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RESUMO

THADEU, F. C. Modelagem computacional da teoria de Stern-Volmer aplicada ao
estudo da interacao de ligantes com proteinas. 2019. 66 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Computacionais) — Instituto de Matemética e Estatistica, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O presente trabalho descreve um modelo matematico computacional voltado para
a aplicacao da teoria de Stern-Volmer no tratamento de dados obtidos dos espectro-
fluorimetros no método de supressao de fluorescéncia. Uma vez que nas pesquisas atuais
tais tratamentos sao realizados manualmente e repetidamente por uma equipe de pesqui-
sadores, além do alto consumo de tempo, é possivel que haja a introducao de erros ou de
procedimentos incorretos no processo, que podem comprometer os resultados atingidos.
Assim, o desenvolvimento de uma ferramenta dedicada para realizar essa tarefa torna-se
relevante, sendo esta modelagem o alvo desta pesquisa. O objetivo do trabalho é o de
desenvolver um programa que permita agilizar e sistematizar o tratamento matematico e
estatistico dos dados instrumentais que sao aplicados as equacoes e parametros definidos
pela Teoria de Stern-Volmer, visando a obtencao dos gréaficos e constantes que caracteri-
zam as interagoes entre diversos ligantes e proteinas, através do método de supressao de
fluorescéncia. O software proposto foi desenvolvido no Ambiente de Desenvolvimento In-
tegrado (IDE) Netbeans 8.2, utilizando a linguagem Java 8, com interface gréfica JavaFX,
permitindo a direta entrada de dados provenientes dos fluorimetros, e proporcionando a
simplificacao, dinamizagao e refinamento na obtencao dos resultados. Tal software foi
implementado e é capaz de apresentar os graficos, as equagoes e as constantes relacio-
nadas ao fenomeno de supressao de fluorescéncia conforme o modelo de Stern-Volmer,
automatizando e agilizando a obtencao de resultados no que tange as andlises de dados
de supressao de fluorescéncia decorrente da interacao de ligantes com proteinas.

Palavras-chave: Modelagem computacional. Supressao de fluorescéncia. Teoria de

Stern-Volmer. Regressao linear.



ABSTRACT

THADEU, F. C. Computational modeling of Stern-Volmer theory applied to the study of
the interaction of protein binders. 2019. 66 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Computacionais) — Instituto de Matemética e Estatistica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The present work describes a computational mathematical model for the applica-
tion of the Stern-Volmer theory in the treatment of data obtained from spectrofluorimeters
in the method of quenching of fluorescence. Since in current research such treatments are
performed by a team of researchers, manually and repeatedly, in addition to the high
time consumption, there may be mistakes or incorrect procedures in the process that
could compromise the results achieved. Thus, the development of a dedicated tool to
accomplish this task becomes relevant, being this model the target of this research. The
objective of the work is to develop a program that allows to streamline and systematize
the mathematical and statistical treatment of the instrumental data that are applied to
the equations and parameters defined by the Stern-Volmer Theory, aiming to obtain the
graphs and constants that characterize the interactions between a variety of ligands and
proteins, by the fluorescence suppression method. The proposed software was developed in
the Netbeans 8.2 Integrated Development Environment (IDE), using the Java 8 language,
with JavaFX graphical interface, allowing the direct input of data from the fluorimeters,
and providing the simplification, dynamization and refinement in obtaining results.Such
software has been implemented and is able to present the graphs, equations and constants
related to the phenomenon of fluorescence quenching according to the Stern-Volmer mo-
del, automating and speeding up the results in relation to the data analysis of fluorescence
quenching due to the interaction of ligands with proteins.

Keywords: Computational modeling. Quenching of fluorescence. Stern-Volmer theory.

Linear regression.
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INTRODUCAO

A motivagao deste estudo que vem sendo realizado sobre o modelo de Stern-Volmer
através de um aspecto mateméatico-computacional, origina-se da auséncia de um aplicativo
dedicado que permita tratar os dados obtidos dos equipamentos de fluorimetria, assim
como auxiliar na catalogacao dos mesmos, especificamente, nos obtidos em espectroscopios
de fluorescéncia. Uma vez que os procedimentos originais de construcao dos graficos do
modelo em estudo, o calculo das constantes, a aplicacao das equacgoes para a determinacao
do ntmero de sitios de ligacao, entre outros processos, sao consideravelmente laboriosos
quando realizados manualmente, torna-se relevante o desenvolvimento de um software
especifico para realizar essas tarefas.

Dentre os trabalhos do fisico alemao Otto Stern (1888 - 1969), Prémio Nobel em
fisica em 1943, e do quimico alemao Max Volmer (1885 - 1965) destacam-se aqueles
produzidos colaborativamente entre eles, explorando a cinética relacionada a processos
de desativacao fotofisicos intramoleculares. Tais processos podem ser identificados como
qualquer fenomeno no qual uma molécula sofre uma aceleracao da taxa de decaimento do
estado excitado de seus elementos. Como exemplos destes processos, também denomina-
dos como quenching, pode-se citar a fosforescéncia e a fluorescéncia; este ultimo, alvo do
modelo explorado nesta dissertacao (TOENNIES et al., 2011; LAKOWICZ, 2006).

Inicialmente é apresentada uma visao geral acerca do fenémeno de fluorescéncia,
mais especificamente do processo de supressao de fluorescéncia, definido como qualquer
processo fisico-quimico-biolégico que provoca a diminuicao da intensidade da fluorescéncia
de uma amostra. Sao conhecidas diversas origens para a ocorréncia desta supressao, sendo
as mais relevantes, (a) as reagdes no estado excitado, (b) os rearranjos moleculares, (c)
a transferéncia de energia, (d) a formagao de complexos (ou supressdo estatica), e (e)
a supressao por colisio (ou supressao dinamica). Tal fenomeno fluorimétrico é utilizado
como fonte de informagoes para a anélise de sistemas biomoleculares (SILVA, 2003; SILVA;
CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; SILVA
et al., 2010a; SILVA et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012).

Essas analises realizadas sao descritas em sua sequéncia de processos, permitindo-
se compor o modelo em estudo para finalmente propor-se um ambiente computacional
adequado para o tratamento matematico e estatistico dos dados experimentais obtidos,
possibilitando realizar as tarefas condizentes ao modelo fluorimétrico proposto por Otto
Stern e Max Volmer, como por exemplo, a construcao dos graficos e a determinagao
das constantes relacionadas a esse modelo (LAKOWICZ, 2006; SILVA, 2003; SILVA;
CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOUROQO, 2004c; SILVA
et al., 2010a; SILVA et al., 2010).

Esse ambiente computacional proposto, alimentado com os dados provenientes dos
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equipamentos, deve ser capaz de construir os graficos referentes ao modelo de supressao de
Stern-Volmer, bem como determinar a constante de Stern-Volmer, possibilitando entao a
andlise da interacao da proteina com elementos supressores especificos. Assim, é possivel
realizar uma analise in vitro da interacao de diferentes substancias supressoras, também
chamadas de ligantes, com diversas proteinas transportadoras (como por exemplo a albu-
mina sérica), componentes dos organismos vivos, sendo assim uma importante ferramenta
para dinamizar as pesquisas em setores bio-farmacéuticos.

Tendo em vista o supracitado, este trabalho tem como objetivo e foco, viabilizar
a automatizacao da aplicacao do modelo de Stern-Volmer, explicitado pela equacao que
o descreve, bem como a geragao dos gréaficos e determinagao da constante relacionados a
esse modelo, através de um ambiente computacional, proprietario ou nao.

No que tange a organizacao estrutural desta escrita, o Capitulo 1 apresenta os
procedimentos utilizados para a realizacao da pesquisa nos aspectos tedricos e praticos.
O Capitulo 2 descreve os fenomenos luminescentes de fluorescéncia e fosforescéncia, com
foco no primeiro, e aborda o processo de supressao de fluorescéncia quando da interacao
de diferentes substancias. Em seguida, o Capitulo 3 trata dos principais tipos de processos
de supressao e da descricao do modelo tedrico e matematico, proposto por Stern-Volmer,
para cada um desses tipos de supressao. O Capitulo 4 expoem o caso de analise do
processo de decaimento de fluorescéncia para as interagoes com proteinas, em especial
com as albuminas séricas bovina e humana, citando alguns exemplos de interagoes com
diversas substancias. Finalmente, o Capitulo 5 apresenta a proposta, a implementacao
e os resultados do modelo mateméatico computacional proposto, incluindo a descricao
dos motivos pela escolhas das ferramentas utilizadas para o desenvolvimento, o modo
de uso da aplicacao, o modo de funcionamento algoritmico da aplicacao e os resultados

apresentados pela mesma.
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1 A PESQUISA

Neste trabalho foi realizada uma pesquisa documental, baseando-se na literatura
especifica no estudo do tema, no periodo de 1976 até os dias de hoje. Foram utilizadas
também literaturas auxiliares que contextualizam tal estudo, como por exemplo, a uti-
lizacao da supressao de fluorescéncia na analise da interacao de substancias diversas e a
utilizagao de processos estatisticos para andlise de dados e obtencao de resultados.

No que diz respeito ao procedimento laboratorial e matematico-estatistico origi-
nal da pesquisa, utilizando o método fluorimétrico pautado no modelo de Stern-Volmer,
construiu-se um arcabouco metodoldgico sequencial baseado no protocolo e no acompa-
nhamento das rotinas utilizadas pelas equipes de farmacologia nos laboratérios da Uni-
versidade do Estado do Rio de Janeiro.

Apoés a apresentacao tedrica inicial sao apresentados aspectos especificos relaciona-
dos ao processo de supressao fluorimétrica, fenomeno descrito com maiores detalhes mais
adiante e que proporcionara campo de dados para a pesquisa em acao.

Finalmente a equacao e o modelo de Stern-Volmer ganham contornos através da
implementacgao de uma ferramenta computacional original e inédita, que automatiza a ob-
tencao dos graficos, equacoes e constantes relacionados ao fenomeno de supressao descrito
conforme esse modelo. Essa aplicacao computacional foi desenvolvida utilizando a lingua-
gem Java 8 trabalhada em uma IDE; baseando-se em um modelo matematico-estatistico
correspondente ao da pesquisa original. Tal ferramental tem por objetivo auxiliar os
pesquisadores dos setores bio-farmacéuticos, assim como os de dreas relacionadas, que
lidam com os processos de supressao de fluorescéncia e com o modelo citado, no sentido
de dinamizar e otimizar os processos inerentes as pesquisas que se utilizam desse modelo

fluorimétrico.
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2 FLUORESCENCIA E SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

A fluorescéncia é um fenémeno de luminescéncia, ou seja, é caracterizado pela
emissao de luz, por parte de uma substancia, advinda de transi¢ao de estados eletronicos
excitados para outro estado de menor energia. Diferencia-se da fosforescéncia, outro
fenomeno luminescente, pois essa ocorre a partir de um estado excitado tripleto enquanto
a primeira ocorre a partir de um estado excitado singleto. Este estado caracteriza-se pela
manutencao do spin do elétron promovido durante a excitagao da substancia, enquanto no
nivel de excitagao tripleto ocorre uma inversao no sentido do spin do elétron promovido,
conforme pode ser visualizado na Figura 1 (LAKOWICZ, 2006; SOUZA et al., 2000).

De uma forma geral, conforme Lakowicz (2006) esses fenomenos de luminescéncia
podem ser descritos através do diagrama de Jablonski (Figura 2). Observa-se, simplifica-
damente, que uma substancia, ao absorver um conjunto de fétons de energia apropriada,
pode ter parte de suas moléculas passando do estado fundamental (Sy) para um excitado,
singleto (S, Sq) ou tripleto (77), e que no instante que tais moléculas retornarem ao estado
original ocorrera a emissao de radiagoes fluorescentes e fosforescentes, respectivamente.

No presente trabalho é abordado exclusivamente o fendmeno da fluorescéncia e

Figura 1 — Diagrama esquemaético do arranjo de spins para

os diferentes estados de excitacao

Orbitais

moleculares {

TTT
T
TTTT

\
Singleto singleto tripleto
. A
'
Estado Estados excitados
fundamental

Legenda: Estado fundamental a esquerda, estado excitado
singleto (sem alteragao de spin) ao centro e
estado excitado tripleto a direita (com alteragao
de spin).

Fonte: Souza, 2008.
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Figura 2 — Diagrama de Jablonski
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Legenda: Estado fundamental Sy e estados excitados
singleto (S7 e S2) e tripleto (77). O retorno ao
estado fundamental a partir dos estados singleto
e tripleto, produz a emissao de fluorescéncia e
fosforescéncia, respectivamente.

