliza evagdes das medidas de DSC/TG desta
regido com os respectivos dados de LT. E importamteacionar que medidas como as
realizadas com a LT sé&o dificeis de serem feitas aaalorimetria diferencial porque nesta
técnica a amostra deve ser pequena, e assim aragapaurante o aguecimento inviabiliza a
obtencdo dos resultados. Além disso, a taxa decaganto nas medidas de DSC/TG deve
ser alta, em geral ndo permitindo a deteccéo dsig@es como aquelas observadas nos dados
de LT.

Estes resultados sugerem que os dados de LT rewwdapnocessos de absorcéo e
liberacdo de energia que ocorrem nestas regideguenas proteinas passam da fase nativa

para as de desnaturacao.

Nosso préoximo passo foi utilizar a equacao (4.2a peescrever a variacdo da energia
livre de Gibbs do sistema de modo a tentar cori@iac seu comportamento em funcao da
temperatura com os dados de LT. Para um procesagudgeimento nao-isotérmico, definido

pela equacao (1.5), repetida aqui para facilitaitara, temos:
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dG=dH-TdS- Sd°

dQ

SendodG = -SdT, em quedS= T para um processo nédo isotérmico e isobarico.

Assim, reescrevendo, primeiramente a equacao daepentsubstituindo-se a equacao

(4.2) para dn/dQ(T) com a dependéncia em T dogrras da LT, teremos:

o5~ {[ahoom ) -

D

A variacdo do indice de refragdo pode ser esooitaoc dn=g—n dT, assim a entropia pode

ser escrita como:

. AT PL
s(1)=s, -f (7) e @(T)dr (4.4)
o\ 0(T)D(T)T | A, )dT
A aproximacado da derivada parcial em derivada totaindice de refragdo pode ser
feita se considerarmos que em pequenos intervaderdperatura a variacdo do indice de
refracdo € linear, ou seja, dn/dT € constante. &stdicdo é satisfeita neste trabalho porque a

diferenca de temperatura entre cada medida com&éutnuito pequena.

Como os parametrosd), 6/P(T), D(T) e dn/dT(T) podem variar com a tempaiatu
0S mesmos nao podem ser postos em evidéncia, doirstedjral. Assim, a entropia é obtida
calculando-se a area da curva referente & mulidic de todos os parametros no interior da
integral. Com este procedimento obtém-se a varidedentropia em funcéo da temperatura.
Da mesma forma, utilizando-se a equacéao (4.4),-pedmlcular a variacdo da energia livre
de Gibbs da equacdo (1.5) em termos dos parameiedsios A(T), 6/P(T), D(T) e de
dn/dT(T), ou seja:
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G-G,= —TSdT
G(T)=6, +j } 4(7) Pty |90 4l o (4.5)
o\ 8(r)o(7)r ) 4, JoT
Da mesma forma como feito para a entropia, podelmiwderargn dT = —(T)

Assim, 0 mesmo procedimento do calculo da arezadib para a variacdo da entropia

pode ser aplicado para a determinacéo da variac@&aeatgia livre de Gibbs.

Temos até agora para a albumina as curvas em falacBamperatura d&T), D(T) e
de A(T). Assim, de todos os parametros nas equakdes4.5 necessarios para se determinar
S(T)-S e G(T)-G, sO serd preciso medir dn/dT(T). Para sua deteigém foi utilizada a
técnica de interferometria Optica, conforme descanteriormente. Para poder realizar
operacdes de calculo entre as variaveis determsnaata as diferentes técnicas, esta medida

foi feita com a mesma taxa de aquecimento, ou dej@,1 °C/min.

A Figura 4. 10 mostra o padrao de franjas obtielo ginal detectado pelo fotodiodo
em funcdo da temperatura. As marcacdes em vernmadicam os maximos e minimos de
intensidade (M), a partir dos quais se pode canstrcurva m versus temperatura (T), como
mostra Figura 4.11. A marcacdo de m ocorre a cadadhjas, podendo-se adotar o primeiro

maximo ou minimo como zero.

Franjas
Mantimos e minimos

Sinal (m\)

3 ) 14 ) a5 ) 3-3 ) 3.."

Temperatura (*C)

Figura 4. 10. Franjas de interferéncia na amostealbumina. Taxa de aquecimento de 0,1°C/min.
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Figura 4. 11 Valores de m em funcdo da tempergpara a amostra de albumina. Taxa de
aquecimento de 0,1°C/min.

Para se obter o valor de dn/dT(T) precisamos acmaular a derivada numérica de
dm/dT e aplicar na equacdo (2.13), sabendo-se quenmprimento de onda do laser é

A=632,8nm, ou seja:

A Figura 4.12 mostra dn/dT(T) da albumina. Para garacao, incluimos os valores

medidos, curva em azul, para a agua milli-Q.

Pode-se observar uma diminuicdo monoténica de @f)dia agua e da albumina até
aproximadamente 34°C, com significativas diferengaia as temperaturas mais altas. Os
dados para a albumina na regido entre 35 e 41r¥Cema ter inclinacdo levemente diferente
daqueles para temperaturas menores, com o aparggirde maior nivel de ruido ou
instabilidades da amostra. Em especial, ha umagawibrusca nos valores entre 41 e 43,2°C.
A partir de 45 °C as franjas ficam distorcidas séndo possivel determinar corretamente os
méaximos e minimos, resultando em flutuacdo dos slal@-se mais uma vez que as
mudancgas ocorrem nas mesmas regides de tempeatasuvariacdes observadas nos dados de
LT, por exemplo, o pico maximo na difusividade t@&anfoi observado em torno de 42°C.
Optamos por deixar a analise mais detalhada do @dampento deste parametro para mais

adiante porque demandara discussdo dos aspectasedigicos que esta grandeza dn/dT(T)
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pode fornecer. Assim, utilizaremos aqui os valatasFigura 4.12 para a realizacdo dos
calculos das variacdes com a temperatura da eateogda energia livre de Gibbs, conforme

prevéem as equacoes 4.4 e 4.5.

—#— Albumina
RELE S —+—Agua

dnidT x 10 oc)!

25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

Figura 4. 12 dn/dT(T) em funcao da temperaturaapagua milli-Q e albumina diluida na agua
milli-Q. Taxa de aquecimento de 0,1°C/min

A Figura 4.13 mostra a variacdo da entropia, dS¢bjida pela equacédo (4.4) e a
correspondente derivada em relagdo a temperatodents observar um acréscimo nao-
linear na entropia com o0 aumento da temperaturaderaada dS mostrando pequenas
variacdes na regido de pirexia, entre 35 &CGl2 proximo de 5. Vimos, anteriormente, na
ilustracdo do diagrama termodinamico, Figura 1u@ @ entropia aumenta no sentido em que
as proteinas desnaturam-se, isto €, a desorgamidacsua estrutura resulta em um aumento
na entropia e assim o reenovelamento dessas nmadépata a forma nativa torna-se um

processo entropicamente nao favoravel.

Para analisar o comportamento da entropia é nete#séar em conta a interagdo da
proteina com as moléculas de agua circundantesadQua proteina encontra-se no estado
nativo uma camada de hidratacdo é formada em dtaa @om o0 aumento da temperatura
essa camada de hidratagdo diminui [70] até a peotésnaturar. A energia livre de Gibbs,
como veremos a seguir, € proporcional a camadadiatdcdo circundante. Assim, com o
aumento da temperatura a energia livre de Gibbsndine, consequentemente, a entropia

aumenta. Isto poderia ainda explicar a maior vadaga inclinacdo ou comportamento nao
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linear de S(T)-Sentre o inicio da regido de perturbacéo iniciéleah torno de 42°C que pode
ser observado no dS(T).

A Figura 4.14 mostra a distribuicdo das moléculpslaaes (hidrofébicas) e das
polares (agua). Na forma nativa pode-se obsenaagunoléculas hidrofobicas encontram-se
muito proximas uma das outras e afastadas das medéde agua. Na forma desenrolada
essas moléculas hidrofébicas ficam mais expostaso@nte. A interacdo hidrofébica é
estabilizada pela tendéncia a maior desordem deerg® [71]. H4 ainda a formacao de
aglomerados de moléculas hidrofébicas apds temyasatmais elevadas levando a um
aumento na entropia do sistema. Este aumento ngpenfaz com que 0 processo se torne

espontaneo com a formacao de aglomerados de nmeddudirofobicas em solventes polares,
como a agua [24,35].

23,
£m)
w
T

ds(T) (& °c’

@
T

S(T)-S, [/ "C.em’)

(%]
T

Temperatura (°C)

Figura 4.13 Variacao da entropia e sua respectlerivada em funcdo da temperatura para a
albumina em solucdo aquosa.

nativa : ' > desnaturada
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Figura 4. 14 Representacdo ilustrativa da intera¢@arofébica na fase nativa e desnaturada
(adaptado de [35]) .
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A variagcdo da energia livre de Gibbs em funcacedaperatura é obtida pela equagéo
(4.5), conforme mostra a Figura 4.15. Pode-se vhsaue ha diminuicdo, ndo linear, de
G(T)-Go (curva em verde) com o aumento da temperaturdaMbéservacao deve-se salientar
que os valores de G(T)s@orrespondem a superposi¢cao das energias minin@sbts dos
dois estados principais, nativo e desnaturado, @apgelmente um terceiro estado
intermediario, mas em menor quantidade. Assim, midgredo do intervalo de temperatura

podem estar presentes o0s trés estados.

