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INTRODUCAO

Desde o inicio do século XX a sociedade sofreu grandes avangos tecnoldgicos que, com
0 passar dos anos, tais avancos, possibilitou o surgimento de novos ramos de pesquisa.
Devido ao uso das caracteristicas interacionais da radiacdo eletromagnética (luz) com a
matéria, a espectroscopia é uma das técnicas supracitadas muito usual para tais analises,
que sera empregada nesta pesquisa. Assim, quando um composto molecular é excitado
com radiacdo ultravioleta (UV) ele emitiu luz, por meio do processo de transigcdo
eletrbnica, no qual o elétron sai do seu estado fundamental passando para o estado
excitado, conhecido como estado excitado singleto. Sendo um fenémeno que tem um
tempo de vida curto, da ordem de 10" (-9) s, diretamente ligado a0 momento de excitacéo
da molécula em que a luminescéncia gerada esta, na grande maioria dos casos, na faixa
da luz visivel, onde pode ser medido sua intensidade de fluorescéncia. Os fluoréforos,
componentes de uma molécula proteica responsaveis por este processo, Sa0 propensos a
quaisquer mudangas que possam afetar a molécula, desta forma, 0 meio ou interacdo
moleculares pode resultar na diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. E para entender
essa ligacdo, a proteina Albumina de soro bovino (BSA) foi a melhor escolha por ser é
80% estruturalmente semelhante a albumina de soro humano, e devido a isto é

amplamente usada para teste em laboratdrio para pesquisa. Sendo produzida pelo figado,
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ela tem um amplo papel de funcionalidade dentro do organismo, atuando como
transportadoras de nutrientes e horménios, regulador de ph no sangue e outros processos
fisiologicos. Com isso, devido ao comportamento é muito delicado sendo propenso a
sofre mudancas da intensidade de fluorescéncia, a associacdo da BSA com a quercetina
sera averiguada por meio dessa diminuicdo da intensidade da amostra, fenbmeno que é

conhecido como supressao de fluorescéncia.

METODOLOGIA

A supressao, ou extin¢do, da fluorescéncia € um fendbmeno utilizado para analise de
sistemas bioquimicos, pois muitas interacfes moleculares podem resultar em alteragdes
na intensidade da fluorescéncia. Desta forma, para aplicacdo deste método foi utilizado
quercetina ultrapura, BSA, etanol (50%), agua ultrapura (p = 18,2 M2), solucéo tampé&o
de fosfato e vidrarias. Utilizando agitadores magnéticos, balanca de precisdo, foram
preparadas solucgdes de estoque da BSA de 1,5 uM em agua ultrapura ¢ da quercetina a
0,5 mM em solucgéo tampdo de DMSO com proporc¢édo de 7:1. Assim foi feito a diluicdo
da BSA em 3 ml de &gua ultrapura de maneira que a cada diluicdo foi-se aumentando a
concentracdo da proteina, de 0 a 1,5 uM, onde foram feitas as medidas do perfil de
fluorescéncia da BSA. Para as medidas de supressdao da fluorescéncia foi sendo
adicionado 0,25 ml de quercetina em 3ml de BSA a 1,5 uM, de modo que a concentragédo
de quercetina permanecesse entre 0,01 e 0,5 mM. Para ambas as medidas, tanto o perfil
quanto a supressdo da fluorescéncia, foram feitos com o espectrofluorimetro, usando

largura de banda de 2,5 e 5 nm, de excitacdo e emissao respectivamente

RESULTADOS

Através do uso do espectrofluorimetro, a analise de fluorescéncia da BSA, apresentada
na figura 1(a), foi obtida. Para isso, uma amostra de 3 ml de BSA foi utilizada,
aumentando-se sua concentracdo gradativamente de 0 a 1,5, uM, onde a linha laranja
e=indica maior concentra¢do e a vermelha a menor. Essa analise nos permitiu constatar
que o comprimento de onda com maior intensidade de emissdo € de 380 nm. Ao
observarmos os dados da figura 1(b), podemos analisar que ocorreu a supressao da
fluorescéncia da molécula da proteina BSA a medida que a concentragdo e quercetina
aumenta na amostra, onde a linha vermelha indica maior concentracdo de quercetina e a

linha preta menor concentragao



Intensidade de emissdo

Figura 1
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(a): Perfil de fluorescéncia da BSA feito com concentragéo crescente, onde o ponto de maior intensidade
de emissdo indica, também, maior concentragdo, 1,5 uM(b): Perfil de emissdo da BSA, a 1,5 uM , com o

aumento da concentragéo da quercetina, 02 0,25 ml

Entretanto, outros fatores também podem culminar em uma extin¢do da fluorescéncia,
fazendo com que os dados, inicialmente, se tornem incertos se houve uma deteccdo de

supressdo causada, diretamente, pela associacdo com a quercetina.
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Figura 3: Stern-Volmer demonstrando a dependéncia linear de ;" com a concentracéo.

Porém, ao ser aplicado o principio de extincdo de fluorescéncia de Stern-Volmer, que
traca uma relacdo em que determina que a supressdo de fluorescéncia, causada por
interacdes moleculares estar diretamente ligada ao aumento de concentracdo do
supressor, denotando uma dependéncia linearmente proporcional, o que pode ser

verificada na figura 3.



CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados, pode se constatar (figura 3), que com o aumento da
concentracdo de quercetina ocorre a supressao da fluorescéncia da BSA com parando com
a varredura do seu espectro de emissdo (figura 1(a)), confirmando a associacdo entre a
proteina e flavonoide. Mas, apds verificar o perfil da supressdo, se faz necessario
entendermos melhor a natureza de diminuicéo de fluorescéncia, aplicando o principio de
Stern-Volmer. Em alguns casos, a extin¢do de fluorescéncia pode ocorrer por muitas
formas. Nesses casos, a representacdo grafica da relacdo de Stern-Volmer perde sua
caracteristica linear. O que, por meio da figura 3 pode-se verificar neste caso que nao
ocorrer na associacdo da BSA com a quercetina. Assim, por meio desta dependéncia
linear, aplicando o principio da extincdo, pode ser averiguado que o processo de supressao

se deu por meio da associacdo entre o fluor6foro e o supressor.
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