Fonte: Lakowicz, 2006.

como suas caracteristicas com alta sensibilidade de observagao podem ser estudadas em
analises de processos e pesquisas na area da biomatematica. Esse fenomeno, quando se
trata de compostos organicos, ocorre tipicamente em estruturas aroméaticas (LAKOWICZ,
2006; KATZUNG; TREVOR, 2017; KRAGH-HANSEN, 1981; SOUZA et al., 2000).

Os dados produzidos a partir dos estudos desse fenomeno resultam de testes espec-
troscépicos de fluorescéncia, utilizando equipamentos proprios para esse fim. A fluorime-
tria é a ciéncia responsavel por esse estudo e uma de suas técnicas apoia-se especificamente
no fenomeno da supressao de fluorescéncia, no qual busca-se analisar algum compor-
tamento sistematico baseando-se na variagao de fluorescéncia emitida de uma amostra
(CORTEZ et al., 2012; SILVA, 2003; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al.,
2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; FRA-
GOSO et al., 2016; FRAGOSO et al., 2012).

Conforme descrito, a supressao de fluorescéncia é uma técnica de espectroscopia
muito utilizada em pesquisas que trabalhem com dados fluorimétricos (FRAGOSO et al.,
2012; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; CORTEZ et al., 2012). Essa técnica baseia-
se na identificacao de perfis de decaimento de fluorescéncia de uma amostra conforme
ela interage com outra substancia, denominada genericamente supressor, utilizando-se de
substancia naturais da amostra como sonda desse fenomeno. O processo de supressao

da fluorescéncia de uma amostra pode ocorrer por diversos motivos, podendo ser cano-
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nicamente divididos em supressao dinamica e supressao estatica. Em ambos os casos é
necessario que estejam em contato algum elemento fluorescente da amostra, denominado
genericamente como fluoréforo, e um elemento que promova a diminuicao da intensi-
dade dessa radiagao fluorescente, denominado supressor (LAKOWICZ, 2006; KATZUNG;
TREVOR, 2017; KRAGH-HANSEN, 1981).

No caso da supressao dinamica ha colisao dos fluoréforos com o supressor du-
rante a permanéncia do estado de excitacao, e apds a dissociacao dos dois elementos, os
fluoroforos retornam ao seu estado fundamental, contudo sem emitir fétons, diminuindo
assim a intensidade de fluorescéncia emitida pela amostra. Por outro lado, no caso da
supressao estatica forma-se um complexo nao fluorescente entre o fluoréforo e o supres-
sor, promovendo da mesma forma a redugao da radia¢do emitida (LAKOWICZ, 2006;
KRAGH-HANSEN, 1981; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010).
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3 TIPOS DE SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA E O MODELO DE
STERN-VOLMER

3.1 Teoria da supressao dinamica ou de colisao

No processo de supressao dinamica de fluorescéncia o elemento supressor colide
com os fluoréforos em estado excitado, que ao retornar ao estado fundamental, apds a
excitagao, apresenta uma diminuicao da intensidade de radiagao fluorescente total emitida
(LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Analisando o modelo de Stern-Volmer especificamente, lidando com as analises de
propriedades de absorcao e emissao de radiacao fluorescente por entes especificos, bem
como com a determinacao dos perfis de decaimento da fluorescéncia em funcao do tempo,

ao tratar de sistema de supressao dinamica tem-se um comportamento conforme a seguinte

equagao:
o knfQ] = 14 KDl (1

Onde Fj e F sao a intensidade da fluorescéncia na auséncia ou presenca do supressor,
respectivamente; k, é a constante de supressao bimolecular; 79 é o tempo de duracao
do fluordforo na auséncia do supressor e () é a concentracao do supressor. Também
pode-se lidar diretamente com a constante de supressao de Stern-Volmer, genericamente
denotada por Kgy = k,7, quando nao ¢ conclusivo o tipo de supressao que ocorreu,
e neste caso particular da supressao dinamica denotado por Kp = k,79. Além dessas
notagoes ¢ possivel utilizar as notagoes Kg (segao 3.2) e K, (segao 3.3), respectivamente,
para o caso de supressao estatica e o caso de supressao estatica e dinamica combinadas
(LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Usualmente representam-se os dados da supressao através de um gréfico da variagao
da intensidade de fluorescéncia (Fy/F') pela concentracao do supressor ([Q]). Observando
a equacao 1, esse grafico representa uma reta, que intercepta 1 no eixo das ordenadas e
tem como coeficiente angular a constate de supressao caracteristica Kp (Figura 3).

De uma forma geral, esta representacao como uma reta esta ligada ao fato de existir
uma Uunica classe de fluoréforos na amostra, com a mesma acessibilidade do supressor,
descrevendo entao um gréafico linear (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN; 1981). Caso
haja mais de uma classe de fluoréforos, sendo algumas delas nao acessiveis ao supressor,
nota-se um desvio em direcao ao eixo das abscissas, como é melhor explorado na subsecao
3.4.2.

Ainda observando a Figura 3, nota-se que em temperaturas elevadas ocorre um
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Figura 3 — Gréfico de Stern-Volmer para a supressao

dinamica
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Legenda: Grafico da concentragao de supressor [Q] pela
razao de variacao de fluorescéncia Fy/F. Observe
que o aumento da temperatura provoca uma
intensificacao do processo de supressao dindmica,
representado pelo aumento do valor Kp.

Fonte: Lakowicz, 2006.

aumento do coeficiente angular dessa reta, ou seja, um aumento do valor da constante Kp.
Logo, interpretando o modelo, essa elevacao de temperatura provoca uma intensificacao
do processo de supressao de fluorescéncia dinamica, efeito que pode ser justificada devido
a mais rapida difusdo do supressor (decorrente no aumento de volume da molécula, gragas
ao acrescento de temperatura) e consequente aumento das taxas de colisao (LAKOWICZ,
2006; KRAGH-HANSEN;, 1981).

Apesar da supressao estatica também poder ser representada por uma reta, como é
apresentado na se¢ao 3.2, uma boa forma de diferencid-la da dinamica, segundo Lakowicz
(2006), é através da sua dependéncia com a temperatura e viscosidade. Quanto mais alta
¢ a temperatura e/ou menor a viscosidade, mais rapidamente ocorre a difusdo do supressor
pela estrutura molecular, provocando o aumento da taxa de supressao por colisao; e mais
facilmente sao dissociados os complexos fracamente ligados, provocando a diminuicao da
taxa de supressao estatica (observe comparativamente as Figuras 3 e 4).

Em outra analise, nota-se que a intensidade da fluorescéncia é proporcional a con-
centragao de fluoréforos em estado ativado, [F*], e como sobre uma iluminagao continua
a populagao de fluoréforos torna-se constante, pode-se dizer que d[F*]/dt = 0 (LA-

KOWICZ, 2006). Logo, tem-se para a auséncia e presenca de elemento supressor as
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seguintes equacoes, respectivamente:

o = f&) =" =0 2)
E
T 50— (4 kfQDIF] =0 ®)

Onde f(t) é a funcao de ativagao e v a taxa de decaimento do fluoréforo na auséncia de

supressor. Resolvendo as equagoes adequadamente e dividindo-as tem-se:

Fy v+ kq[Q]
— = ———= =14k, 4
F ol q O[Q] ( )
Retornando assim a equacao de Stern-Volmer.
E a partir do momento que a supressao dinamica é uma taxa do processo de difusao

das ativagoes, os tempos de duracdo na auséncia (7y) e na presenga (7) do supressor sao:

To=""" (5)

T=(y+ k@) (6)
Dai,

== 1 kymlQ) (7)

Com isso, pode-se notar uma importante relagao inerente ao processo de supressao
dinamica: uma taxa de decrescimento equivalente entre a intensidade da fluorescéncia
e a duragao das ativagoes (que ocorre devido ao aumento da taxa de despovoagao das

ativagoes por consequéncia da supressdo dinamica). Assim tem-se:

o (8)

Enquanto isso, este processo de diminuicao da duracao nao ocorre na supressao
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estatica, pois apenas as moléculas fluorescentes sao observadas. Como os fluoréforos
nao formam complexos, apresentam duracao inalterada 75 (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-
HANSEN, 1981).

Analisando a constante de supressdo bimolecular (k,), pode-se interpretéd-la em
termos da frequéncia de colisao Z entre as moléculas dispersadas no processo de supressao

(LAKOWICYZ, 2006). Tal frequéncia de colisao é dada por:

Z = ko[Q)] (9)

Onde kg é a constante da taxa de difusao controlada bimolecular, que descreve o
fluxo de difusao de uma molécula de coeficiente D através da superficie de uma esfera de

raio R e pode ser obtida pela equacao:

b 47 RDN B 47 N
7 71000 1000

(Rf + Rq)(Df + Dq) (10)

Onde R é o raio de colisao (em geral dado pela soma dos raios moleculares do
fluoréforo e do supressor, Ry e R,, respectivamente); D é a soma dos coeficientes de
difusao do fluoréforo e do supressor, D; e D,, respectivamente; e N é o nimero de
Avogadro.

Dessa forma ¢é possivel relaciona-lo a constante k, com o valor de ky através da

eficiéencia da supressao (fg), ou seja:

kq = kao (11)

Vale ressaltar que as relacoes biomatematicas descritas nesta sessao sao bases fun-
damentais para escrita, relacionando as analises dessa pesquisa e de demais na esfera de

abordagem de supressao de fluoresceéncia.

3.2 Teoria de supressao estatica

Além da supressao que ocorre pela colisao entre os fluoréforos e o supressor, con-
forme exposto, pode ocorrer também a denominada supressao estdtica, resultado da
formacao de complexos nao fluorescentes na interacao dos fluoréforos com o supressor,
resultando igualmente no decaimento da fluorescéncia do composto (LAKOWICZ, 2006;
KRAGH-HANSEN;, 1981).

Para o caso da supressao estatica, a relacao entre a intensidade da fluorescéncia e
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a concentracao de supressor se estabelece pela constante de associacao gracas a formacao
dos complexos e, conforme o modelo em estudo (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN,
1981), é dada por:

Kg = F-q (12)

[FllQ]

Onde [F — @] é a concentragao do complexo, [F] é a concentracao do fluoréforo, e

[Q] é a concentragao do supressor. Naturalmente, tem-se que a concentracao de fluoréforo

¢ dada por:

[Flo = [F]1+[F - Q] (13)
Logo,

KS:{F}O_[F]]: [F]O _i (14)

[FllQ] [FlQ] 1]

Arrumando a equacao 14 e substituindo as concentragoes pelas intensidades de

fluorescéncia tem-se:

% — 14 Ks[Q] (15)

Pode-se perceber que em ambos os casos, o da supressao dinamica e o da supressao
estatica, a relacdo entre Fy/F e a concentragdo de supressor ([(]) ¢ linear, podendo
ser interpretadas utilizando a mesma equagao de Stern-Volmer (equacao 15). Com isso,
a simples andlise da intensidade nao é suficiente para determinar qual foi a supressao
ocorrida. Além da diferenciacao citada no item anterior, relacionada as variagoes do
grafico de Stern-Volmer de acordo com a variacao de temperatura e viscosidade, usam-se
em definitivo as medidas de duracao de fluorescéncia para conseguir distinguir qual é o
tipo de supressao ocorrida (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981). Isso é possivel
devido ao fato da supressao estatica remover fluoréforos da observacao, gracas a formacao
de complexos nao fluorescentes, e assim a duragao é 7 = 7y. Ou seja, na supressao estatica
temos que 7p/7 = 1, enquanto na supressao dinadmica tem-se Fy/F = 7/7.

Outro possivel método de distincao do tipo de supressao é um exame detalhado
do espectro de absor¢ao dos fluordforos, pois a formagao de complexos provocada pela
supressao estatica modifica o espectro de absorgao dos fluoréforos (LAKOWICZ, 2006;
KRAGH-HANSEN;, 1981).
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Figura 4 — Gréfico de Stern-Volmer para a supressao

estatica
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Legenda: Grafico da concentragao de supressor [Q] pela
razao de variacao de fluorescéncia Fy/F. Observe
que o aumento da temperatura provoca uma
diminuicao do processo de supressao estatica,
representado pela diminuicao do valor Kp.

Fonte: Lakowicz, 2006.

3.2.1 Variantes da equagao de Stern-Volmer: supressao esfera de acao

A supressao identificada como esfera de acao é um tipo de aparente supressao
estatica cuja probabilidade de efetivagao da supressao ¢é alta. Nesse caso especifico, ocorre
uma fraca associacao entre os fluoréforos e a substancia supressora, devido a sua proximi-
dade, mas nao sendo suficiente para a formacao de complexos. Apesar disso, eles aparecem
como um conjunto escuro, ou seja, que suprime a fluorescéncia, mesmo nao compondo
uma supressao estatica propriamente dita. Existe uma eminéncia de efetivar a supressao
estatica (LAKOWICZ, 2006).