Para um melhor entendimento vamos considerar apsnhakis estados principais,
nativo e desnaturado, conforme mostra a Figura. A&6ta simulacdo temos os valores de
G(T)-Gy obtidos separadamente para os estados nativonatdeslo, representados pelas
curvas em verde e em azul, respectivamente. Asqiossivel obter a variagdo da energia
livre de Gibbs entre os estados [N] e [D], confopoee ser visto na figura. Ou seja, a curva

em vermelho seria a representacdo da combinac&gTgeG, dos dois estados. Nesse caso,
nao é possivel obteANG(T) , mas pode-se avaliar o comportamento de GEI¢+@ funcao

do aumento de temperatura.

-T00 -

G(T)-G, (Jiem?)

1400 |

1 1 1 1
5 30 35 40 45 S0

Temperatura ("C)

Figura 4. 15 Variacdo da energia livre de Gibbs §(J, em fun¢éo da temperatura para a albumina.
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— G_(T) estado desnaturado

G, (T) estado nativo
800 |

AG2(T)=G,(T)-G,(T)

a0 |

Energia livre de Gibbs, G(T) (u.a.)

220

Temperatura (°C)

Figura 4.16 Simulacdo da energia livre de Gibbsgdois estados, nativo e desnaturado.

A energia livre de Gibbs pode ser definida comaabalho necessario para que a
estrutura da proteina possa ser rompida e tambée ger considerada como a medida da
estabilidade estrutural dos dominios. Quanto ®st&vel o processo, menor a quantidade de
energia livre. Para um processo com temperaturaessdo constantes, considerando as
discussoes realizadas anteriormente sobre o diageamforma de funil, vimos que a maior
estabilidade conformacional consiste na conformagatva correspondendo a menor
quantidade de energia livre. Para uma mudancangigetatura a pressdo constante, a fungéo
G(T)-Gp diminui com o aumento da temperatura, pois neste temosdG = —SdT. Assim,

podemos destacar duas situagdes distintas:

(1) proteina cuja conformacéo nativa tem contetawggtico menor do que a forma

desenrolada; o polipeptidico se desenovelard mapao e espontaneamente se a
barreira de energia de ativagéo for baixa. protetma menor energia livre no estado
N do que em D [22];

(2) proteina cuja forma desnaturada tem um conteddis baixo do que a forma
nativa. Neste caso, a forma nativa é estavel edig@es bioldgicas devido a barreira
de energia de ativacdo alta para o desenovelanopecs ultrapassada somente pelo

aguecimento e outros processos [22].

Rompida a barreira de energia do potencial degwv#\V), as proteinas desnaturam-

se espontaneamente, sem a necessidade de fornecideeenergia [22]. A Figura 47
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llustra a energia livre entre os dois estados parsituacdo (1) e (2) a qual pode ser

correlacionada com 0s nossos resultados.

Earreira de
energia de
baixa ativagio

Estado
desnaturado

Bartreira de
energia de
alta ativacdo

Estado
nativo
Estado
native 0 5| s __¥ _ Estado

desnaturado

Fnergialivre =
Energialivre =

Figura 4. 17 Representacdo grafica da energia liea® potencial de ativacd®/ no processo de
desnaturacgdo [22].

Para o caso da albumina diluida vemos que a fuB€a&p G, diminui com o aumento

da temperatura. Como a entropia apresenta um aanuaida as interacées hidrofobicas, a
energia livre tende a diminuir na mesma proporgd@uimento da entropia. Sendo assim,
pode-se dizer que a proteina apresenta menor dadaetide energia livre na forma
desenovelada e assim necessita de uma energiapaggoa transicao entre o estado nativo e
desnaturado, o qual ocorre de forma ndo espontdpeando o numero de particulas
presentes no estado [D] for maior do que no edtdpa transicdo entre os dois estados passa
a ser espontanea e ndo ha mais necessidade dpa@ajue as proteinas se desnaturem. O

processo de desnaturacao passa entéo a ser civaperat

Esta analise termodinamica € baseada em prinaipaososcopicos e a Nosso ver esta
consistente com o esperado do ponto de vista téndiméco e de acordo com estudos

anteriores sobre os processos de desnaturagiotéénas [32,33].

Como dissemos anteriormente, uma andlise microszqmde ser feita a partir do
comportamento de dn/dT(T). Este pardametro estéacioslado com o coeficiente de
temperatura da polarizabilidade eletronica, denadom, e com o coeficiente de expansao

téermica volumeétrico, denominad® de acordo com a equacéo (2.5), reescrita aqui por

conveniéncia:
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Em que n é o indice de refracdo na temperaturgalinio intervalo de variacao
considerado.

O parametroe pode ser interpretado como uma medida da mudanga @
aquecimento da distorcdo dos orbitais das ligagdésicas que formam as moléculas ou
complexos, ou seja, implica que ao ser combinade eaomportamento do coeficiente de
expansdo térmica pode permitir que os dados deT€r)dossam revelar as mudancas

estruturais das amostras com o processo de aqueoime

Verifica-se que dn/dT pode apresentar duas sitsagéea distintas, ou seja:

dn
se 9> =>—>0
¢>p T

dn
sep<ff =>—<0
p<p T

Para as amostras em estudo, embora dn/dT(T) vameacmudanca de temperatura,
ele é sempre negativo. Isto ocorre porque o pararfete amostras liquidas é sempre maior,
em modulo, do que.

Conhecidd3(T), dn/dT(T) e o indice de refracdo (n), que desas amostras € muito
proximo ao da agua, n=1,33, a contribuicdo do cmefie térmico da polarizabilidade
eletrénica,p(T), pode ser calculada a partir da equacao (2.5).\Rissnudancas em n(T)
nao interferem nos resultados porque a fracao phicdtiva de ¢ - B) na referida equagao
nao se altera significativamente com a variacaon. d@s resultados estdo mostrados na Figura
4.18. Como descrito anteriormente, nota-se umandiigiio nos valores com o aquecimento,

seguida de uma mudancga brusca em torno de 41°C.

Para a analise é conveniente especificar que aciodgé de polarizabilidade esta

relacionado com a polarizabilidaBede acordo com a equacéo (2.6):
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4= 1(dpP

P\ dT
A interacdo intramolecular entre os agrupamentdar@® e apolares, presentes nas
proteinas em solucdo aquosa, dependera do mometipalo e da polarizabilidade entre as
moléculas. Na forma nativa ha uma maior interagframolecular e consequentemente uma

maior polarizabilidade, ja na forma desnaturadantaracédo intramolecular € menor, e

consequentemente a polarizabilidade também diminui.

* o(T)Agua
* o(T)Albumina

25 30 35 40 45 20

Temperatura (°C)

Figura 4.18 Polarizabilidade eletrénica em func&tdmperatura da albumina diluida. Taxa de

aquecimento de 0,1°C/min.

A diminuicédo deg(T) para valores mais negativos na regido até 4ligere haver
diminuicdo da polarizabilidade com o aumento daptmeatura em razao do menor interacao

do nimero de moléculas.

Na regido entre 41 e 43 °@(T) apresenta variagdo abrupta para valores menos
negativos. Nesta regido as moléculas continuanfaségaado uma das outras e a proteina vai
se desenovelando parcialmente perdendo grande partsua estrutura secundaria e
consequentemente uma grande diminuicdo das poatésdibgénio. Como a proteina na
forma desnaturada apresenta-se como um novelo desknrolado, a area de contato das
moléculas de 4gua circundantes aumenta, aumenéasitn 0 nimero de dipolos induzidos
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por estas moléculas de agua, variando também daditstancia entre as cargas como a carga
efetiva dos novos dipolos. Ou seja, os dados indicpie neste intervalo restrito de
temperatura deve haver um significante rearranjcatgas, o que € compativel com as
transformacdes conformacionais que podem ocorregstratura da albumina. Embora néo
muito evidente, a leve atenuacao da variacad(@e na regido entre 35 e 42 poderia ser
também devida a estes processos de mudanca conionaa envolvendo as quebras nas

pontes de hidrogénio.

4.1.1.2 Resultados com a técnica PAS

A maioria das proteinas apresenta absor¢cao no UMoemo de 280 nm devido a

presenca dos residuos triptofano, tirosina e fiamilaa, que sdo aminoacidos aromaticos. A

BSA apresenta 27 residuos de fenilalanina, 20rdsirtia e 2 de triptofand Figura 4.19

mostra a absorcdo dos residuos triptofano e tmosiotidos da literatura [6], 0os quais
apresentam maior intensidade de absorcdo no UMid@denilalanina. Embora a albumina
tenha pequena quantidade de residuos arométiesspetiem ser facilmente detectados via

medida da absorcéo optica [72].