A partir do momento em que os fluoréforos apresentarem-se em estado excitado,
existindo a substancia supressora em uma vizinhanga (esfera de volume V'), a supressao
da fluorescéncia ocorrera pela formacao do complexo, ou seja, supressao estatica (LA-
KOWICZ, 2006). Graficamente este caso particular, de aparente supressao, pode ser
percebido por um desvio positivo (formacao de regido ascendente — concava), como por

exemplo, a supressao da NATA pela acrilamida (Figura 5).
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Figura 5 — Exemplo de supressao esfera de agao
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Legenda: Supressao da NATA pela acrilamida
em agua (circulos rosa). Gréfico
apresentando os valores de
Fy/ (FeV1@) (circulos vazados).

Fonte: Lakowicz, 2006.

Para descrever essa situagao a equagao de Stern-Volmer apresenta-se entao como:

— = (1+ KplQ]) +e om0 (16)

Onde V' é o volume da esfera e N é o nimero de Avogrado.

3.3 Supressao dinamica e estatica combinadas

De uma forma geral, ambos os tipos de supressao ocorrem simultaneamente durante
a interagao entre supressores (como por exemplo os pesticidas: metilparation e glifosato;
e os farmacos: haloperidol e risperidona) e as amostras (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-
HANSEN, 1981). Graficamente isso resulta em uma curvatura crescente, concava em
relacao ao eixo das ordenadas, conforme pode ser observado na Figura 6.

Nesse caso, de ocorréncia de ambas as supressoes, tem-se que a fracao de fluo-

rescéncia (F'/Fy) é o produto da parcela que nao formou complexo (f) e a parte que nao
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sofreu supressao dinamica, ou seja:

F Y

iﬁ‘f(v+@@0 an
Assim,

F -1

7=+ () (18)

Pela definicao de f e pelo visto no item sobre supressao dinamica, sabe-se que f~1
representard a parcela da amostra que formaram complexos, ou seja, f~! = 1 + Kg[Q].

Logo:

%ﬂH&MW+%m> (19)

Essa equacao pode ser modificada, caso seja necessario, para permitir uma se-

paracao de Kg e Kp. Opera-se a distributiva acima, daf:

F

) =1+ (Kp+ Ks)[Q] + KpKs[Q]? (20)
F
fo =1+ Kop[Q] (21)

Onde K, ¢ denominada constante aparente de supressao, calculada por:

Kap = (1~ 1) 5 = (Ko + Ko) + o) (22)
0 Q]

Assim, pode-se observar na Figura 6 que o grafico de K,,, pela concentracao de
supressor ([()]) é uma reta que intercepta o eixo das ordenadas em (Kp + Kg ) e tem
coeficiente angular igual a KpKg, sendo os valores individuais obtidos pela solucao da
equacao quadratica (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).
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Figura 6 — Supressao dinamica e estatica em

um mesmo grupo de fluoréforos
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Legenda: Gréfico da concentragdo de supressor
[Q] pela razao de variacao de
fluorescéncia Fy/F a esquerda
(conforme a Equagao 20). Gréfico da
concentragao de supressor [Q] pela
expressao (FEO — 1) ﬁ a direita
(conforme as Equacao 22).

Fonte: Lakowicz, 2006.

3.4 Algumas propriedades da supressao de fluorescéncia

3.4.1 Efeitos de blindagem, carga e tampao no processo de supressao

Considerando o fenomeno da supressao da fluorescéncia, é comum que o ambiente
ao redor dos fluoréforos interfira no processo, aumentando ou diminuindo a velocidade ou
a intensidade desse processo (LAKOWICZ, 2006).

A protecao contra a supressao, denominada blindagem, esta frequentemente ligada
as macromoléculas e ciclo-dextrinas!, pois elas protegem o solvente, removendo o oxigénio
e assim diminuindo a fluorescéncia observada (LAKOWICZ, 2006). Como exemplo, pode-
se citar o caso de supressao de fluorescéncia do Di-hidroequilenina (DHE) pela acrilamida.
Nesse caso, a presenca da proteina de ligagao de esteroides (SBP) provoca a diminuigao

do fendmento de supressao, devido a dissociagdo do DHE pela proteina (Figura 7) (LA-

1 Substancias provenientes da hidrélise do amido.
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Figura 7 — Exemplo do fenémeno de blindagem

no processo de supressao
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Legenda: Supressao de fluorescéncia do DHE
pela acrilamida quando livre em
solucado (tracejado) e quando ligada a
proteina de ligacao de esteroides
(SBP, com quadrados).

Fonte: Lakowicz, 2006.

KOWICZ, 2006).

Por outro lado, cargas elétricas aplicadas ao supressor provocam uma extensao con-
sideravel no processo de supressao, intensificando os seus efeitos, sendo conhecido entao
como efeito de carga. Pode-se citar o exemplo da supressao do 1-etilpireno (EP) pelo sul-
fonato dedimetilanilina (DMAS), ilustrado na Figura 8, onde nota-se a maior intensidade
de supressao conforme a maior carga elétrica no ambiente de supressao (LAKOWICZ,
2006).

Os maiores efeitos da blindagem e da carga na supressao ocorrem nos fluoréforos
da fronteira do acido desoxirribonucleico (DNA), devido a sua estrutura em dupla-hélice
e sua constitui¢gao por nucleotideos (LAKOWICZ, 2006).

Da mesma forma, a alteracao das cargas e forcas ionicas atuantes nas solucoes
de tamponamento, provocam modificacoes nos tempos de fluorescéncia, nas velocidades

e também influenciando nos comprimentos de onda maximos de emissao. Este ultimo,

chamado de shift (LAKOWICZ, 2006).



27

Figura 8 — Exemplo do fenémeno de carga no

processo de supressao
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Legenda: Supressao de fluorescéncia do
1-etilpireno (EP) pelo sulfonato de
dimetilanilina (DMAS) positivamente
carregado de cloreto de
dodeciltrimetilaménio (DTAC);
neutro de Brij 35; e negativamente
carregado de dodecilsulfato de sédio
(SDS).

Fonte: Lakowicz, 2006.

3.4.2 Acessibilidade fracionada

Geralmente as protefnas contém muitos residuos de triptofano?, que emite fluo-
rescéncia em comprimento de onda especifico e pode, portanto, ser usado como uma sonda
natural, proporcionando informacoes sobre alteracoes no micro ambiente e na acessibili-
dade do supressor, em diferentes regides da amostra. Com isso, modifica-se o gréafico de
Stern-Volmer, assim como ocorre deslocamento dos valores de comprimento de onda cor-
respondentes & intensidade de emissdo maxima no espectro de fluorescéncia (LAKOWICZ,
2006).

Nesse caso de acessibilidade fracionada, o grafico de Stern-Volmer sofre um de-
caimento em diregao ao eixo das abscissas, o que é caracteristico da existéncia de duas

populacoes de fluoréforos, conforme mencionado, sendo que um deles nao é acessivel a

2 Um tipo de aminoécido aromético.
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Figura 9 — Exemplo de acessibilidade
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Legenda: (a) — grafico Stern-Volmer e
(b) — espectro de fluorescéncia.
Fonte: Lakowicz, 2006.

substancia supressora (LAKOWICZ, 2006).

Quanto ao deslocamento da distribuicao de energia de fluorescéncia, o espectro
emitido pelos residuos pode ser obtido pela diferenga entre os valores registrados nas
regioes nao suprimidas e nas suprimidas.

Essa diferenciada acessibilidade aos residuos de triptofano nas proteinas é comu-
mente usada no processo de supressao para resolver questoes de diferentes residuos serem
ou nao acessivel por determinada substancia supressora (LAKOWICZ, 2006).

Imagine que existam duas populacoes de fluoréforos em uma amostra, um com
acessibilidade a ao supressor e o outra ¢ inacessivel (acessibilidade b). Conforme Lakowicz
(2006), sendo um caso de acessibilidade fracionada o grafico de Stern-Volmer apresenta
um decaimento em dire¢do ao eixo das abscissas (Figura 9).

A intensidade de fluorescéncia total na auséncia do supressor é dada por:

FO = F0a+F0b (23)

Na presenca do supressor, devido ao processo de supressao dos fluoréforos acessiveis,

decrescendo sua intensidade de fluorescéncia de acordo com a equacao de Stern-Volmer,
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tem-se que:
- FOa
F = HT(Z[CQ] + FOb (24)
Assim,
B B K,[Q)]
AF_FO_F_Foa(quKa[Q]) (25)

Invertendo essa iltima equacao e dividindo pela equacao da intensidade de fluo-

rescéncia na auséncia de supressor tem-se:

Fpo 11 (26)
AF  fuKlQ]  fa
Onde f, é a fragao inicial de fluorescéncia acessivel ao supressor, ou seja:
FOa
= ———— 27
J Foa + Fop 27)

Com essa apresentacao, pode-se determinar o valor de f, e de K, a partir de um
grafico de Fy/AF por 1/[Q)], pois tem-se f,! como a ordenada do ponto de interseccao

~1. Essa interseccao pode

com o respectivo eixo e o coeficiente angular é igual a (f,K,)
ser facilmente interpretada como sendo o ponto de concentragao de supressor ([Q]) que
ocorre a extrapolagao da concentracao de supressor, e sendo assim de fato notaria-se toda
a parte acessivel suprimida e a Unica parcela que ainda apresentaria fluorescéncia seria a
dos residuos de triptofano (LAKOWICZ, 2006).

Apesar de pequenas possibilidades, é possivel que uma parcela dos residuos ina-
cessiveis se torne acessivel ao supressor, modificando ligeiramente os graficos de Stern-
Volmer (LAKOWICZ, 2006). Observe os graficos da Figura 10, onde a linha densa exibe
os resultados para permanéncia de inacessibilidade dos residuos de triptofano (K, = 0) e

as linhas pontilhadas exibem modificagoes dessa acessibilidade (K, = 0,1K, e f, = 1).



Figura 10 — Gréfico de Stern-Volmer: variagao de

inacessibilidade
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Legenda: (a) — Grafico simples de Stern-Volmer e (b) —

Gréfico modificado de Stern-Volmer.

Em ambos os casos apresenta-se a diferenca de

supressao exclusivamente na populacao acessivel

de fluoréforos (linha densa) e da supressao

também de parcelas inicialmente “inacessiveis”

(linhas tracejadas).

Fonte: Lakowicz, 2006.
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4 SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA EM PROTEINAS

A albumina é a proteina mais abundante no soro plasmatico. Com isso, se torna
grande responsavel pelo transporte de substancias dentro do organismo. Ao lidar com
o fenomeno de fluorescéncia em proteinas, destacam-se os estudos da albumina sérica
humana (Human Serium Albumin - HSA) e da albumina sérica bovina (Bovine Serium
Albumin - BSA) (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981; KATZUNG; TREVOR,
2017; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; FRAGOSO et al., 2012; FRAGOSO et al.,
2016).

Dentre os aminoacidos que formam essa cadeia proteica, apenas trés possuem ca-
racteristica fluorescente: fenilalanina, tirosina e triptofano. Os dois primeiros nao sao
utilizados nas andlises pertinentes ao presente trabalho devido a serem encontrados em
maiores quantidades na HSA e na BSA| além da grande intersegao dos espectros de emissao
de fluorescéncia desses aminoacidos, nao contribuindo para os testes de supressao. Con-
tudo, a BSA apresenta apenas dois residuos de triptofano e a HSA, um residuo desse

aminoacido, e isso torna o uso do triptofano como sonda natural mais eficaz no estudo

Figura 11 — Modelagem da estrutura molecular da albumina sérica humana

TRIPTOFANO 214

Legenda: Localizacao do triptofano na posicao 214, e para efeito demonstrativo,
assinalamos a localizagao do triptofano 134 da BSA, j4 que ambas

apresentam estruturas semelhantes.
Fonte: MOTTA, 2016.
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Figura 12 — Graficos de Stern-Volmer: supressao da Endo III pelo

iodeto
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Legenda: (a) — Gréfico simples de Stern-Volmer e (b) — Gréfico
modificado de Stern-Volmer.
Evidencia-se, devido a curvatura vista em (a), a presenga dos
diferentes tipos de triptofano (Trp-132 acessivel e Trp-178
inacessivel). E em (b) ilustra-se que a fragao inacessivel é
fa=0,47.

Fonte: Lakowicz, 2006.

de supressao de fluorescéncia em albuminas (LAKOWICZ, 2006; KATZUNG; TREVOR,
2017; KRAGH-HANSEN;, 1981).

Segundo Lakowicz (2006), a comparacao entre as duas albuminas constitui a base
para a interpretacao das propriedades espectrais de emissao e absorcao do triptofano, bem
como a sua localizagao na estrutura proteica (Figura 11).