Triptofano

Absaorbancia

Tirosina

|} 1 1 1 1 1 1 1 1
230 240 250 260 270 280 280 300 310

Comprimento de onda

Figura 4.19 Absorbancia dos aminoacidos triptofantirosina[6].
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Sendo assim, foram realizados experimentos de l@stia na regido do UV (230-
400nm), conforme descrito no capitulo materiais &oaios. A Figura 4.20 mostra 0s
espectros obtidos pode-se observar uma aumentbswacédo, conforme a temperatura foi
aumentada de ambiente até 50°C. Os residuos atoma&#io moléculas apolares e em
solucdo aquosa sao hidrofébicos. Como a protednestado nativo encontra-se totalmente
enrolada os residuos apolares permanecem no mtaionolécula. Quando esta proteina
apresenta desnaturacéo ela passa a se desenoslaadicais apolares ficam mais expostos,
resultando em um aumento da banda de absorcaoid#ribos residuos triptofano, tirosina e
fenilalanina. E conhecido da literatura que a efitisgos residuos de triptofano em 345nm,
com excitacdo em 295nm, diminui em até 60% entteraperatura de 20 a 60°C [38]. Esta
diminuicdo na emissao de energia do triptofano pestar relacionado com o aumento de

absorcéao.

04 278 nm —— Temperatura ambiente
Aquecida a 50°C

Triptofano
Tirosina
Fenilalanina

0,2

Sinal PA (u.a.)

0,1

1 A 1 A 1 A 1 A 1 A 1 A 1 A 1 A
240 260 280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.20 Espectros de absorbéancia obtidos nag@go UV para a BSA na temperatura ambiente
e em 50°C.

Em outras palavras, os espectros mostram aumerstantensidades das bandas

atribuidas aos residuos triptofano, tirosina ddéamina.
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A Figura 4.21 mostra a absorbancia da albuminawspéb da temperatura para uma
rampa de 0,5°C/min e no comprimento de onda fixa38nm. Apds 50°C ha um aumento
acentuado na absorbéncia, mesmo efeito observadomportament®/P(T). Ampliando a
regido em torno de 40 °C néo se observa nenhuneg&arsignificativa. A temperatura de
50°C ja corresponde a desnaturacdo inicial irréwglrsAlém de desenrolada, a proteina
apresenta a formacao de agregados e fibras, qusponde a aglomerados de moléculas, que
no caso irreversivel, ndo se enovelam novamentes Eaores podem estar contribuindo para
0 aumento da absorbancia a partir de 50°C. O fagmonsavel pela diminuicdo na emissao

de energia do triptofano, pode também estar castidlo para 0 aumento da absorcao.

&
&
{
¢

3
')

Absorbancia (u.a.)

30 35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)

Figura 4.21 Absorbancia da albumina, em 300nm, @m&do da temperatura. Rampa de 0,5°C/min.

Ao se analisarem os dados em temperaturas mames) em 50°C, a absorbancia
aumenta exponencialmente até uma determinada lesteéd, como mostra kigura 4.22.
Neste caso a temperatura de aquecimento foi mafidadurante 13 minutos, tempo
suficiente para a estabilizacdo da absorcdo maxsteamostra a dindmica de instabilidade da

molécula de proteina, obtendo-se um tempo carsiiteride desnaturacdo, para 50 °C, da

ordem de 3,6 minutos.
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16

o Albumina a 50°C
Ajuste exponencial o o
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Figura 4.22 Absorbancia da albumina em funcéo dope para a temperatura de 50°C e 300nm.

4.1.1.3 Resultados com a técnica FTIR

A técnica de infravermelho com transformada de ieouem sido utilizada para
quantificar os tipos de estruturas secundariasrdieipas. A maioria das informacoes de
FTIR sobre as estruturas secundasidglice, B-folha, B-volta e aleatérias (randémicas) é
obtida da anélise da banda de absorc&o éptica ithe dma regido de 1700-1600 ¢nEssa
banda é atribuida ao estiramento da ligacdo C=digdgdo peptidica, e é sensivel as
diferentes conformacdes dessas estruturas secanddiém da amina I, a amina Il também
fornece informacdes sobre a estrutura secundanm.b8nda de absorgdo ocorre em 1548
cm' e é atribuida ao modde flexdo C-H sobre as ligacdes C-N. A amina lileapnta
banda de absorcdo entre 1200 e 1350, atribuida & combinacdo entre o estiramento
vibracional das ligacdes C-N e as flexdes das mtdéd\-H [72-76]. Estas sdo as principais

ligagBes quimicas presentes na proteina, confdusiea a Figura 4. 23.
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Figura 4. 23 Principais ligagcdes quimicas e vibragdnoleculares presentes na amina | e Il [73].

A Figura 4.24 mostra os espectros de absorbanciabftios em funcdo da
temperatura. Podem-se observar as mudancas naidaea da absorcdo das aminas |, Il e
Il para diferentes temperaturas. O pico maior eéspnta a banda da amina |, que é
observado em 1650¢he o pico menor, localizado em 1550 trmepresenta a banda da
amina Il. A banda de absor¢éo da amina Il é olasinem torno de 1300 cmApesar da
concentracdo de albumina utilizada ser considegdtda(>30mg/ml) a absorcdo da agua
pode interferir na regido da amina I, pois ela sgméa uma banda em 1640tm que pode
dificultar a analise da banda da amina | [75,7&8$sim, apresentaremos apenas a analise da

banda da amina Il por exibir menor interferénciddada de absorcdo OH.
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Figura 4.24 Espectros de absor¢cdo FTIR da BSAregi$es de absorcdo das aminas |, Il e lll em

funcao da temperatura.

Para verificar essa diminui¢cdo na absorbancidrdgada uma linha de base na regiédo
da amina Il e assim a banda foi ajustada com umeatu gaussiana. Deste ajuste, foram
determinados os valores das areas sob as gaussmrfaacao da temperatura assim como 0s
centros das mesmas. A Figura 4.25 apresenta alargaussiana relacionada a amina Il em
funcdo da temperatura, os circulos em preto s&ress obtidas para cada temperatura na
qual foram obtidos os espectros de absorcdo eva @m vermelho representa um ajuste

realizado com uma fung&o sigmoidal de acordo cequacao abaixo:

A _ A—A
Area(T)= A P (4.6)
Em (4.6), A e Ay sdo por nés definidos como sendo a representagdved das
proteinas no estado desnaturado e nativo, respetive, T € o ponto de maior variacao do
processo de desnaturacdo e corresponde a tempedstutdesnaturacdo e dT é a taxa de

temperatura em que ocorre a variagao entre osgroe@ativo e desnaturado.

A diminuicdo na absorbancia esta relacionada andosde flexdo C-H sobre as
ligacbes C-N, que sdo as principais ligacdes ptesena amina ll, alterando assim, a
conformacdo da estrutura secundaria. A temperaim@spondente a maxima variacdo da

area de absorcdo, denominada dg fdi de 51,8°C. Ela corresponde a regido em que o

namero de moléculas proteicas esta desnaturareleisivelmente, ou no caso de proteinas
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com multidominios, a temperatura em que um domgerialesnatura irreversivelmente. Na
literatura, a temperatura de desnaturacdo térmicanérada para o soro de albumina bovina e
soro de albumina humana possui valores de 56,868 %espectivamente, para um pH de
7.4. As amostras de albumina medidas apresentaraptumenor, em torno de 6,9 £ 0,1. A
temperatura de desnaturacdo esti associada tantb@i da proteina sendo que para pH
mais acido a temperatura de desnaturacdo dimiwde Ber observado ainda que a area da
amina Il comeca a apresentar uma diminuicdo ap@snperatura de 43°C, 0 que se deve
provavelmente a diminuicdo de estruturas securglac@racterizando o processo de
desnaturacdao. Segundo consta na literatura [71a78ininuicdo das intensidades dos picos
de absorbancia da amina Il esta associada ao deeoédas estruturas secundarialsélice e

ao aumento dgsfolha, respectivamente, conforme mencionando imnteente [76].

0,8

0,7+

Area da amina Il (u.a)

= Areaaminall (albumina)
Ajuste tedrico

05 I I I I I
30 35 40 45 50 55 80

Temperatura (°C)
Figura 4.25 Areas referentes as absor¢ées da amhiein funcéo da temperatura.

O centro da banda da amina Il, determinado peltra¢ela gaussiana em funcdo da
temperatura, estd apresentado na Figura 4.26. Psdebservar inicialmente um pequeno
deslocamento para comprimento de onda menor, e 48 um deslocamento para
comprimentos de onda maiores, variando de 1554:& pa58 crit, conforme mostra a
Figura 4.26. Ha uma variacao inicial mais inteasatorno de 40,0°C, o que, provavelmente,
poderia ser caracterizado como uma perturbacadgalin@ estrutura da proteina. Este
deslocamento do centro da banda pode estar ass@satiudancas ocorridas nas estruturas

secundarias da proteina.
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Figura 4.26 Centros da amina Il em funcéo da terapes.