A partir dessas interpretacoes priméarias sao estabelecidos os estudos acerca de
outros tipos de proteinas, como é visto a seguir.

Tomando como exemplo o processo de supressao da enzima de restricao Endonucle-
ase IIT (Endo IIT), que apresenta dois tipos de residuos de triptofano (Trp-132 acessivel e
Trp-178 inacessivel), utilizando como supressor o iodeto. Pode-se notar através da Figura
12, que na extrapolagao da concentragao do supressor (1/[Q] = 0) o grafico intercepta
préximo a 2, indicando que apenas metade da emissao pode ser suprimida utilizando-
se esse supressor. Da mesma forma, isso indica que os residuos de triptofano presentes
da Endo III sao igualmente fluorescentes e que apenas um deles, o Trp-132, pode ser
suprimido neste caso (LAKOWICZ, 2006).

Outro exemplo de efeito da supressao de proteinas estd ligado ao estado “confor-

macional” da proteina®, pois modifica a exposicao dos residuos de triptofano. O grafico

3 Incluindo associacdo de subunidades, ligacdo de substratos e desnaturacio.
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Figura 13 — Gréfico de Stern-Volmer da supressao da

acrilamida

cAMP Receptor
protein /
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Legenda: Supressao da acrilamida pelo iodeto na auséncia
e presenga do receptor de proteinas cAMP.
Fonte: Lakowicz, 2006.

de Stern-Volmer da Figura 13 mostra a supressao da acrilamida pelo iodeto e seu compor-
tamento na auséncia e presenca do receptor de proteinas adenosina-monofosfato ciclico
(cAMP, uma proteina c-reativa — CRP). O CRP apresenta dois residuos de Trp (LA-
KOWICZ, 2006).

Na auséncia do cAMP o gréfico exibe uma curvatura em direcao ao eixo das abscis-
sas, indicando que um dos residuos de triptofano ¢ inacessivel. Por outro lado, na presenca
de cAMP, o quadro modifica-se, apresentando-se mais linear e até mesmo com uma li-
geira curvatura em direcao ao eixo das ordenadas. Ou seja, com o substrato cAMP ocorre
uma exposicao dos residuos anteriormente inacessiveis ao supressor, intensificando assim
o processo de supressao de fluorescéncia. Da mesma forma que o grafico de Stern-Volmer
se modifica, devido a presenca ou auséncia do substrato cAMP, o tempo de duracao se
modifica, conforme exibido no gréfico da Figura 14 (LAKOWICZ, 2006).

Vale destacar, que a situagao de diminuicao de exposicao dos residuos de triptofano
e consecutivo enfraquecimento de supressdao (ou seja, situagao inversa da apresentada
originalmente no caso do CRP), também sao possiveis de ocorrer quando analisada outra

combinagao de proteinas e substratos, como ¢é o caso entre lisozima e aglutinina de trigo,
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Figura 14 — Gréficos da duracao do decaimento de

fluorescéncia do CRP na presenca ou auséncia

do cAMP
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Fonte: Lakowicz, 2006.

por exemplo (LAKOWICZ, 2006).

4.1 Supressao e espectro emitido

Quando é realizada a supressao de uma proteina, a emissao de espectro da amostra
se modifica, pois existem variados tipos de residuos de triptofano proporcionando assim
diferentes acessibilidades a substancia supressora. Por exemplo, se uma amostra contém
dois fluoréforos com diferentes constantes de supressao, serd visualizada uma diferente
quantidade de supressao em cada comprimento de onda, dependendo da amplitude de
onda do espectro produzida apds a supressao (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN,
1981; KATZUNG; TREVOR, 2017).

Baseando-se na equagao de Stern-Volmer e determinando também a relacao dessa
para cada comprimento de onda (A), pode-se descrever para mais de um fluoréforo a

dependéncia com o comprimento de onda como:

F(A) fi(\)
=L TR0 28)

Onde fi(\) é a contribuigdo fraciondria do i-ésimo fluoréforo a intensidade de
emissdo em relacao a auséncia do supressor no comprimento de onda A, e K;(\) é a
constante de supressao do i-ésimo fluoréforo para o comprimento A (LAKOWICZ, 2006;
KRAGH-HANSEN;, 1981; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010).

Para uma andlise de dados, é comum fixar-se um K; global (independente do



35

comprimento de onda) e tendo como variaveis os f;(A). Com essa proposta determina-se
os K; para cada fluoréforo e as fragoes de intensidade f;(\) para cada comprimento de
onda (conforme ) f;(A) = 1). Nesse sentido, esses valores sao utilizados para determinar
o espectro emitido por cada componente (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981,
KATZUNG; TREVOR, 2017; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; SILVA; CORTEZ;
LOURQO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c)

Fi(X) = fi(AF(A) (29)

Tal que F(\) é a emissao de espectro original da amostra.

Dessa forma, utilizando-se a andlise do espectro emitido em um processo de su-
pressao em conjunto com a equacao de Stern-Volmer, pode-se realizar um estudo muito
mais preciso acerca da acessibilidade fracionada dos fluoréforos de determinada amostra
para cada tipo de supressor (LAKOWICZ, 2006; KATZUNG; TREVOR, 2017; KRAGH-
HANSEN, 1981; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010).
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5 O MODELO COMPUTACIONAL

5.1 Selecao de ferramentas e constituicao geral

A construcao do modelo computacional foi formulado a partir da observacao de
dados de mais de 150 planilhas resultantes de cerca de 50 experimentos realizados ao longo
de 2 anos (formando uma massa de dados suficiente para comprovar a eficdcia desse modelo
computacional), baseando-se no método de tratamento dos dados experimentais proprio
da pesquisa fluorimétrica (SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; SILVA; CORTEZ;
LOUROQO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004c; CORTEZ et al.,
2012), e pautando-se assim no modelo de Stern-Volmer para supressao dinamica. Ou seja,
a aplicacao desenvolvida tem como objetivo ser capaz de construir os graficos e determinar
as constantes condizentes ao modelo em estudo.

Como ambiente matematico-computacional para desenvolvimento e depuragao da
aplicacao foi selecionada a ferramenta Netbeans 8.2 juntamente com a linguagem Java 8,
utilizando-se da interface grafica JavaFX. Optou-se também por um sistema de controle de
versao tipo Git com repositério remoto no GitLab. As opgoes de repositério local e remoto
deve-se a facilidade de utilizacao dos mesmos para processos de controle de alteragoes no
que se refere a otimizacao para o desenvolvimento do cédigo integrado ao Netbeans. A
proposta de utilizacao dessa linguagem foi realizada visando a explorar as caracteristicas
inerentes a orientacao a objeto, no que diz respeito a modularizacao do cédigo, a facilidade
de codificacao e a legibilidade do modelo proposto, bem como das rotinas executadas para
analise matematico-estatistica dos dados fluorimétricos de entrada.

Os procedimentos realizado em laboratorio para o tratamento dos dados fluo-
rimétricos € integralmente automatizado pelas rotinas presentes na aplicagao, aplicando-se
um modelo de gestao de dados, experimentos e andalises, com classes proprias, e que permi-
tem organizar os dados e resultados apresentados no programa. Ao usudrio, é necessario
apenas selecionar o arquivo proprio, proveniente dos proprios instrumentos de laboratorio
(fluorimetro), contendo as tabelas de resultados da experimentagao para cada uma das
cubetas * do equipamento, apresentando as intensidades de fluorescéncia F' relacionadas
a cada par de concentracao de supressor [Q] e comprimento de onda de espectro ().

Em um aspecto global, ilustrado pela Figura 15, a aplicacao apoia-se fundamen-
talmente em trés classes préprias para modelagem proposta, as classes experimento (Al-

goritmo A.2, Apéndice), cubeta (Algoritmo A.1, Apéndice) e andlise (Algoritmos A.4,

4 Cada um dos receptaculos presentes no fluorimetro, onde sio depositadas diferentes substancias para
realizacao das medigoes da intensidade de fluorescéncia durante o decorrer do experimento.
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Figura 15 — Fluxograma geral de uso e operacionalidade do software
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Legenda: Operagoes descritas pelos identificadores: A - Entrada das tabelas de
dados; B - Construgao das cubetas; C - Sincronizacao das cubetas
carregadas ao gestor de cubetas; D - Sincronizacao das cubetas ao gestor
de analises; E - Inter-relagdo com o gestor de andlises para a realizacao
de analises; F' - Apresentacao dos resultados; e G - Saida de resultados.

Fonte: O autor, 2019.

A6, A8, A9, A.10, A.12, A.13, A.14, A.16 — Apéndice — fazem parte dessa classe), e
em duas classes singleton gestoras: gestor de cubetas e gestor de analises. As classes
de experimento e cubeta representam essencialmente uma transcricao computacional do
modelo de dados obtido dos fluorimetros. A primeira traduz o experimento realizado,
apresentando as tabelas originais de dados fluorimétricos, a identificacao da substancia
supressora, a temperatura e o conjunto de cubetas utilizadas no experimento (Algoritmo
A5, Apéndice). Enquanto isso, a segunda foca-se nos dados de intensidade de fluo-
rescéncia de uma cubeta do instrumento, ou seja, relacionando a substancia substrato,
o supressor, a temperatura, os conjunto de comprimentos de onda, o conjunto de con-
centracao de supressor utilizados e, principalmente, o mapa de valores de fluorescéncia
conforme cada par concentracao do supressor e comprimento de onda. A classe de analise
contém os métodos matematicos e estatisticos de tratamento do modelo, de acordo com
a teoria de Stern-Volmer, que sao executados sobre os dados de cada cubeta, consoante a
certeza desejada.

No caso das classes gestoras, a responsavel pelo controle das cubetas visa permitir o
armazenamento volatil e a inter-relacao entre dados de diferentes experimentos realizados
entre os mesmos elementos (proteina e supressor) e a mesma temperatura, com objetivo de
integrar tais dados, aumentando o conjunto de dados e permitindo maior substancialidade

aos calculos e a obtencao dos resultados. Enquanto isso, a classe gestora de andlises é
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Figura 16 — Formulario de introdugao de dados

. Nova Andlise X

| Carregar arquive de dados |

Carregar arquivo grupo de controle

Supressor
Certeza minima desejada 0.995
Temperatura 3710 R
Executar anilise Cancelar

Legenda: Janela aberta durante a execucao do software
quando deseja-se realizar uma nova andlise.
Fonte: O autor, 2019.

responsavel por manter o pool de andlises e resultados apresentados no instante atual e

permitir que tais andlises interajam com os dados presentes no gestor de cubetas.

5.2 Utilizagao do software

O software desenvolvido neste trabalho, provisoriamente chamado de “Andlise de
Supressao Fluorescéncia”, com proposta de ser lancado como uma aplicacao de dominio
publico, é inédito e capaz de, a partir da sua execucao, apresentar tabelas e gréaficos
relacionados aos dados de fluorescéncia de entrada, de acordo com o modelo de Stern-
Volmer. Além disso, é possivel armazenar tais resultados em um arquivo préprio (formato
fdb — Fluorescence Database).

Analisando a utilizacao da interface por parte do usuario, ao iniciar o arquivo
executavel do programa, apresenta-se sua interface grafica. Para realizar uma nova anélise,
deve-se carregar o arquivo dos dados experimentais relacionado e o arquivo de grupo de
controle (caso exista) através da janela incorporada pelo menu arquivo (Figura 16). Além
dos arquivos citados deve-se informar o supressor utilizado, a temperatura do experimento
assim como a certeza desejada realizacao da andlise. Outra opgao ao usuério, é a abertura
de um anadlise ja realizada, salva anteriormente através da interface do programa em um
formato préprio(.fdb). Em ambos os casos de andlise, seja através de uma nova anélise
ou da abertura de uma anterior, os dados e resultados sao inseridos adequadamente as
classes gestoras de analises e de cubetas.

Ainda tratando-se da interface grafica, apds a execugao de uma analise ou a aber-

tura de uma previamente salva, o programa apresenta, na sua execucao geral, na barra
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lateral mais a esquerda todas as andlises carregadas no gestor de andlises, na parcela

a esquerda da tela as tabelas de grupo de controle, de supressao de fluorescéncia (Da-

dos Experimentais Corrigidos) e a Tabela de Dados Tratados e na parte a direita os

graficos de espectro de fluorescéncia, de supressao de fluorescéncia e de Stern-Volmer

(Figura 17). Finalmente, na parte inferior sdo apresentadas a drea de resultados (princi-

palmente constando os resultados da equacao e da constante de Stern-Volmer) e a tabela

de residuos(Algoritmos A.10 e A.16; Apéndice). O preenchimento dessas interfaces esta

descrito nos itens da secao 5.3.

5.3 Funcionamento do modelo computacional e suas etapas

As rotinas executadas pela aplicacdo apds o usudrio iniciar uma analise atendem,

para cada umas das cubetas utilizadas no experimento carregado, ou seja, para cada par

de substrato e supressor, ao diagrama em blocos da Figura 18.
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Figura 18 — Diagrama em blocos do algoritmo realizado pela aplicagao
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Fonte: O autor, 2019.

5.3.1 Verificacao dos dados fornecidos e construcao da tabela de dados corrigidos

Como primeiro processo, tem-se a verificagao dos dados fornecidos, momento em
que realiza-se a pesquisa quanto a presenca de alguma desconformidade estrutural nos
arquivos de dados carregados (Algoritmo A.3, Apéndice). Realiza-se entao a construgao
automatica da tabela de Dados Experimentais Corrigidos para cada uma das cubetas,
preenchendo-a com as intensidades de fluorescéncia, corrigidas de acordo com o grupo
de controle (caso exista), eliminando a fluorescéncia gerada pelo préprio supressor (efeito
tampao ou buffer effect; algoritmo A.6, Apéndice); e conforme as referéncias de concen-
tragao de supressor [Q] e comprimento de onda A (Figura 19). Ou seja, para cada par de

concentracao de supressor e comprimento de onda, tem-se:

Fo=F — Fy (30)

Onde, F¢ ¢é a intensidade de fluorescéncia corrigida, F' ¢ a intensidade de fluorescéncia
medida no fluorimetro e Fz a intensidade de fluorescéncia gerada pelo supressor (buffer).

Baseado na tabela de Dados Experimentais Corrigidos é construido o grafico da
Espectro de Fluorescéncia (Figura 20), que apresenta as curvas de nivel para cada con-
centragao de supressor ([Q)]), relacionando comprimento de onda A e intensidade de fluo-

rescéncia F' (Algoritmo A.7, Apéndice).



Figura 19 — Extrato da aplicacao apresentando a Tabela de Dados

A(nm) | [Q](rM)
310,000
312,000
314,000
316,000
318,000
320,000
322,000
324,000
326,000
328,000
330,000
332,000
334,000
336,000
338,000
340,000
342,000
344,000
346,000
348,000
350,000
352,000
354,000
356,000
358,000
360,000

Experimentais Corrigidos

0.0
7,940
15,830
19,920
22,450
24,980
27,630
30,420
33,190
35,400
37,200
38,080
39,220
40,240
41,050
41,290
41,110
40,940
40,110
38,960
37,510
36,210
34,720
33,430
32,500
31,350
30,180

20
7,250
15,020
18,990
21,630
24,140
26,570
29,340
32,220
34,340
35,730
36,810
37,850
38,850
39,490
39,880
40,010
39,590
38,800
37,780
36,340
35,200
33,880
32,470
31,480
30,400
29,080

4.0
7330
13,970
17,460
20,020
22,360
24,570
27,020
29,720
31,730
33,110
34110
35,190
36,390
36,890
37,130
37,420
36,980
36,360
35,180
34,130
33,020
31,690
30,580
29,740
28,760
27,690

6.0
7920
14,040
17,300
19,690
21,960
24,130
26,860
29,340
31,490
32,960
34,020
35,100
35,920
36,490
37,000
37,060
36,750
35,970
35,020
33,840
32,490
31,380
30,400
29,430
28,420
27,350

8.0
11,000
14,180
16,460
18,390
20,650
22,830
25,250
27,600
29,520
30,770
31,910
33,000
33,840
34,490
35,110
35,110
34,680
34,280
33,440
32,240
31,120
29,850
28,960
27,980
27,100
26,210

10.0
8,340
12,890
15,730
17,820
19,980
22,280
24,230
26,770
28,650
29,960
30,810
31,820
32,830
33,520
33,860
33,960
33,670
33,100
32,300
31,250
30,320
29,330
28,310
27,450
26,520
25,450

12.0

6,590

12,190
15,110
17,420
19,500
21,500
23,820
26,380
28,430
29,640
30,470
31,260
32,400
32,950
33320
33,520
33,130
32,750
31,980
30,850
29,790
28,820
27,820
26,780
26,120
25,270

16.0
5,860
11,230
13,980
16,010
17,840
19,930
22,200
24,430
26,380
27,490
28,580
29,420
30,250
30,890
31,350
31,370
31,210
30,730
29,950
29,140
28,210
27,250
26,490
25,430
24730
23,750

20.0
5320
10,340
12,950
14,980
16,840
18,660
20,730
22,820
24,700
25,810
26,500
27,59
28,520
29,150
29,610
29,600
29,440
29,000
28,400
27,410
26,530
25,770
24,950
24,130
23,410
22,520

24.0
7470
10,340
12,210
13,870
15,700
17,440
19,210
21,450
23,030
24,340
25,340
26,130
26,880
27,420
27,760
27,660
27,7110
27,410
26,720
25,950
25,290
24,380
23,640
23,010
22,420
21,520

28.0
4,630
9,020
11,130
12,960
14,590
16,410
18,250
20,190
21,700
22,710
23,680
24,590
25,410
25,990
26,390
26,420
26,540
26,220
25,590
24,850
24,050
23,340
22,570
22,150
21,270
20,670

320
4,280
7,760
9,740
11,300
12,860
14,260
15,970
17,610
19,080
20,020
20,890
21,760
22,520
23,060
23,540
23,570
23,540
23,270
22,890
22,000
21,640
20,960
20,220
19,720
19,240
18,590

36.0
4,220
7,550
9,390
10,800
12,260
13,570
15,310
17,090
18,430
19,340
20,320
20,890
21,650
22,390
22,670
22,810
22,750
22,500
22,080
21,590
20,920
20,180
19,710
19,250
18,730
18,270

3,79(
727¢
9,05¢
1040
11,82
1322
1471
16,59
18,00
18,84
19,40
2024
21,13
21,69
21,97
2224
22,14
21,86
21,42
20,81
20,30
19,55
19,06
1847
18,10
17,69

Legenda: Tabela da aplicacao que apresenta os valores de intensidade

de fluorescéncia corrigidos (devido a fenomenos, como por

exemplo, o efeito tampao) para cada par de concentracao de

supressor [Q] (colunas da tabela) e comprimento de onda A

(linhas da tabela).

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 20 — Extrato da aplicacao apresentando o Grafico de Espectro

de Fluorescéncia

305 315 320 325 330 335 340 345 350 355 365
X (nm)

Legenda: Gréfico das curvas de nivel para cada valor de concentragao
de supressor ([Q]), relacionando comprimento de onda e
intensidade de fluorescéncia.

Fonte: O autor, 2019.
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5.3.2 Determinando comprimentos de onda com maior intensidade de fluorescéncia

Em seguida, inicia-se o processo de determinacao do comprimento de onda (Ag)
que possui a maior intensidade de fluorescéncia para cada curva de nivel de concentracao

de supressor ([Q)]), realizado utilizando-se uma busca simples (Algoritmo A.9, Apéndice).

Ao = {)\ € A|Fo(\) = Fo(\): VA, € A} (31)

Onde, A representa o conjunto de comprimentos de onda do experimento e Fg(\) re-
presenta a intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda A sobre a curva [Q] de

concentracao de supressor.

5.3.3 Determinacao da intensidade de fluorescéncia maxima e sua normalizacao

A partir dai, constroem-se intervalos de comprimento fixo (§) e com intersecao
com o conjunto de comprimentos de onda do experimento, com centro em cada um dos
valores de comprimentos de onda determinados anteriormente (Algoritmo A.8, Apéndice).
Realiza-se entao a média aritmética dos valores de intensidade de fluorescéncia em cada
intervalo, correspondendo entdo a cada valor de concentracao de supressor ([Q)]), determi-
nando assim a intensidade de fluorescéncia maxima média em cada valor de concentracao

de supressor ([Q]) °. Esse processo pode ser descrito da seguinte forma:

i+6
2imis b

Sejarg =X i = Ig = N5 Xirs] VA = Frniog = =

;VQ (32)
Munido dos valores de intensidade de fluorescéncia maxima média é realizado um
processo de normalizacao desses valores em funcao da intensidade de fluorescéncia na

auséncia de supressor (Fp), ou seja, todos eles sao recalculados da seguinte forma:

Fmdm

1 Fnasqll = —27%.Q (33)
0

Com esses dados obtidos, a aplicagao preenche a planilha Dados Tratados (Figura

22) com os valores de concentracao de supressor e intensidade de fluorescéncia méaxima

5 O procedimento é realizado desta maneira devido ao fenémeno de shift caracteristico dessa andlise
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Figura 21 — Extrato da aplicagdo apresentando o Grafico de Supressao

de Fluorescéncia

0.3

0z

[Q] (M)

Legenda: Grafico apresentando os valores de intensidades de
fluorescéncia maxima em dispersao e linha de tendéncia
desses valores. Nota-se o processo de decaimento de
fluorescéncia conforme é adicionado mais supressor a
amostra, ou seja, aumenta o valor de [Q].

Fonte: O autor, 2019.

normalizada ([Q] x | F'|), construindo o Grafico de Fluorescéncia (Figura 21) utilizando um

modelo de dispersao e de linha de tendéncia por regressao linear desses dados (Algoritmo
A.11, Apéndice).

5.3.4 Aplicacdo do modelo de supressao:grafico e constante de Stern-Volmer

Finalmente é preenchida, também na planilha Dados Tratados (Figura 22), os
valores de concentracao de supressor ([(Q)]) e da razao da variagao de fluorescéncia (Fy/F)
e construido no Grafico de Stern-Volmer com um modelo de dispersao de dados e a linha
de tendéncia por regressao linear multipla da relagao desses valores conforme a planiha

Dados Tratados (Algoritmo A.12, Apéndice). Se a reta originaria dessa regressao linear



45

Figura 22 — Extrato da aplicacao apresentando

os Dados Tratados

[Ql (M) IF| [Ql (M) Fo/F
0,0000 1,0000 0,0000 1,0000 ~
2,0000 0,9665 2,0000 1,0247
4,0000 0,9020 4,0000 1,1074
£,0000 0,8056 £,0000 1,165
8,0000 0,8451 8,0000 1,1833
10,0000 08215 10,0000 1,2172
12,0000 0,8005 12,0000 1,2492
16,0000 0,7602 16,0000 1,3155
20,0000 0,7150 20,0000 1,3985
24,0000 06716 24,0000 1,4890
28,0000 0,6410 28,0000 1,5602
32,0000 05717 32,0000 1,7403

26,0000 05528 36,0000 1,8000

40,0000 0,5371 40,0000 1,8620

48,0000 04784 48,0000 2,0904

Sh 0NN naiiag SR DN FAIRR

Fonte: O autor, 2019.

inicial satisfazer ao modelo de Stern-Volmer (Fy/F = 1+ Kp[Q)]) e a certeza desejada’,
conforme o coeficiente de determinacao R? (Algoritmo A.13, Apéndice), tem-se que esta
é a reta que representa o fenomeno segundo tal modelo e sabe-se o valor de Kp, conforme
buscado.

Caso o modelo linear obtido com a regressao inicial nao atenda a certeza dese-
jada (por padrao da pesquisa laboratorial original igual a 0,995), a aplicagdo modifica
a regressao que produz a linha de tendéncia para um modelo polinomial, progredindo
do grau 2 até, no maximo, o grau 6 até que seja alcancada a certeza objetivo (o valor
maximo do grau para o modelo polinomial foi delimitado conforme a biblioteca utilizada
para realizacao das regressoes, contudo dentre os experimentos foram consideradas as re-
gressoes realizadas até no maximo o grau 3). Se essa certeza nao for atingida, a andlise é
avaliada como invalida, ou seja, nao ha uma correta interpretagao de tais dados conforme
o modelo proposto, sendo apresentado no Gréfico de Stern-Volmer apenas as dispersoes
dos dados da Tabela de Dados Tratados(Algoritmo A.12, Apéndice). Caso contrério, é

mantida a linha polinomial plotada como linha de tendéncia e inicia-se a fase denominada

6 Representa a proporcao da variabilidade na reta obtida que condiz com os valores origindrios. R? =

1-— %; SQrot: soma dos quadrados total ; SQres: soma dos quadrados dos residuos.
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Figura 23 — Extrato da aplicacao apresentando

o Gréafico de Stern-Volmer

Fo/F

[Q] (pM)

Legenda: Grafico de Stern-Volmer (em verde) e
o polindémio plotado com a certeza
desejada (em vermelho).