A avaliacdo da estrutura secundaria pode tambémbdgiela a partir do experimento
de dicroismo circular (CD), o qual fornece a etijgthide da molécula de proteina. De acordo
com o estudo de CD realizado por de Sinha e cadoboeq29], como mostra a Figura 4.27,
a porcentagem de estrutuxehélice na proteina, indicada pelos picos negaterns208 e
222nm, é 65% no estado nativo em 25°C, 62% em 80%% em 75°C. Isto mostra que a
proteina perde uma consideravel proporcdo de esisusecundarias durante o intervalo de
temperatura de 25 a 50°C, como também demonstrayssos dados.
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Figura 4.27 Mudanca da elipticidade média da pmogenas temperaturas de 25, 50 e 75°C,

respectivamente, obtida pela técnica de dicroismuuler[29].

Portanto, os resultados de FTIR mostram que as mgadaestruturais detectadas nas
medidas de lente térmica e de interferometria aptiedem estar relacionadas com aquelas
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das estruturas secundéarias, que desempenham pap®Eirtante no processo de
desenovelamento das proteinas [77].

4.1.2 Hemoglobina

4.1.2.1 Lente térmica e a interferometria Optica

Para a analise da lente térmica, as amostras deglebma foram diluidas na
concentracdo de 3% (3,9mg/ml) da concentracdo deodiebinas existente no sangue
humano, que é 0,13g/ml. A concentragcédo teve quensép baixa porque a hemoglobina é
muito absorvedora e/ou espalhadora de luz, o gpessibilitou a medida em razéo da baixa

transmitancia de luz da amostra, mesmo quandoilsmutuma cubeta com espessura de
20um.

A Figura 4.28 mostra a difusividade térmica da hemoglobina emc¢dan da
temperatura para uma rampa de aguecimento de Qi@ valor na temperatura ambiente
é muito préximo ao da agua, que é da ordem de &¥lst Os circulos em pretos
representam os valores experimentais D(T) a cumavermelho € um guia para melhor
visualizacdo do comportamento da difusividade témmiNota-se uma leve tendéncia de
aumento da difusividade, a ndo ser na regiao 8at&a 43,9°C, na qual pode ser observada
uma diminuicdo com um minimo em 40,5°C. O aumemaeus valores entre 40,5 e 57,5 °C
€ da ordem de 10%. Trabalhos anteriores mostranagjhiemacias passam por uma transicao
critica, denominadac] na qual ocorrem mudancas iniciais na estrutudaedsoglobina. Esta
temperatura para a espébimmo sapieng em (36,4+0,8) °C, que se aproxima da temperatura
do corpo, de (36,2+0,2) [1,78-80]. Neste mesmdyalieo o autor divide o processo de
desnaturacao térmica da hemoglobina humana emedapas, sendo a primeira subdividida
em duas sub-etapds]. Adotamos o0 mesmo modelo fégura 4.28 A primeira sub-etapa
consiste na perturbagcdo estrutural inicial reptasien pelo retangulo em cinza,
compreendendo as temperaturas entre 30 e 43,9°Geg@dnda sub-etapa consiste na
desnaturacao térmica inicial, representada pedmgeto em alaranjado, entre as temperaturas

de 43,9 a 57,5°C. A segunda etapa consiste natdesgio térmica irreversivel, processo em
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gue as proteinas ndo retornam para sua estruttiva,na partir de 57,5°C, retangulo em

verde.
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Figura 428 Difusividade térmica da hemoglobina (3,9mg/m) pamza rampa de 0,1 °C/min.

Conforme vimos, a difusividade térmica esta rela@ota com a condutividade

térmica, o calor especifico e a densidade. A Figu20 mostra o comportamento da
densidade de mass4T) da hemoglobina diluida a 3%, que foi determénam mesmo

intervalo de temperatura. Podemos observar um st@oré ndo linear, com auséncia de

regides com variagbes de seus valores, conformena@mo para a amostra de albumina. A

figura 4.30 mostreg(T) que apresenta transicdo para temperaturas em e 53,4C,

também semelhante ao encontrada para a albumina.
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Figura 4. 29 Densidade(T) da amostra de hemoglobina.
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Figura 4.30 Coeficiente de expansao térmica voldogem funcdo da temperatura. Curva em azul

agua milli-Q e curva em vermelho hemoglobina dauédn agua milli-Q.

Analisando o comportamento @&P(T), mostrado na Figura 4.32, nota-se a grande
mudanca de comportamento em torno de 53°C. Apdéstesiperatura a amostra ndo volta

mais ao estado nativo, sendo esta a temperater@mes a desnaturagdo térmica irreversivel.
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o Hemaoglobina
Guia visual 00

200

PiT)(ua.)

= 150 |-

25 30 35 40 55 &0

Temperatura (*C)

Figura 4.31 Comportamento d#P(T) da amostra de hemoglobina. Rampa de 0,1°C/min

A Figura 4.32 mostra o coeficiente de absorcaacapi(T) no comprimento de onda

de 632,8nm. Nota-se um aumento néo linear com petextura.

4.0

—a—A(T
(Ty ;

A(T) (o)

40 45 50 55 60
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Figura 4.32 Coeficiente de absor¢éo A(¥3632,8nm. Amostra hemoglobina 3%.

Os resultados de dn/dT(T) foram obtidos via interfeetria Optica utilizando-se o

mesmo procedimento adotado para a amostra de alauAs dificuldades encontradas foram

as mesmas da medida com a LT.
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A Figura 4.33 mostra as curvas de dn/dT(T) pamnasstras de hemoglobina em agua
milli-Q, na rampa de 0,1°C/min, e da agua puraafdet que sdo semelhantes, possivelmente
em razao da baixa concentracao utilizada.

—e— Hemoglobina
08 | —e— Agua

dridT x 107 (2™

=20 1 . 1 . 1 . 1
30 35 40 45 50
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Figura 4.33 dn/dT(T) em funcdo da temperatura paemostra de hemoglobina e da agua milli-Q.,

Taxa de aquecimento de 0,1°C/min.

A Figura 4.34 mostra o comportamento de (dnj@Q)obtidos a partir dos dados de
de D(T),06/P(T), dn/dT(T) e A(T). Os circulos em preto sdovalres obtidos pela equacéo
(4.2) e a curva em vermelho € apenas um ajustedede carater ilustrativo. Apesar da
concentracdo de hemoglobina ser de apenas 3%, sévglosbservar uma diminuicdo no
(dn/dQ)(T), conforme verificado para a amostra da albumitezendo-se uma comparac¢ao
com os dados obtidos por DSC/TG, como pode semadde na Figura 4.35, nota-se que
também é observado um pico endotérmico na regitie 286 a 50C. Lembrando que esses
dados foram obtidos com a amostra na fase soélmidallmente, observamos um aumento,
aparentemente linear, de retencio de calor. Esttengperaturas de 35,5 a 4Xba taxa de
retengdo de calor aumenta mais, e um minimo ngadkride (dn/dQJT) pode ser observado
em 42,6C. Neste intervalo de temperatura ocorre a pergdbainicial, conforme
apresentamos anteriormente. A retencdo de caldinoanaumentando até aproximadamente
53 C. Apbs essa temperatura, 0 processo passa a 8es medotérmico, o que caracteriza

um processo espontaneo de desnaturacao.
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Figura 4.34 Valores de (dn/d@)) para a amostra de hemoglobina.
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Figura 435 Termograma da hemoglobina no estado solido redéizzom rampa de 2°C/min. Curva

em vermelho representa a perda de massa e a erfllaauide calor.

A molécula de hemoglobina na maioria das espéciesr@ada em média por 77% de
estruturas secundariashélice[1]. Vimos que estas estruturas secundarias sao dasngor
ligacdes nao-covalentes como pontes de hidrogérieracdo hidrofébica devida a presenca
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das moléculas de &gua e forcas de van der Wadie entras. Estas interacbes séo
responsaveis por manter a estrutura secundariaratainmm, e podem ser quebradas na
presenca de calor. A retencdo de calor pode provpeebra de ligacbes ndo-covalentes e
consequentemente a perda das estruturas secunddidenciando, como na albumina, a

desnaturacao térmica inicialmente reversivel.

Seguindo o mesmo procedimento adotado para a mlbumapresentaremos 0s
resultados da variacdo de entropia S(J®8a energia livre de Gibbs G(T):-®ltilizando a
equacao (4.4) obtemos os dados da entropia e esadderivada para a hemoglobina 3%,
conforme apresenta a Figura 4.36. Nao observamaerapmente nenhuma transicdo de
primeira ordem na entropia, conforme mostra a cawadS(T). A entropia apresenta um
aumento nao linear em funcdo da temperatura, aoefarbservado para a albumina. A
entropia do sistema e de sua vizinhanca apresssit@ am aumento total maior em funcao

do aguecimento, tendendo para um processo de desgi@d espontanea.

on4 |

2 3y

dS(T) (JPC?.cm

ooz

000 1 1 1 1

Temperatura (°C)

Figura 4.36 Variacao da entropia S(T) g&sua respectiva derivada dS(T) em funcéo da
temperatura para a hemoglobina diluida.