Fonte: O autor, 2019.

de selegao do primeiro sitio de ligacao (Algoritmo A.14, Apéndice), onde realizam-se novas
regressoes lineares, agora sobre o polinomio em questao, reduzindo progressivamente seu
dominio, no caso, retirando o valor correspondente a maior concentragao de supressor, até
que a certeza desejada seja alcancada, determinando finalmente uma reta que representa
o comportamento linear deste polinomio, e, conforme o modelo em estudo, representa o

fenomeno segundo Stern-Volmer, e determinando assim o valor de Kp buscado.

o
= = 1+ Kl (34)

As equacoes da linha de tendéncia e da reta gerada a partir dela, que representa
a equacao de Stern-Volmer, além da certeza alcancada e da constante de Stern-Volmer
(K p) sao apresentadas adequadamente na parte inferior da interface do programa, na érea
de resultados (Algoritmo A.10, Apéndice; Figura 24). Além disso, é apresentado também
um tabela de residuos (Figura 25), representando a diferenga entre a razao de intensidade
de fluorescéncia calculada (%) e aquela correspondente a equacgao de Stern-Volmer para
cada valor de concentragao de supressor(Algoritmo A.16, Apéndice).

Essa reta presente no grafico apresentado na Figura 23 (Algoritmo A.15, Apéndice),

seja representada pela regressao linear original ou pelo tratamento linear do polinomio
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Figura 24 — Detalhe dos resultados apresentados pelo programa

Resultados
Equacdo da linha de tendéncia | 1.0223448874184524 + 0.016125043584183332 [Q]*1 + 1.4808409634274426E-4 1
Certeza Atingida | 0,995

Equacdo de Stern-Volmer | 0.9910062456135459 + 0.021888366240603425 [Q]*1

Constante de Stem-Volmer | 0,022

Legenda: Sao exibidos como resultados a equacao da linha de tendéncia, a certeza
atingida e a equagao e constante de Stern-Volmer.
Fonte: O autor, 2019.

Figura 25 — Detalhe de um exemplo dos residuos de uma anélise

Tabela de Residuos

[Ql M) 0.0 20 40 6.0 80 100 120 160 200 240 280 320 360 400 480 560
Residuc 00090 00001 00289 00058 00172 00073 00045 00257 00303 00274 00437 00578 00300 00046 00488 02118

Legenda: Sao representadas as diferencas entre a razao de intensidade de
fluorescéncia calculada (%) e aquela correspondente a equacao de
Stern-Volmer para cada valor de concentracao de supressor [Q].

Fonte: O autor, 2019.

(proveniente das regressoes polinomiais sucessivas), é o gréfico de Stern-Volmer buscado
pelo algoritmo para modelar o sistema em estudo, conforme o modelo fluorimétrico utili-

zado, sendo o coeficiente angular desta reta, o valor da constante de Stern-Volmer, Kp.
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CONCLUSOES

A partir do que foi apresentado, pode-se notar tanto o potencial quanto a im-
portancia do método de supressao da fluorescéncia como ferramenta para realizagao de
estudos sobre a interacao de ligantes com proteinas de grande interesse toxicologico e
bio-farmacolégico de diferentes substancias. Os testes que geraram os graficos apresenta-
dos durante a explicacao da implementacao fruto desse projeto mostram a relevancia na
modelagem desse processo.

Fica evidente que devido as especificidades inerentes a esse procedimento, conforme
foi descrito na introducao, traduzido pela grande massa de dados gerados, aliado as varias
rotinas de calculos requeridos pelo modelo de Stern-Volmer, a automatizacao da geracao e
analise desses graficos, realizados por um software, proprietario ou nao, é capaz de conferir
maior agilidade e confiabilidade na etapa de preparacao do material para a interpretacao
dos resultados finais dos experimentos.

Sendo assim, a aplicagao desenvolvida por este trabalho conseguiu atender ao ob-
jetivo proposto, de automatizacao e agilizacao na obtencao de resultados.

Destaca-se para projetos futuros a possibilidade e interesse na expansao da aplicagao
desenvolvida, no que diz respeito ao tratamento mais amplo do modelo de Stern-Volmer,
conforme as necessidades da pesquisa, além da implementacao de um banco de dados para
o gerenciamento e persisténcia desses dados, andlises e resultados. De forma a permitir
lidar dinamicamente com diversos aspectos relacionados a esse modelo de analise, entre
eles, por exemplo, a supressao dinamica e estatica simultaneamente e as propriedades de

acessibilidade fracionada e carga.



49

REFERENCIAS

ARNOLD, R. et al. Fluorescence detection of adenosine triphosphate in an aqueous
solution using a combination of copper(ii) complexes. Inorganic chemistry, v. 51, n. 15,

p. 7948-5000, Aug 2012.

BASSANEZI, R. C. Ensino-aprendizagem com modelagem matemdtica. [S.1.]: Contexto,
2004.

BERTUCCI, C.; DOMENICI, E. Reversible and covalent binding of drugs to human
serum albumin: methodological approaches and physiological relevance. Current
medicinal chemistry, v. 9, n. 15, p. 1463-81, Aug 2002.

BHATTACHARYYA, M.; CHAUDHURI, U.; PODDAR, R. Evidence for cooperative
binding of chlorpromazine with hemoglobin: Equilibrium dialysis, fluorescence
quenching and oxygen release study. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 167, n. 3, p. 1146 — 1153, 1990. Disponivel em: (http:

/ /www.sciencedirect.com /science/article/pii/0006291X90906432).

CARREJO, D. J.; MARSHALL, J. What is mathematical modelling? exploring
prospective teachers’ use of experiments to connect mathematics to the study of motion.
Mathematics Education Research Journal, Springer, v. 19, n. 1, p. 45-76, 2007.

CARTER, D. C. et al. Three-dimensional structure of human serum albumin. Science
(New York, N.Y.), v. 244, n. 4909, p. 1195-1198, Jun 1989.

CORTEZ, C. M. et al. Interactions of aptamers with sera albumins. Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 95, p. 270 — 275, 2012.
ISSN 1386-1425. Disponivel em: (http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S1386142512004052).

CORTEZ-MAGHELLY, C.; BISCH, P. M. Effect of ionic strength and outer surface
charge on the mechanical stability of the erythrocyte membrane: a linear hydrodynamic
analysis. Journal of theoretical biology, v. 176, n. 3, p. 325-339, Oct 1995.

DINIZ, G. L.; SANTOS, C. I. Crescimento populacional da tartaruga-da-amazonia
(podocnemis expansa). Biomatemdatica, v. 7, p. 128-133, 1997.

EISBERG, R. M.; RESNICK, R. Quantum Physics of Atoms, Molecules, Solids,
Nuclei and Particules. John Wiley & Sons, 1985. ISBN 9788570013095. Disponivel em:
(https://books.google.com.br /books?id=5tBIPgAACAAJ).

FANALI, G. et al. Allosteric and binding properties of aspl-glu3d82 truncated
recombinant human serum albumin — an optical and nmr spectroscopic investigation.
The FEBS Journal, v. 276, n. 8, p. 2241-2250, 2009. Disponivel em: (https:
//febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1742-4658.2009.06952.x).

FASANO, M. et al. The extraordinary ligand binding properties of human
serum albumin. ITUBMB Life, v. 57, n. 12, p. 787-796, 2008. Disponivel em:
(https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1080/15216540500404093).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X90906432
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X90906432
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512004052
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512004052
https://books.google.com.br/books?id=5tBlPgAACAAJ
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1742-4658.2009.06952.x
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1742-4658.2009.06952.x
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1080/15216540500404093

50

FRAGOSO, V. M. et al. Risperidone interacts with serum albumin forming complex.
Enuvironmental tozicology and pharmacology, v. 33, n. 2, p. 26-266, Mar 2012.

FRAGOSO, V. M. da S. et al. Binding of sulpiride to seric albumins. International
Journal of Molecular Sciences, v. 17, n. 1, p. 69, 2016. ISSN 1422-0067. Disponivel em:
(http://www.mdpi.com/1422-0067/17/1/59).

GONCHAROV, N. V. et al. Serum albumin binding and esterase activity: Mechanistic
interactions with organophosphates. Molecules, v. 22, n. 7, 2017. ISSN 1420-3049.
Disponivel em: (http://www.mdpi.com/1420-3049/22/7/1201).

GOES FILHO, L. S.; LOURO, S. R. W. Caracterizacao e estudos cinéticos de albumina
tratada com espécies reativas deriwadas de oxidos de nitrogénio: espectroscopia de
absor¢ao e fluorescéncia. Tese (Doutorado) — Pontificia Universidade Catélica do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

HE, X. M.; CARTER, D. C. Atomic structure and chemistry of human serum albumin.
Nature, v. 358, n. 6383, p. 209-15, Jul 1992.

HILLEL, J. The Teaching and Learning of Mathematics at University Level: An icmi
study. 1. ed. [S.1.]: Springer Netherlands, 2001. v. 7.

KATZUNG, B. G.; TREVOR, A. J. Farmacologia Bdsica e Clinica. 13. ed. Porto
Alegre: AMGH Editora, 2017. (LANGE). ISBN 9788580555974. Disponivel em:
(https://books.google.com.br /books?id=rsw-DgAAQBAJ).

KRAGH-HANSEN, U. Molecular aspects of ligand binding to serum albumin.
Pharmacological Reviews, American Society for Pharmacology and Experimental
Therapeutics, v. 33, n. 1, p. 17-53, 1981. ISSN 0031-6997. Disponivel em:
(http://pharmrev.aspetjournals.org/content/33/1/17).

LAKOWICZ, J. R. Principles of fluorescence spectroscopy. New York: Kluwer
Academic/Plenum Publishers, 1999. 698 p.

LAKOWICZ, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy. 3. ed. [S.1.]: Springer US,
2006. ISBN 9780387463124.

MAKI, D.; THOMPSON, M. The mathematical modeling cycle. Stones to Mathematical
Modeling, 2014.

MARQUEZIN, C. A. Técnicas de fluorescéncia no monitoramento de membranas
modelo. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto,
Universidade de Sao Paulo, 2008.

MELNIK, R. Mathematical and Computational Modeling: With Applications
in Natural and Social Sciences, Engineering, and the Arts. Wiley, 2015. (In
Wiley Online Library: Books). ISBN 9781118853986. Disponivel em: (https:
//books.google.com.br /books?id=wgqeCAAAQBAJ).

MOTTA, A. A. E. A. Avaliacdo da posi¢ao de sitios para ligantes em albuminas séricas.
Modelo matemdtico baseado na teoria de supressao de fluorescéncia. 74 p. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.


http://www.mdpi.com/1422-0067/17/1/59
http://www.mdpi.com/1420-3049/22/7/1201
https://books.google.com.br/books?id=rsw-DgAAQBAJ
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/33/1/17
https://books.google.com.br/books?id=wgqeCAAAQBAJ
https://books.google.com.br/books?id=wgqeCAAAQBAJ

51

PETERS JR., T. All about Albumin: Biochemistry, Genetics, and Medical Applications.
1. ed. [S..]: Academic Press, Inc., 1995. 432 p.

PETITPAS, 1. et al. Crystal structures of human serum albumin complexed with
monounsaturated and polyunsaturated fatty acidslledited by r. huber. Journal of
Molecular Biology, v. 314, n. 5, p. 955 — 960, 2001. ISSN 0022-2836. Disponivel em:
(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283600952082).

SAKURALI Y. et al. Esterase-like activity of serum albumin: characterization of its
structural chemistry using p-nitrophenyl esters as substrates. Pharmaceutical research,
v. 21, n. 2, p. 285-92, Feb 2004.

SANCHES, C. F. M.; JAFELICE, R. S. M. Modelagem matematica para o crescimento
de peixes. FAMAT, Uberlandia, Minas Gerais, v. 3, p. 13-25, 2004.

SILVA, D. Interagao do Metil-paration com Albuminas Séricas. Tese (Doutorado) —
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2003.

SILVA, D. et al. Methyl parathion interaction with human and bovine serum albumin.
Toxicology Letters, v. 147, n. 1, p. 53 — 61, 2004b. ISSN 0378-4274. Disponivel em:
(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427403004004).

SILVA, D.; CORTEZ, C. M.; LOURO, S. R. Chlorpromagzine interactions to sera albumins:
A study by the quenching of fluorescence. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 60, n. 5, p. 1215 — 1223, 2004a. ISSN 1386-1425. Disponivel
em: (http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142503003792).

SILVA, D.; CORTEZ, C. M.; LOUROQO, S. R. W. Quenching of the intrinsic fluorescence
of bovine serum albumin by chlorpromazine and hemin. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, Scielo, v. 37, p. 963 — 968, 07 2004c. ISSN 0100-879X. Disponivel em:
(http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-879X2004000700004&
nrm=iso).

SILVA, D. et al. Spectrofluorimetric study of the interaction of methyl-parathion with
fish serum albumin. Fish physiology and biochemistry, v. 36, n. 3, p. 427-33, Sep 2010.

SILVA, D. et al. The interaction of methyl-parathion with serum and albumin of the
neo-tropical fish piaractus mesopotamicus. Fcotozicology and environmental safety, v. 73,
n. 1, p. 32-7, Jan 2010a.

SIMMONS, S. O. et al. Nrf2 oxidative stress induced by heavy metals is cell type
dependent. Current chemical genomics, v. 5, p. 1-12, 2011.

SOUZA, C. F. d. Desenvolvimento e aplicagao de métodos analiticos para determinagdao
de picozistrobina e piraclostrobina por cromatografia eletrocinética capilar micelar e de
enroflozacina por fosforimetria em temperatura ambiente. Dissertacao (Mestrado) —
Pontificia Universidade Catdlica Do Rio De Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

SOUZA, E. S. de et al. End-to-end distance distribution in bradykinin observed
by forster resonance energy transfer. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
General Subjects, v. 1474, n. 2, p. 251 — 261, 2000. ISSN 0304-4165. Disponivel em:
(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416500000040).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283600952082
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427403004004
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142503003792
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-879X2004000700004&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-879X2004000700004&nrm=iso
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416500000040

52

SUDLOW, G.; BIRKETT, D. J.; WADE, D. N. Further characterization of specific drug
binding sites on human serum albumin. Molecular pharmacology, v. 12, n. 6, p. 1052-61,
Nov 1976.

SUGIO, S. et al. Crystal structure of human serum albumin at 2.5 aresolution. Protein
Engineering, Oxford Univ Press, v. 12, n. 6, p. 439-446, 1999.

TAVIRANI, M. R. et al. Conformational study of human serum albumin in pre-
denaturation temperatures by differential scanning calorimetry, circular dichroism and
uv spectroscopy. Journal of biochemistry and molecular biology, v. 39, n. 5, p. 530-6, Sep
2006.

TETZNER, T. A. D. Efeitos da substituicao do soro fetal bovino (sfb) e da albumina
sérica bovina (bsa) pela ovalbumina (ova) na producao in vitro de embrides bovinos.
Dissertagao (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Sao Paulo, 2007.

THADEU, F. C.; SILVA, J. A.; SILVA, D. Mathematic-computational modeling for the
calculations involved in the stern-volmer theory. AIP Conference Proceedings, v. 1790, n. 1,
p. 100008, 2016. Disponivel em: (https://aip.scitation.org/doi/abs/10.1063/1.4968700).

TOENNIES, J. et al. Otto stern (1888-1969): The founding father of experimental
atomic physics. Annalen der Physik, v. 523, n. 12, p. 1045-1070, 2011. Disponivel em:
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/andp.201100228).

VECCHIA, R. D.; MALTEMPI, M. V. Modelagem matematica e tecnologias de
informacao e comunicacao: a realidade do mundo cibernético como um vetor de
virtualizacao. Bolema: Boletim de Educac¢ao Matemdtica, scielo, v. 26, p. 963 — 990,
08 2012. ISSN 0103-636X. Disponivel em: (http://www.scielo.br/scielo.php?script=
sci_arttext&pid=S0103-636X2012000300010&nrm=iso).

VERBEECK, R. K. et al. Binding of phenothiazine neuroleptics to plasma proteins.
Biochemical pharmacology, v. 32, n. 17, p. 2565-70, Sep 1983.

WU, X. et al. Spectroscopic and molecular modeling evidence of clozapine binding to
human serum albumin at subdomain iia. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 79, n. 5, p. 1202 — 1209, 2011. ISSN 1386-1425. Disponivel
em: (http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142511002903).


https://aip.scitation.org/doi/abs/10.1063/1.4968700
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/andp.201100228
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-636X2012000300010&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-636X2012000300010&nrm=iso
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142511002903

1

Ut

53

APENDICE - Algoritmos

Classes proprias

Algoritmo A.1 — Classe cubeta

public class Cubeta implements Serializable {

private transient StringProperty substrato = new SimpleStringProperty ()

)

private transient StringProperty supressor = new SimpleStringProperty ()
private transient StringProperty reagentes = new SimpleStringProperty ()
private transient DoubleProperty temperatura = new SimpleDoubleProperty
OF

private final SortedSet<Double> comprimentosDeOnda;

private final SortedSet<Double> concentracoesDeSupressor;

private SortedMap<Double, SortedMap<Double, Double>> mapaFluorescencia
= new TreeMap<>();

public Cubeta(String substrato, String supressor, double temperatura,
SortedMap<Double, SortedMap<Double, Double>> dados) {
this.supressor.set (supressor.replace(” 7, 77));
if (substrato.contains(”Tampao”) || substrato.contains(”Bff”) ||
substrato.contains (” Buffer”)) {
this.substrato.set (” Buffer”);
} else {
this.substrato.set (substrato.replaceAll("\\s[ " \\s]x”, 77));
}
reagentes.bind (Bindings. format ("%s=Vs” , this.substrato, this.

supressor));
this.temperatura.set (temperatura);
mapaFluorescencia = dados;
comprimentosDeOnda = new TreeSet<>(mapaFluorescencia.keySet());

Set<SortedMap<Double, Double>> values = mapaFluorescencia.values().
stream () . collect (Collectors.toSet () );
concentracoesDeSupressor = new TreeSet<>();
values.stream () .forEach (v — {
concentracoesDeSupressor.addAll(v.keySet());

1)
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Algoritmo A.2 — Classe experimento

public Experimento(Workbook tabelaOriginalDados, Workbook
tabelaGrupoControle, String supressor, double temperatura) {
this.supressor = supressor;
this.tabelaOriginalDados = tabelaOriginalDados;
this.tabelaGrupoControle = tabelaGrupoControle;

this.temperatura = temperatura;

construirCubetas (tabelaOriginalDados . getSheetAt (0));
if (tabelaGrupoControle != null) {
construirCubetas (tabelaGrupoControle. getSheetAt (0));

}

Preambulo do algoritmo

Algoritmo A.3 — Validagao do arquivo de entrada

private boolean validarArquivo(Workbook tabela) {
if (tabela.getNumberOfSheets() != 1) {

return false;

Sheet s = tabela.getSheetAt(0);

for (int linha = 0; linha < s.getPhysicalNumberOfRows(); linha++) {
Row r = s.getRow(linha);
if (linha < 3 & r = null) {
return false;
} else if (r = null) {
break;

for (int coluna = 0; coluna < r.getPhysicalNumberOfCells () ;
coluna++) {
Cell ¢ = r.getCell(coluna);
switch (linha) {
case 0:
if ((¢ = null && coluna % 2 = 0)
|| (¢ !'= null && coluna % 2 = 0 && c.
getCellType () != Cell .CELL.TYPESTRING)) {
return false;
}
break;

case 1:
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if (¢ = null || c.getCellType() != Cell.
CELL_TYPE_STRING
|| (coluna % 2 = 0 && !c.
getStringCellValue (). contentEquals (” Wavelength (nm)”))
|| (coluna % 2 != 0 && !c.
getStringCellValue () .contentEquals (” Intensity (a.u.)”))) {
return false;
}
break;
default:
if (¢ = null || c.getCellType() != Cell.
CELL_TYPENUMERIC) {
return false;
}
break;

return true;

Algoritmo A.4 — Execugao Geral

public void executar () {
mapaResultados. clear () ;

mapaResiduos. clear () ;

tratarEfeitoTampao () ;
analisarFluorescencia () ;

tratarResiduos () ;

}

Inicializacao dos dados da pesquisa

Algoritmo A.5 — Construgao das cubetas

private void construirCubetas(Sheet tabela) {
SortedMap<String , List<Double>> mapaConcentracoes = new TreeMap<>()

List <Double> comprimentosDeOnda = new ArrayList<>();

Map<String , SortedMap<Double, SortedMap<Double, Double>>>
fluorescencia = new HashMap<>();

int numeroCubetas = 0;

boolean endData = false;

Iterator rlterator = tabela.rowlterator();
while (rIterator.hasNext() && !endData) {
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Row r = (Row) rlterator.next();

Iterator clterator = r.celllterator();

while (cIterator.hasNext() && !endData) {
Cell ¢ = (Cell) clterator.next();
if (¢ != null) {
switch (c.getAddress().getRow()) {
case 0:
String [] split = c.getStringCellValue ().split (”

double concentracao = 0;
if (split.length = 2) {
concentracao = Double.valueOf(split [1].

}

if (!mapaConcentracoes.containsKey (split [0])) {
mapaConcentracoes.put(split [0], new
ArrayList <>());
mapaConcentracoes. get (split [0]) .add(
concentracao ) ;
} else {
mapaConcentracoes. get (split [0]) .add(
concentracao) ;
}
break;
case 1:
numeroCubetas = mapaConcentracoes. size () ;
break;
default:
if (c.getCellType() != Cell .CELL.TYPENUMERIC)
{ //Terminada a leitura de dados de fluorescéncia
endData = true;
} else {
int linha = c.getAddress().getRow();
int coluna = c.getAddress().getColumn () ;
if (coluna = 0) {
comprimentosDeOnda.add(c.
getNumericCellValue () ) ;
} else if (coluna % 2 != 0) {
List<String> substratos =
mapaConcentracoes . keySet () .stream (). collect (Collectors.toList ());
String substratoAdequado = substratos.
get ((coluna / 2) % numeroCubetas);
double comprimentoDeOndaAdequado =
comprimentosDeOnda. get (linha — 2);

concentracao = mapaConcentracoes. get (
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substratoAdequado) . get ((coluna / 2) / numeroCubetas) ;

if (!fluorescencia.containsKey (
substratoAdequado)) {
fluorescencia .put(substratoAdequado
, new TreeMap<>());
}
if (!fluorescencia.get(
substratoAdequado) . containsKey (comprimentoDeOndaAdequado)) {
fluorescencia . get (substratoAdequado
) . put (comprimentoDeOndaAdequado, new TreeMap<>());
}
fluorescencia . get (substratoAdequado)
. get (comprimentoDeOndaAdequado)
.put (concentracao, c.
getNumericCellValue () ) ;

break;

fluorescencia .forEach (( String substrato, SortedMap<Double,
SortedMap<Double, Double>> mapa) —> {
cubetas.add (new Cubeta(substrato, supressor, temperatura, mapa)
) ;
1}

Algoritmo A.6 — Tratamento do efeito tampao

public void tratarEfeitoTampao () {
ObservableSet <Cubeta> cubetasBuffer = GestorDeCubetas
.getInstancia ()
.getMapaCubetasBuffer ()

.get (new Pair<>("Buffer=" + cubeta.getSupressor (), cubeta.
getTemperatura()));

cubeta.getMapaFluorescencia () . forEach ((Double comp, SortedMap<
Double, Double> mapa) —> {
mapa. forEach ((Double conc, Double fluor) —> {
final DoubleProperty mediaBuffers = new
SimpleDoubleProperty () ;
if (cubetasBuffer != null) {

final IntegerProperty count = new SimplelntegerProperty

0);
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cubetasBuffer.forEach ((Cubeta t) — {
SortedMap<Double, Double> mapaBuffer = t.
getMapaFluorescencia () . get (comp) ;
if (mapaBuffer != null) {

final Double valorBuffer = mapaBuffer.get (conc)

if (valorBuffer != null) {
mediaBuffers.set (mediaBuffers.get () +
valorBuffer);

count . set (count.get () + 1);

}
if (count.get() != 0) {
mediaBuffers.set (mediaBuffers.get () / count.get

1)
}

mapaFluorescenciaBuffered . get (comp).put(conc, fluor —
mediaBuffers.get ());
mapaTampao. get (comp) . put (conc, mediaBuffers.get());
P
19K

Algoritmo A.7 — Construcao do grafico de espectro de fluorescéncia

private void construirGraficoEspectroFluorescencia( Analise
analiseSelecionada) {

linechartGraficoFluorescencia.getData().clear () ;

linechartGraficoFluorescencia.setTitle (((RadioButton)
selecaoGraficoExibido . getSelectedToggle ()).getText ());
analiseSelecionada .getCubeta().getConcentracoesDeSupressor () .stream
() .forEach (concentracao —> {
Series serie = new Series();
serie .setName(concentracao.toString () + 7 ” 4+ microAsString + 7
VOF

analiseSelecionada.getMapaFluorescenciaBuffered (). forEach (new
BiConsumer<Double, SortedMap<Double, Double>>() {

@Override
public void accept(Double comprimento, SortedMap<Double,
Double> mapa) {
serie.getData().add(new LineChart.Data<>(comprimento ,

mapa. get (concentracao)));

}
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linechartGraficoFluorescencia.getData().add(serie);

1)
}

Analise de fluorescéncia e obtencao de resultados

Algoritmo A.8 — Andlise de fluorescéncia

private void analisarFluorescencia () {

HashMap<Double, Set<Double>> comprimentosSelecionados =
identificarComprimentosComFluoresMax () ;