A Figura 4.37 mostra os dados G€T)-& obtidos pela equacéo (4.5). Vemos uma
diminuicdo n&o linear da variacdo da energia looen 0 aumento da temperatura. Este valor
da energia minima de Gibbs depende da energia mferotacdo, da energia de interacao

entre as diferentes moléculas da cadeia e da argagnteracao entre a cadeia e as moléculas
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do solvente vizinho, no caso as moléculas de &y@aergia livre total é a soma da energia
livre do sistema (moléculas proteicas) mais a eadinge da vizinhanca (solvente, no caso a
agua), a qual diminui com o aumento da temperatardEorme podemos observar na Figura
4.37. Apesar de os dados @€T) apresentarem uma variacdo néo linear com a tetupera

nao foi possivel verificar nenhuma regido de tigiside primeira e nem de segunda ordem.

oL — G- G,

25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Figura 4.37 Variacdo da energia livre de Gibbs, {1G& em fungdo da temperatura para a
hemoglobina.

Como vimos anteriormente, o comportamento de dit)dé$ta relacionado com o
coeficiente de expansdo térmica volumétrica e concoeficiente de polarizabilidade
eletrbnica da amostra, ou seja, comportamento ¢érmioptico, respectivamente. Conhecido
B(T) e dn/dT(T) das Figuras 4.30 e 4.33 e o indeeafracdo da agua, n = 1,33, € possivel
obter em boa aproximacao a contribuicaap(le) a partir da equacao (2.5), conforme mostra
a Figura 4.38. Nao foi verificada transicdo comeesbado na albumina, apenas a diminuicéo
aparentemente linear @€T) com o aumento da temperatura. Como o numenmaléculas
por unidade de volume plode estar diminuindo, conforme observado no aumaop(T), a
polarizabilidade pode estar diminuindo de formadincom a temperatura. Em raz&o da baixa

concentracdo de hemoglobina na agua, os provdedtissenos parametros opticos e térmicos
nao puderam ser observados.
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Figura 4.38 Coeficiente de polarizabilidade eletidmem funcéo da temperatura da amostra de
hemoglobina.

4.1.2.2 Resultados com a técnica FTIR

Para a obtencao dos espectros vibracionais de &HliRostra foi aquecida conforme
o procedimento adotado na medida da albumina. Cauecimento da hemoglobina pode-
se observar apenas uma pequena diminuicao deidddasdas bandas de absorcao Optica das
aminas | e Il, mostrado na Figura 4.39. Devido atrdouicdo da absorcdo da agua e pela
pequena concentracdo de hemoglobina utilizada (6ga analise da amina Il pode ser
também influenciada pela absorcdo da agua. Assirdados de FTIR ndo permitem avaliar

as mudancas ocorridas, conforme realizado patauanaia.
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Figura 4.39 Espectros de absorbéncia em funcaedgeratura para a amostra de hemoglobina 3%.

4.1.3 Plasma e soro

4.1.3.1 Lente térmica e interferometria Optica

As amostras de plasma e soro serdo analisadasntamgnte para facilitar a

comparacao entre elas.

Os valores da difusividade térmica das amostrgslatema e de soro na temperatura
de 36C foram (1,50 + 0,05) x 1De (1,43 + 0,05) x Ifcm?/s, respectivamente. A Figura
4.40 mostra D(T) do plasma em funcdo da temperatura.ofambdo tenha ocorrido um
minimo e um maximo evidentes nas regides de 35°%€ A&spectivamente, como mostrado
para a albumina, nota-se uma tendéncia de aumentifasividade térmica no referido
intervalo de temperatura. Este aumento também excqrara a albumina e por comparacao,
deve estar associado ao processo de desnaturae@sivel previsto de ocorrer nesta regiao.
Acima de 46C houve a formac&o de agregados e o conseqiiemibasento da luz do laser,

inviabilizando a medida.
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Guia visual
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Temperatura (°C)
Figura 4.40 Difusividade térmica em funcéo da terapga da amostra de plasma. Rampa 0,1°C/min.

O parametrd@d/P(T), mostrado na Figura 4.41 mostra trés regifigmtas em funcéo
da temperatura. Na regido inicial entre 35 €@0o aumento é quase linear, ao passo que
entre 40 e 4%, onde alguns dominios podem apresentar desnatuchgervam-se mudanca
de tendéncia e oscilacGes nos valofggds 46C, ha uma grande diminuicdo nos valores que
ocorrem num intervalo de temperatura da ordem°@e Rara tentar explicar este resultado,
reapresentamos aqui a curvadeé(T) da albumina. Observa-se que 0 maximo na cedga
40°C da amostra de plasma é semelhante ao da albumigae indica que este pico é

governado pelo desenovelamento inicial desta prated plasma.

= Albumina )
15 = Plasma ) ; 14
Guiavisual :

fa

O/P(T)(u.a.)
BF (T)iu.a.)

Temperatura (°C)

Figura 4.41 Comportamento di#P(T) em funcéo da temperatura da amostra de plasma
94



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

No entanto, para as temperaturas maiores os ceanpenmtos sdo muito diferentes. E
importante relembrar que para se obter o plasnecéssario utilizar anticoagulantes como o
EDTA, o que implica, ao contrario do que ocorre apisoro, em se manter os fibrinogénios
na amostra. Esta proteina € encontrada no sangrenoentracao de 1,5 a 4,0 mg/ml [82] e é
responséavel pela formacdo do coagulo, ou sejastadpeesente no plasma e ndo no soro. Ela
é formada por dominios D e E e principalmente gtuturas secundariashélice, conforme
pode ser observado na Figura 4. 42. Medidas argeride calor especifico em funcédo da
temperatura de amostras de fibrinogénio, realizgaas Procyk e colaboradores [83],
conforme mostra a Figura 4.43, mostraram havepfdséta proteina em 456, ou seja, nas
mesmas temperaturas da mudanca abrupté/Ri§) do plasma. Esta transicdo em baixa

temperatura tem sido relacionada a fusdo dos dosindrofébicos D.

cadeia alfa-C

Figura 4. 42 Diagrama esquematico do fibrinogéniastrando os dominios D e E e as estruturas
secundérias [82,83].

300

HT1
250 ¢+

200 ¢

150 |

100

20 40 60 80 100

Heat Capacity (Kcal/K-mol)

Temperature (°C)

Figura 4.43 Calor especifico do fibrinogénio emd¢#a da temperatura. Resultados obtidos
por Procyk e colaboradores [83].
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Portanto, nossos resultados sugerem fortementeaqoedida de LT, vied/P(T),
detectou a fusdo dos dominios D do fibrinogénisgmees no plasma. Com esta informacao
torna-se possivel também inferir que a grande gaoiala difusividade térmica acima de@6
deve ter ocorrido em razdo dessa fusdo. Finalmeatep os comportamentos de D(T) nos
diferentes intervalos de temperatura abaixo *€ 40 semelhantes para as duas amostras, a
interpretacdo fisica do que deve ocorrer com D@ plhsma parece ser a mesma realizada
para a albumina. Ou seja, este parametro é govepwlds mudancas na velocidade do som e
no livre caminho médio induzidas pelo processo eendturacdo da albumina presente no

plasma.

A Figura 4.44 mostra os dados de D(T) da amostsode Neste caso, ha um evidente
pico em torno de 42%&, com um aumento de ~14%, que provavelmente dstae @ssociado
com mudancas na conformacao da proteina correspdodeuma pré-transicdo do processo
de desnaturacdo, como ocorreu para a albuminae Masb, diferentemente dos dados para a
albumina, ndo ha evidéncia da deteccdo de um mieimdorno de 35C. No entanto, o
comportamento de aumentar os valores entre 35°€,4@mo mostrado para a albumina e
para o plasma, também parece ter ocorrido paraagstatra de soro. Mais uma vez, a nosso
ver, D(T) parece revelar a regido de desenovelameéatmudancas na velocidade do som e do

livre caminho médio com a temperatura.

21

e Soro

Guia visual 472 BC

5

fcm'/fs)

D(T)x 107

Temperatura (°C)

Figura 4.44 Difusividade em fung&o da temperatuseapa amostra de soro. Rampa 0,1°C/min.
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Os resultados de/P(T) mostrados na Figura 4.45 também evidenciémregidées com
comportamentos diferentes. Até°@0seus valores aumentam quase que linearmente, 4ht
45°C ha um leve pico e apos °45 continua aumentando de forma praticamente linear.
Reapresentamos mais uma vez na figura os resultddosalbumina. Nota-se que o
comportamento do soro € muito semelhante, comeeaedi€a de que o pico esta deslocado de 40
para 42,8C. E importante mencionar que no soro ndo ha apgesde fibrinogénio, removido
durante o processo de coagulacdo. Assim, € provpameleste pico esteja relacionado com a
desnaturacdo da albumina. O deslocamento par8CA2,6nais realista em termos do que é
conhecido sobre a temperatura real de desnatudasaproteinas no sangue e ainda contribui
para reforcar nossa hipétese de que a brusca &areagd/P(T) em 458C na amostra de plasma
seja devida a fusédo do fibrinogénio e ndo da albanWale ressaltar que transi¢cdes térmicas
entre diferentes estados ocorrem em pequenosaidsrde temperaturas e sao dificeis de serem
detectadas. Trata-se portanto de um resultadoargiewbtido com a técnica de LT, que sugere

ser possivel monitorar em tempo real as regioeedeaturacao térmica das proteinas.