HashMap<Double, Set<Double>> comprimentosAuxiliares = new HashMap
<>();

comprimentosSelecionados. forEach ((conc, setComp) —> {
comprimentosAuxiliares.put(conc, new HashSet<>());
setComp . stream () . forEach ((comp) —> {
i = 0;
for (Double compMaiores : cubeta.getComprimentosDeOnda() .
tailSet (comp)) {
if (i = 0 && i <= (TAMANHOINTERVALOFLUORESMAX — 1)

int

/ 2) A
comprimentosAuxiliares. get (conc) .add (compMaiores) ;
}
1++;
}
i = 0;
SortedSet<Double> headSet = cubeta.getComprimentosDeOnda () .
headSet (comp) ;
for (Double compMenores : headSet) {
if (i >= headSet.size() — (
TAMANHOINTERVALOFLUORESMAX — 1) / 2) {

comprimentosAuxiliares. get (conc) .add(compMenores) ;
i++;

})s
1)

comprimentosAuxiliares . forEach ((conc, setComp) —>

comprimentosSelecionados. get (conc).addAll (setComp) ) ;
final SortedMap<Double, Double> mapaFluoresMax = new TreeMap<>();

mapaFluorescenciaBuffered . forEach (( Double comp, SortedMap<Double,
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Double> mapa) —> {
mapa. forEach (( Double conc, Double fluor) —> {
if (!mapaFluoresMax.containsKey (conc)) {
mapaFluoresMax . put (conc, 0.0);
}
if (comprimentosSelecionados.get(conc).contains (comp)) {

mapaFluoresMax . put (conc, mapaFluoresMax. get (conc) +

mapaFluoresMax . forEach ((Double conc, Double somaFluor) —> {

mapaFluoresMax . put (conc, somaFluor / comprimentosSelecionados.

get (conc).size ());

1)

normalizarMapaMaxFluores (mapaFluoresMax) ;
gerarTabelaResultados (mapaFluoresMax) ;
determinarEquacaoSV () ;

Algoritmo A.9 — Identificar comprimento(s) com fluorescéncia maxima (Aq)

private HashMap<Double, Set<Double>>

identificarComprimentosComFluoresMax () {

HashMap<Double, Set<Double>> concenComprimentos = new HashMap<>();

cubeta.getConcentracoesDeSupressor () . forEach (concS —> {
List <Double> lista = new ArrayList<>();
mapaFluorescenciaBuffered . forEach (( Double comp, SortedMap<
Double, Double> mapa) —> {
mapa. forEach ((Double conc, Double fluor) —> {
if (conc.equals(concS)) {
lista.add(fluor);

)5
1)

double fluorescenciaMax = Collections .max(lista);

mapaFluorescenciaBuffered . forEach (( Double comp, SortedMap<
Double, Double> mapa) —> {
mapa. forEach ((Double conc, Double fluor) —> {
if (fluor = fluorescenciaMax) {

if (!concenComprimentos.containsKey (concS)) {

60

concenComprimentos . put (concS, new HashSet<>());

}

concenComprimentos. get (concS) .add (comp) ;
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return concenComprimentos;

Algoritmo A.10 — Tratamento da tabela de resultados

private void gerarTabelaResultados (SortedMap<Double, Double>
mapaFluoresMax) {
mapaFluoresMax . forEach ((Double conc, Double fluor) — {
mapaResultados.put(conc, new Pair<>(fluor , mapaFluoresMax. get
(0.0) / fluor));

1)

private void normalizarMapaMaxFluores (SortedMap<Double, Double>
mapaFluoresMax) {
mapaFluoresMax . forEach ((Double conc, Double fluor) —> {
if (conc != 0.0) {
mapaFluoresMax . put (conc, fluor / mapaFluoresMax.get (0.0));

})s

mapaFluoresMax .put (0.0, 1.0);

Algoritmo A.11 — Construgao do gréafico de supressao de fluorescéncia

private void construirGraficoSupressaoFluorescencia( Analise
analiseSelecionada) {

linechartSV .getData().clear ();

yAxisSV .setLabel ("F”);

linechartSV .setTitle ((( RadioButton) selecaoGraficoExibido.
getSelectedToggle ()).getText ());

Series serieResultados = new Series () ;

Series serieTendencia = new Series () ;

serieResultados.setName(” Fluorescencia”);

serieTendencia.setName(” Linha de Tendéncia”);

List <Double> listXs = new ArrayList<>();
List<Double> listYs = new ArrayList<>();
analiseSelecionada.getMapaResultados () .forEach ((Double conc, Pair<
Double, Double> resultados) —> {
serieResultados.getData () .add (new XYChart.Data<>(conc,
resultados.getKey()));
listXs .add (conc) ;
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listYs.add(resultados.getKey () );
1)

double|[] xs = new double[listXs.size()];
double|[] ys = new double[listYs.size()];
for (int i = 0; i < xs.length; i++) {
xs[i] = listXs.get(1i);
ys[i] = listYs.get(i);

double [] coeficientes = polyfit(xs, ys, 1);

for (double x = 0; x <= analiseSelecionada.getMapaResultados() .
lastKey () + 1.0; x += 0.05) {
double y = polynomial(x, coeficientes);
serieTendencia.getData () .add(new XYChart.Data<>(x, y));

}

linechartSV .getData().addAll (serieResultados , serieTendencia);

}

Determinacao da equacao de Stern-Volmer

Algoritmo A.12 — Determinagao da equacao de Stern-Volmer

private void determinarEquacaoSV () {
double [] xs = new double[getMapaResultados().size () ];
double [] ys = new double[getMapaResultados().size () ];
double [] ysTende = new double[getMapaResultados().size () ];

int k = 0;
for (Map.Entry<Double, Pair<Double, Double>> entry : mapaResultados
.entrySet ()) {
xs[k] = entry.getKey();
ys[k+4] = entry.getValue().getValue () ;

certezaAtingidaProperty ().set (0.0);
int i = 0;
while (i < 7 && certezaAtingidaProperty ().get() <
certezaDesejadaProperty () .get ()) {
coeficientesTendencia = polyfit(xs, ys, ++i);

k = 0;
for (double x : xs) {

ysTende [k++] = polynomial (x, coeficientesTendencia);
}

certezaAtingidaProperty () .set (determinarR2(xs, ys, ysTende));
linhaTendenciaProperty () .set (equationToString (
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coeficientesTendencia , ”7[Q]”));

}
if (certezaAtingidaProperty ().get() >= certezaDesejadaProperty ().
get ()
if (i=1) {
coeficientesEquacaoSV = new double[coeficientesTendencia.
length |;
System . arraycopy (coeficientesTendencia , 0,
coeficientesEquacaoSV , 0, coeficientesTendencia.length);
equacaoSternVolmerProperty () .set (equationToString (
coeficientesEquacaoSV , 7[Q]”));
constanteSternVolmerProperty () .set (coeficientesEquacaoSV |
coeficientesEquacaoSV .length — 1]);
} else {
Pair<double[] , double[]> localizacaoPrimeiroSitio =
localizarPrimeiroSitio (xs, ysTende);
if (localizacaoPrimeiroSitio != null) {
double[] ysSitio = new double[localizacaoPrimeiroSitio.
getKey () .length |;

coeficientesEquacaoSV = polyfit (
localizacaoPrimeiroSitio.getKey (), localizacaoPrimeiroSitio.getValue(),
1)
k = 0;
for (double x : localizacaoPrimeiroSitio.getKey()) {
ysSitio [k++] = polynomial(x, coeficientesEquacaoSV)

certezaAtingidaProperty () .set (determinarR2 (
localizacaoPrimeiroSitio.getKey (), localizacaoPrimeiroSitio.getValue(),
ysSitio));

equacaoSternVolmerProperty () .set (equationToString (

coeficientesEquacaoSV , 7 [Q]”));
constanteSternVolmerProperty () .set (
coeficientesEquacaoSV [coeficientesEquacaoSV .length — 1]);
1 else {
coeficientesEquacaoSV = null;

constanteSternVolmer.set (0.0) ;

equacaoSternVolmerProperty () .set ("Invdlida”);

}
} else {

coeficientesEquacaoSV = null;
constanteSternVolmer.set (0.0) ;

equacaoSternVolmerProperty () .set ("Invalida”);
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Algoritmo A.13 — Determinacio de R?

1 private double determinarR2(final double|[] xsResul, final double ]
ysResul, final double[] ysTende) {

2 double[] ys = new double[xsResul.length |;

3 double [] ysEstimados = new double[xsResul.length ];

4 final double mediaY;

6 System . arraycopy (ysResul, 0, ys, 0, xsResul.length);
7 mediaY = mean(ys);

8 System . arraycopy (ysTende, 0, ysEstimados, 0, xsResul.length);
9

10 double SQTot = 0.0;

11 double SQRes = 0.0;

12

13 for (int i = 0; i < xsResul.length; i++) {

14 SQTot += Math.pow(ys[i] — mediaY, 2);

15 }

16 for (int i = 0; i < xsResul.length; i++) {

17 SQRes += Math.pow(ys[i] — ysEstimados[i], 2);

18 }
19
20 return 1 — (SQRes / SQTot) ;

Algoritmo A.14 — Localizagao do primeiro sitio

1 private Pair<double[], double[]> localizarPrimeiroSitio (double[] xs,
double [| ysTende) {

2 int posicao = xs.length;

3 boolean certezaOK = false;

4 double |[] new_xs = null;

5 double [] new_ysTende = null;

6

7 while (!certezaOK && posicao > 1) {

8 new_xs = new double|[posicao];

9 new_ysTende = new double[posicao ;

10 double[] ysSitio = new double[posicao |;

11 System . arraycopy (xs, 0, new_xs, 0, posicao);

12 System . arraycopy (ysTende, 0, new_ysTende, 0, posicao);

13

14 double [] coeficientes = polyfit(new_xs, new_ysTende, 1);

15 int k = 0;

16 for (double x : new_xs) {

17 ysSitio [k++] = polynomial(x, coeficientes);

18 }
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certezaOK = determinarR2 (new_xs, new_ysTende, ysSitio) >=
certezaDesejada.get () ;
posicao ——;
}
if (certezaOK) {
return new Pair<>(new_xs, new_ysTende);

}

return null;

Algoritmo A.15 — Construcao do grafico de Stern-Volmer

private void construirGraficoSV (Analise analiseSelecionada) {
linechartSV .getData () .clear ();
yAxisSV .setLabel ("F” + subscriptZero + 7 / F”);

linechartSV .setTitle (?Grafico de Stern—Volmer”);
Series serieResultados = new Series();

Series serieTendencia = new Series () ;

Series serieSV = new Series();
serieResultados.setName(” Fluorescencia”);
serieTendencia.setName(” Linha de Tendéncia”);

serieSV .setName (" Gréafico de Stern—Volmer”);

analiseSelecionada .getMapaResultados () .forEach ((Double conc, Pair<
Double, Double> resultados) —> {
serieResultados.getData () .add(new XYChart.Data<>(conc,
resultados.getValue()));

1)

for (double x = 0; x <= analiseSelecionada.getMapaResultados() .
lastKey () + 1.0; x += 0.05) {
double y = polynomial(x, analiseSelecionada.
getCoeficientesTendencia ());
serieTendencia.getData () .add (new XYChart.Data<>(x, y));

if (analiseSelecionada.certezaAtingidaProperty().get() >=
analiseSelecionada .certezaDesejadaProperty ().get()) {

if (analiseSelecionada.getCoeficientesTendencia().length = 2)

serieSV .getData () .addAll(serieTendencia.getData());
serieTendencia.getData().clear ();
linechartSV .getData().addAll(serieResultados , serieSV);
} else {
if (analiseSelecionada.getCoeficientesEquacaoSV () != null)

for (double x = 0; x <= analiseSelecionada.
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getMapaResultados () .lastKey () + 1.0; x += 0.05) {

double y = polynomial (x, analiseSelecionada .
getCoeficientesEquacaoSV () );

serieSV .getData () .add (new XYChart.Data<>(x, y));

}

linechartSV .getData () .addAll(serieResultados

serieTendencia, serieSV);

}
} else {

serieTendencia.getData().clear ();
linechartSV .getData().addAll(serieResultados);

}
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Tratamento de desvio dos resultados

Algoritmo A.16 — Determinagao dos residuos existentes

private void tratarResiduos() {
if (!equacaoSternVolmer.isEmpty().get () && coeficientesEquacaoSV !=

ot

~

8

null) {
mapaResultados. entrySet () .forEach(res —> {

double d = Math.abs(res.getValue().getValue() — polynomial(

res.getKey (), coeficientesEquacaoSV));
mapaResiduos.put(res.getKey (), d);

})s
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