12 a

Albumina : : P
@ Soro |
Guia visual

P (Tiiu.al)
&P (Tyiu.a.)

[=7]

Temperatura (°C)

Figura 4.45 Comportamento digP(T) em funcéo da temperatura. (A) plasma e (B).sbaxa de
aquecimento de 0,1°C/min.

Os comportamentos dos valores da densidade emofdacéemperatura das amostras
de plasma e de soro foram semelhantes aos obtidi@s g8 amostras de albumina e

hemoglobina. Isto é, apresentam apenas uma dirdmuigo linear de(T), conforme mostra
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a Figura 4.46. Ao comparar as densidades das duastras vemos que a do plasma é maior

em todo intervalo de temperatura.

—o— Densidade (plasma)
—n— Densidade (soro)

1,02

-
(=1
-

Densidade (g!cma)

-
=1
(=]

0,99 I . I . I . 1
30 40 50 60

Temperatura (*C)

Figura 4. 46 Densidade(T) para as amostras de plasma e de soro. Pas$o 0,0

A Figura 4.47 mostra o coeficiente de expansdoitérala amostra de plasma e soro.

Nota-se que a fusdo acima de 46°C foi também chdamwara a amostra de plasma.

® Soro
50 F ® Plasma

40
Fibrinogénio

B(T) x 10+ (°CT)

3.0k

i
25 30 %5 ad &5 50 55

Temperatura (*C)

Figura 4. 47 Coeficiente de expansao térmica dasiraae plasma e do soro.
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A Figura 4.48 mostra o coeficiente de absorcaacépii(T) das amostras de plasma e
de soro. O aumento até’5é da ordem de 20% mais acentuado para o soroinotinacio
de 0,05. Isto sugere que o plasma deve ser maigetst oxidacdo do que o soro. A mudanca

brusca para o plasma acima de°@5também parecer ser devida a fusédo do fibrinogénio
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Figura 4.48 Coeficiente de absor¢éo para as amodéraoro e de plasma. Rampa 0,1°C/min com
1=632,8nm.

A Figura 4.49 mostra os resultados de dn/dT(T)doistivia interferometria Optica.
Com excecao do valor absoluto, até aproximadan8&i@ as amostras de plasma e de soro
apresentaram comportamentos semelhantes ao daEgue.36 e 41°C ha mudanca de
tendéncia para ambas as amostras, com dn/dT(Thuimdio a inclinagcdo. Nos dados da
amostra de plasma pode-se observar uma variagéificsiiva para valores menos negativos
na regido acima de Aq. A partir de 44°C foi dificil realizar as medidaas amostras de
plasma, o que mais uma vez deve ser devido a fisfisubdominios D do fibrinogénio que
impede a obtencdo do padrdo das franjas de irdadier. No caso do soro, notam-se
mudancas nesta regido para valores mais negativomme pré-transicées provavelmente
associadas a passagem da regido de desnaturagé&ivwevpara a parcialmente irreversivel
em temperaturas proximas a 50°C, com a ocorrémgidisativa de quebra molecular.
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0,5
—o0—dn/dT(T) plasma
—&—dn/dT(T) soro
—e—dn/dT(T) agua

38,0°C 41 G°C
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25 30 35 40 45 =0
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Figura 4. 49 dn/dT(T) para as amostras de plasrsare. Taxa de aquecimento de°@G/min.

Aqui também fizemos os célculos de (dn/g®) e das variagbes da energia livre de
Gibbs e da entropia. Rigura 4.50, A e B, mostra uma diminuigdo linear(di@dQ)(T) na
regido inicial de temperatura. H4 uma mudanca ddétgcia, para as duas amostras, no
intervalo de desnaturacéo reversivel entre 36°€ 4@ mesmo comportamento foi observado
para a amostra de albumina, sugerindo assim gueeplietacdo desses resultados possa ser
feita em termos do aumento da retencéo de calaedidan que a temperatura atinge a regiao
de desenovelamento reversivel. Os dados da anuesplasma acima de 45s&o devidos ao
processo de fuséo do fibrinogénio, ou seja, (dd@Prtinge um minimo semelhante ao que
poderia se obter em medidas de DSC quando h& pmdesfusdao. O minimo evidente em
torno de 42,8 para a amostra de soro, que parece também opareeo plasma, mas com
muito menor intensidade, pode referir-se a desagdiorinicial irreversivel, como ocorre com
as proteinas que apresentam cadeias peptidicaaslange subdividem em dominios e
subdominios, os quais podem se desnaturar, conaagooda albumina. Vale relembrar mais

uma vez que as amostras de plasma e soro possuamegztamente 40mg/ml de albumina.
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Figura 4.50. Comportamento de (dn/g@Q): (A) plasma e (B) soro.
As Figuras 4.51 (A) e (B) mostram os comportamed#ssvariacdes das entropias das
duas amostras, plasma e soro. Os comportamentgls &€ sdo semelhantes aos obtidos
para a albumina. No entanto, como o esperado,@plama, o0 pico na variacdo de entropia

acima de 45,5°C é a confirmacgéo da ocorrénciasiofoa amostra, que por comparacado com

a albumina e o soro pode ser atribuido a fusdsuledominios D do fibrinogénio.

Conforme discutido anteriormente para a albumirenteopia aumenta no sentido em

que as proteinas desnaturam-se, isto é, a desmamgaoni de sua estrutura resulta em um
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aumento na entropia e assim o reenovelamento desdésulas para a forma nativa torna-se
um processo entropicamente ndo favoravel. Comonassteas de soro e plasma contém
aproximadamente a mesma quantidade de albuminaseodepor que a diminuicdo da
camada de hidratacdo com o aumento da temperdiseavado na albumina também ocorra
nas proteinas presentes no soro e no plasma. 8ssido, 0 aumento na entropia também esta
relacionado com a camada de hidratacdo e as iGesrdgdrofobica devida a presenca de
radicais ndo polares. Assim, a interpretacdo dceatmda entropia no plasma e no soro pode

ser a mesma que para a amostra de albumina.
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Figura 4. 51 Variacdo da entropia e sua respectiesivada em funcao da temperatura; (A) Plasma e
(B) Soro.
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A Figura 4.52 mostra a variacdo da energia livreGilgbs das amostras, e como
discutido anteriormente para a albumina, seus @slficam mais negativos em razao do

processo de desnaturacao.
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Figura 4.52 Variacdo da energia livre de Gibbs emdao da temperatura, G(T), para as amostras de
soro (curva verde) e de plasma (curva rosa).

Novamente, fazendo a analise como no caso da athymiconsiderando que a maior
estabilidade ocorre na conformacdo nativa corredguito a menor quantidade de energia
livre, para uma mudanca de temperatura a pressétacte a funcado G(T)gs@iminui com o
aumento da temperatura, pois neste caso temos-@&lE. Assim, pode-se classificar as duas
situacOes de proteinas com menor energia livrestamle N do que em D e aquelas com maior
energia livre no estado N do que em D. Do fato denergia livre diminui na mesma
propor¢do do aumento da entropia, pode-se corgugiro plasma e o0 soro apresentam menor
guantidade de energia livre quando suas proteigt@E® ena forma desenovelada e assim
necessitam de uma energia maior para a transi¢gémerstado nativo e desnaturado, o qual
ocorre de forma ndo espontanea. Desta forma, neesaftados sugerem que nestes dois
sistemas, quando o numero de particulas presentestado [D] for maior do que no estado
[N], a transicdo entre os dois estados pode sen&spea sem a necessidade de calor para que
as proteinas envolvidas se desnaturem. O processdeshaturacdo passa entdo a ser

cooperativo.
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A Figura 4.51 mostra o célculo do coeficiente déafmabilidade eletrénica em

funcéo da temperatura das amostras de plasmacealéds valores para a agua pura também
sao mostrados.
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Figura 4. 53 . Comportamento @€T) para as amostras de plasma, soro e da gouis.

Taxa de aquecimento de GCBMin.

Como discutido no caso albumina, a diminuicaap(¥® para valores mais negativos
até 41°C pode ser atribuida a diminuicdo das ipbesaintramoleculares devida ao aumento
da temperatura, em fungdo do menor numero de ma&por unidade de volume e/ou da
diminuicdo da carga efetiva dos dipolos em congetfjaé&de possivel enfraquecimento das
ligacdes quimicas a medida que ocorre o desenogatamAssim como na albumina, parece

haver mudanca de tendéncia no intervalo de deswdireversivel, entre 36 e°€l

Na regido entre 41 e 43 °Q(T) apresenta variacdo abrupta tendendo a valoee®sn
negativos para o plasma e mais negativos para @ &wnbora os resultados anteriores
mostrem com maior evidéncia a ocorréncia das nuadifies dos parametros nesta regiao,
atribuidas essencialmente a albumina e a fusadbdodgénio, no caso do plasma uma
analise dos aspectos microscopicos que podemassttibuindo para estes comportamentos
invertidos dep(T) talvez ndo possa ser realizada com segurandarggdo da complexidade

estrutural das amostras. No entanto, é provavehgirea de contato das moléculas de agua
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circundantes na proteina aumente, aumentando assmimero de dipolos induzidos,

variando também tanto a distancia entre as caxgas @ carga efetiva dos novos dipolos. A
combinacédo destes fatores que resulta nos dois atangentos talvez ndo possa ser feita
mediante os dados disponiveis. Ou seja, sO se iptete¢ que os dados indicam que neste
intervalo restrito de temperatura deve haver umifségnte rearranjo de cargas, o que é

compativel com as transformacdes esperadas.

4.1.3.2 Resultados com a técnica PAS

Primeiramente sera analisada a curva de absor¢&a @ funcdo da temperatura,
obtida com uma rampa de 0,5°C/min e no comprimdatonda de 308nm. A Figura 4.54
mostra 0s resultados para a amostra de plasma-seodeservar um aumento brusco na
absorcdo acima de 52,7°C. Este aumento é obsetaatmem na regido do visivel, em
632,8nm, mas na temperatura de 45,5°C, conform&adosna Figura 4.54.

Além da rampa, foram obtidos espectros de absoibaacregido do UV em algumas
temperaturas, conforme mostra a Figura 4Nbtemperatura ambiente o plasma possui uma
absorcdo maior que nas temperaturas entre 36 a 489(G5°C, como ja era esperado, a
absorgéo aumenta e inclusive passa a ocorrer ermpricoemtos de onda maiores, alargando o

pico de absorgéao.

Plasma

= Sinal Fotoaclstico
Ajuste tedrico

~
a
T

Absorbéancia (u.a.)
o
T

0,8

Temperatura (°C)

Figura 4.54 Absorbancia para o comprimento de ofixiaem 308nm, rampa 0,5°C/min para a

amostra de plasma.
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Absorbancia (u.a.)

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.55 Espectros de absorbéancia para as teatpeas de 25, 43, 49 e 55°C. Amostra plasma.

No caso da rampa para a amostra de soro, Figuéa 43 se observou o mesmo
comportamento em relacdo ao plasma, havendo umangadignificativa nos valores em
torno de 44°C. Acima de 64°C ha um aumento ramdo & temperatura.

Soro

44°C @

Absorgéo (ua)

30 35 40 45 50 55 B0 65 70

Temperatura (°C)

Figura 4.56 Coeficiente de absorcéo da amostraate para o comprimento de onda fixo em 308nm,

rampa 0,5°C/min.

A Figura 4.57 mostra os espectros de absorcdo dsteande soro para diferentes
temperaturas. Como observado na amostra de plasma pemperatura ambiente de 23°C, a

absorcdo é maior do que para temperaturas maisdelev A absorbancia aumenta na regiao
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de 290 nm entre 36 e 43 °C, com crescimento dargzsma regido de 300 nm para as
temperaturas de 65 °C, em especial para a de N@t&-se ainda que apds o resfriamento até
a temperatura ambiente, a amostra medida em 483Duia absorcdo, mostrando ser este

um processo reversivel.

60

N308nm

23°C
—36°C

43°C

43°C resfriada
—B5°C
—7T0%C

30

Absorbanciaiu.a))

20

10

R e

zal 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda {(nm)

Figura 4.57 Espectros de absorcdo da amostra de para as temperaturas de 23, 36, 43, 43
resfriada, 49, 65, 70°C.

A variacdo da absorcdo em torno de 290nm para as dmostras parece ser
semelhante ao observado para a albumina, indicagpde as medidas mostram,
provavelmente, um aumento nas intensidades dasdaledabsorcdo atribuidas aos residuos
triptofano, tirosina e fenilalanina. O deslocamed#obanda de absor¢céo para comprimentos
de onda maiores € observado para a temperaturé @e76 °C. A emissdo do triptofano,
conforme mencionado em estudos anteriores, dintiomi 0 aumento da temperatura [38]. E
conhecido da literatura [85] que o triptofano naads desnaturado apresenta um
deslocamento do centro da banda de emissédo, quemitado em 245nm, em relacdo a
emissdo no estado nativo. Os centros das bandasidsdo do triptofano no estado nativo e
desnaturado sdo de 342 e 357 nm, respectivamesrtant®, este deslocamento no pico de
emissao do triptofano pode explicar o deslocamdatbanda de absor¢cao de 290 para 308
nm, observado em nossos resultados, uma vez qué0eth provavelmente as proteinas
encontram-se no estado de desnaturacéo total
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4.1.3.3 Resultados com a técnica FTIR

Como acabamos de ver, para a albumina a areanda lke absor¢do da amina |l
diminui com o aumento da temperatura. Isto tambéorre com as amostras de plasma e
soro, sendo que ambas contém a mesma concentracddbuimina, aproximadamente
40mg/ml. Os espectros de absorbancia na regiamai®, precisamente na regido das aminas
I, I e lll no intervalo de nimero de onda de 1200300cri , estdo apresentados em funcéo
da temperatura n&igura 4.58 Pode-se observar a diminuicdo das areas nas baedas
absorcdo na regido das aminas. Na temperatura®@ehdOuma grande reducéo na absor¢ao

das aminas, em comparacao com as demais tempsratura

— 248
—35.8
—_—41.9
43
— 45
—50
56
g0

Amina |

Absorbéncia (u.a)

Amina Il

. . . I .
1700 1600 1500 1400 1300

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.58 Espectros de absor¢édo da amostra de swstrando as bandas das aminas |, Il e [l em

funcdo da temperatura

O mesmo experimento foi realizado com a amostalatena. Os resultados da amina
Il para as amostras de soro e plasma serdo amdesrgm conjunto. Realizando os ajustes
com a funcdo gaussiana para a amina Il normalizatmervaram-se os valores das areas e
centros para cada temperatura. A Figura 4a@®senta as areas calculadas para a amina |l

para cada temperatura medida. Os circulos em prepsesentam a area da gaussiana e a
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curva em vermelho o ajuste tedrico realizado caquacao sigmoidal (4.6). A area da banda
de absorcao referente & amina Il diminui para as dmostras, mas o ajuste sigmoidal mostra
temperaturas J= 56,9 e 51,2°C para as amostras de soro e de @lasspectivamente.
Vimos nos dados experimentais de LT que a amostenib apresentou um pico em torno de
42,6°C, mas em temperaturas superiores até 5Q¥@stra apresenta um comportamento sem
transicdes. Ja a amostra de plasma possui umacfransm 45,5°C devida a fusdo dos
dominios D do fibrinogénio. Se observarmos o ajagimoidal do plasma,vé-se que a partir
de 42,5°C a area da banda da amina Il comeca auimevidenciando a diminuicdo e/ou a
transformacdo das estruturas secundérias, 0 que estdr relacionado com a fusdo do

fibrinogénio.

- !
e} -
— 1,0k |
m@ |
- ]
£ !
m 0.8} '
m ]
= ]
gue_ ) T_=512°C
- =  Plasma ,
" Soro : T. = 56,0°C
pal Ajuste tedrico X ;
1
'
1
A

0z I I 1 1 I 1
25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Figura 4.59 Area da amina Il em funcéo da tempeampara a amostra de soro. Pontos em pretosio
as areas das gaussianas referente a amina | e ®mvaermelho ajuste tedrico com uma funcao

sigmoidal.

Da mesma forma o que observamos para a albumirenastras de soro e plasma
também apresentaram um deslocamento dos centliaddas das aminas Il para numeros de

onda maiores.
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1560 - = Plasma
=  Soro
Ajuste tedrico

T, =57,0°C

1558 |- T, =512°C

1852 F

. 1,
Centro da amina Il {cm™)

Temperatura { °C)

Figura 4.60 Centro de absor¢éo da amina Il em funga temperatura para as amostras de soro e de

plasma. Curva em vermelho ajuste teérico com ugraaidal.

A partir das temperaturasc,Tas proteinas passam para o estado de desnaturacao
irreversivel total que na literatura pode-se ememrntomo temperatura de desnaturagdo ou
fusdo (nelting. Para o soro de albumina humano este valor eraminina literatura possui
algumas variacdes em torno 59,6°C [33]. Como @ #rm plasma apresentam grande
quantidade de albumina a temperatura de desnaturiggénica fica préxima do valor
encontrado na literatura. No caso da amostra demplao qual possui fibrinogénio, a
temperatura § em torno de 51°C pode ter ocorrido em razéo daibaitdo da transicdo da

albumina e do fibrinogénio.

E importante citar que o processo de desnatudg&@strutura secundaria é produzido
principalmente por agentes que quebram pontes deod@nio. Com o aumento da
temperatura, a molécula proteica fica sujeita agimento de agitacdo, o que pode provocar
o rompimento destas ligacbes e, consequentemedesreaturacdo térmica que consiste em
uma espécie de fusdo intramolecular. A transformagiestruturas secundarias organizadas
em estruturas randémicas € um processo cooperpti®guando uma ponte de hidrogénio é
rompida, fica mais facil de romper as ligacéesnhas e assim por diante. A diminuicdo de
estruturas regulares e formacédo de estruturas maod$é € caracteristica do processo de
desnaturacao térmica. Isto talvez seja o que debae €endo observado na diminuicdo da area

e o deslocamento do centro da banda da amina II.
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Esta mudanga na estrutura secundaria deve estaoredda com os comportamentos
dos parametros termo-Opticos medidos com a LT etexferometria Optica como D(T),
0/P(T) e dn/dT(T), embora estes também apresentedamgas de comportamento em torno
da zona de pirexia, evidenciando ndo sé possivaggantas na estrutura secundaria, mas

também possiveis perturbacdes nas ligagdes natentes

4.2 Resultados do efeito fotoquimico no protetdairso

Para analisar a possivel ocorréncia do efeito fotogo no protetor solar, os
espectros de absorcdo Optica foram realizados mwspanentes utilizados em sua
formulacédo: principio ativo, responsavel pela at@orda radiacdo no UV; base, responséavel
pela emulséo do principio ativo; e por fim no prateolar.

Os experimentos foram realizados com a espectrizséojpacustica utilizando-se a
montagem modificada mostrada na Figura 3.6. O pioento consiste em se realizar a
medida com e sem a presenca de um segundo felue daee deve ser na forma continua, ou
seja, sem ser modulado, e incida na mesma posngiomfeixe modulado incide para gerar o
sinal fotoacustico. Desta forma, o feixe contineim ta funcédo de gerar reacdo fotoquimica

casa a amostra seja fotossensivel.

A Figura 4.61 mostra os espectros de absorcaoadgtiqrincipio ativo. A curva em
preto foi determinada utilizando-se somente o feixadulado, enquanto que a azul foi
medida com a incidéncia adicional da luz continuavgniente do laser sintonizado em
350nm. O detalhe mostra a regido em torno de 35Gdenciando a diferenca de
intensidade da absorbancia quando se incidiu tas#fnuo no principio ativo. Nota-se que
até a regido de 400nm, a intensidade da absorg¢éa @iminui cerca de 3% em relagdo ao
espectro obtido sem a presenca do feixe continaccoitrario, nos comprimentos de onda

acima de 400nm, o sinal fotoacustico aumenta comi@éncia do laser.
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Figura 4.61 Espectros do principio ativo: curvas prato e em azul, espectros com e sem a

incidéncia do feixe continuo, em 350nm.

Apés incidéncia da radiacdo eletromagnética a dergen absorvida pode ser
convertida em calor, luminescéncia ou reacao fatoipa. O sinal fotoacustico € induzido via
conversdo da energia absorvida para calor, comeqaegate aumento de temperatura da
amostra. No experimento, somente a luz moduladea gedar sinal fotoacustico porque a
forma de deteccdo é a partir da medida da compere@tdo sinal, o que é feito com a
utilizacdo de um sincronizador sincronolack-in Portanto, a mudanca na amplitude do
sinal com a incidéncia da luz continua é uma irmgdioada ocorréncia de efeito fotoquimico

e/ou variacdo da luminescéncia.

Um segundo experimento foi realizado nesta amasiaatendo-se o comprimento de
onda do feixe modulado fixo, em 425nm, monitorasda sinal em funcdo do tempo, sendo
qgue: nos primeiros 400s usou-se apenas a luz nuajuda 400 a 800s a luz modulada mais o
feixe continuo em 350nm, e de 800 a 1200s novansmnte a luz modulada. A Figura
4.62 mostra os resultados. Confirma-se assim qfmixe continuo faz com que o sinal

aumente na regiao de 425nm.
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1,64
—o— Principio ativo (lampada 425nm e laser 350nm)
1,60 |- luz modulada
+ continua

%\ 2§ luz modulada
= 156 luz modulada :
< ,
o
IS
£
n

1,52

1,48 -

| ' | ' ' | ' | ' ' | ' |

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
Tempo (s)

Figura 4.62 Sinal PA do principio ativo obtido eréd etapas: 1° luz da lampada em 425nm
modulada (0 a 120s), 2° luz da lampada em 425nnuladd e feixe laser continuo em 350nm (120 a
240s) e 3° novamente luz da lampada em 425nm nuzd {240 a 360s).

Dos fenbmenos que podem interferir na intensidade sthal fotoacustico, a
luminescéncia se ocorrer, s6 contribuiria para autanea amplitude do sinal, ja que a luz
continua pode reduzir a luminescéncia da amosteamo, este resultado sugere que o
aumento do sinal no principio ativo parece ser wwaléncia da geracdo de reacao
fotoquimica na amostra. S&o substancias com a#tugses para o coeficiente de absorcdo
Optica na regido do UV, o que pode sugerir quesgsiecessos podem envolver a geragao de
radicais livres, uma vez que 0s mecanismos de glisaresta regido espectral em geral sdo
via processos de transferéncia de carga. Em opaks/ras, parte da energia do feixe

modulado é utilizada para induzir reagéo fotoquénma amostra.

Repetindo-se o procedimento para a base, vé-sguiaaM.63 que a inversao do sinal
de diminuir para aumentar com a incidéncia do fexetinuo, ocorreu na regido de 288nm,

indicando que a base parece nao ser fotosensivel.
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Figura 4. 63 Espectros da base: curva azul som@ntpada e curva preta lampada mais laser em
350nm.

A mistura do principio ativo com a base resultdiltim solar. A Figura 4.64 mostra
0s espectros obtidos. Pode-se observar na cunaz@imespectro com a luz modulada mais o

feixe laser continuo, um aumento do sinal em qtadsea regido espectral.

Luz modulada
Luz modulada + Continua (laser)

Sinal PA (mV)

Protetor solar

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

Figura 4. 64 Espectros do protetor solar: curvas gm@ato e em azul, com e sem o feixe
continuo, respectivamente.
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A Figura 4.65 mostra os resultados em funcdo dpdermom os feixes modulado e
continuo sintonizados em 350nm. Nota-se que o aiomm sinal é significativo com a

presenca do feixe continuo.

2,08 |- —o— Protetor (lAmpada 350nm e laser 350nm)
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3@ modulada
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Figura 4.65 Sinal PA do protetor solar obtido erdgtetapas: 1° feixe modulado em 350nm (0 a 120s),
2° feixe modulado em 350nm + laser continuo emB5@20 a 240s) e 3° novamente feixe modulado
em 350nm (240 a 360s).

Repetimos estes experimentos em outras formulagée®s resultados foram
semelhantes, o que sugere que o procedimento rdalszar a medida com e sem a presenca
do feixe continuo e nos comprimentos de onda rfasedies regides espectrais de absorcao
da amostra, pode ser um método para se avalidoestabilidade das formulacdes utilizadas
para protecdo solar, contribuindo assim para o atonéa seguranca destes produtos de
aplicacdo topica. Isto porque, como mencionadorianteente, estas formulacdes sempre
permeiam através da pele, e assim, se forem foisees poderdo provocar danos na

estrutura interna da epiderme e até na derme.
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Conclusoes

Em conclusdo, no estudo do processo de desnatutég@aa das proteinas, as
amostras de albumina, hemoglobina, soro e plasnegsemaram mudangas nas propriedades
térmicas e Opticas em funcdo da temperatura. O8mediros medidos evidenciaram a
ocorréncia de desnaturacdo e/ou desenovelamergasdpsoteinas. A difusividade térmica
em funcdo da temperatura apresentou comportameliteentes para cada regidao do
processo de desnaturacdo, que correlacionados esametros como (ds/dg)dn/dT e
medidas de DSC/TG permitiram uma avaliagdo das ngagaconformacionais das amostras.
A fusdo do subdominio D do fibrinogénio do plaswiadetectada na medida de lente térmica,
evidenciando o potencial deste meétodo para se ntealirsformacdes induzidas pela

temperatura, em especial para amostras na fasadiqu

Nas medidas de FTIR observamos diminuicdo da &dranda de absorcao Optica da
amina Il sugerindo ter havido diminuicdo e/ou tfameacdo das estruturas secundarias,
permitindo assim identificar as temperaturas denatesacdo térmica ¢} irreversivel, as

guais ocorreram em temperaturas proximas daqueitadas na literatura.

Os parametros medidos foram utilizados para cal@blariacdo com a temperatura
da entropia e da energia livre de Gibbs. Os corapwhtos destas duas quantidades fisicas
com o0 aquecimento das amostras foram correlacisnadom o0s processos de

desenovelamento das proteinas estudadas.

O coeficiente de polarizabilidade eletrdbnica medaton a interferometria Optica

permitiu realizar uma analise microscépica dasipessmudancas nas amostras.

Com relacdo ao experimento para a deteccao daoréato@uimica os resultados das
medidas com a fotoacustica com um arranjo expetaherodificado sugerem que o método
proposto pode ser empregado para avaliar a fotnkdtale da formulacdo do protetor solar.

Finalmente, este trabalho demonstrou que a espeopia de lente térmica, a
espectroscopia fotoacustica e a interferometric#&pgfio novas ferramentas para o estudo dos

processos de desnaturacdo de proteinas, indicarelo grocedimento adotado podera ser
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estendido para a avaliagdo de outras proteinasaanien vegetais, com o0 intuito de se
correlacionar a estabilidade térmica de cada un@s dem suas estruturas conformacionais.
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