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2.4.2 Regime entrópico e entálpico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
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6.6 Variação do comprimento de contorno em função da força máxima aplicada . . . . . 50
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Resumo

BERNAL, Wilson Ferney Pinzon, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2017. Estudo

da interação DNA-Berenil mediante pinçamento óptico. Orientador: Márcio Santos Rocha.

A fim de estudar a interação do complexo DNA-Berenil, foram realizados experimentos de pinçamento

óptico. O estiramento de uma única molécula no regime entrópico possibilitou a caracterização

mecânica do complexo mediante duas propriedades: comprimento do contorno e comprimento de

persistência. Esta última permitiu determinar os parâmetros f́ısico-qúımicos e os mecanismos de

ligação envolvidos na interação, utilizando uma metodologia de análise baseado em um modelo es-

tat́ıstico. Demonstrou-se que os modos de ligação podem ser modulados alterando a força iônica

em solução. Para concentrações iônicas altas ([Na] = 150 mM) o modo de ligação entre o DNA e

o Berenil é uma ligação não covalente com a fenda menor, sendo este o modo de ligação dominante

na interação. Por outro lado, para concentrações iônicas baixas ([Na] = 10 mM), o ligante também

intercala parcialmente na dupla hélice. A metodologia aqui desenvolvida pode ser aplicada a ou-

tros tipos de ligantes que experimentam vários modos de ligação com o DNA, sendo portanto uma

contribuição geral para este campo de pesquisa.
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Abstract

BERNAL, Wilson Ferney Pinzon, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2017. Study

of the Interaction DNA-Berenil by optical tweezers. Adviser: Márcio Santos Rocha.

Aiming to study the Berenil-DNA complex interaction it were developed optical clamp experiments.

A stretch of a molecule in the entropic regime allowed the mechanical characterization of the complex

through its, contour and persistence lengths. The last quantify, allowed to determinate the physical-

chemical parameters and the binding mechanisms involved in the interaction, using the analyzes

methodology based on a statistical model. It was showed that the binding modes can be modulated

by changing the ionic strength in solution. At high ionic concentrations ([Na] = 150 mM), the

binding between the DNA and the Berenil is the non-covalent and with the minor cleft, since this

form of interaction is the dominant one. In turn, at low ionic concentrations ([Na] = 10 mM), the

ligand is also partially intercalated in the double helix. The developed methodology can be applied

to other types of ligands, which try several ways of binding to the DNA, being, therefore, a general

contribution to this research area.

x



Caṕıtulo 1

Introdução

Nos últimos anos o estudo de complexos DNA-ligantes tornou-se um assunto de pesquisa rele-

vante para diversas áreas do conhecimento, incluindo bioqúımica, biof́ısica, farmacologia, engenharia

genética, entre outros [36].

Estudos biof́ısicos e bioqúımicos adequadamente desenhados possibilitam esclarecer a natureza

da união entre DNA e ligante, seus modos de ligação e sua afinidade de interação [8, 14, 69]. Es-

ta informação é vital para a compreensão dos processos intracelulares, porque não só oferece um

vislumbre da bioatividade do ligante para atingir o equiĺıbrio qúımico, mas também serve como

ferramenta na engrenagem para o desenho de ligantes modificados com atividades biológicas e pro-

priedades de ligação de maior eficiência e efetividade [32,70].

Um dos fármacos conhecidos no campo da veterinária é o aceturate diminazeno (Berenil), usado

no tratamento da tripanossomı́ase bovina e Babesia canis. Este tipo de diamidina aromática possui

atividade quimioterapêutica que tem a capacidade de inibir a topoisomerase II e impedir a polime-

rização do DNA no cinetoplasto da mitocôndria celular [25,26]. O cinetoplasto é uma masa de DNA

circular dentro das mitocondrias que contem muitas cópias do genoma mitocondrial que só se en-

contra nos protozoarios da classe dos cinetoplast́ıdeos, como por exemplo os tripanossomas [72,73].

Embora o mecanismo de interação ao nivel intracelular é ainda desconhecida para a comunidade

cient́ıfica, alguns estudos mostram que o berenil liga-se a vários G quadruplex com afinidade maior

as bases A-T, isto é, ao surco menor do DNA [32,66,74].

Devido a forte interação entre DNA e Berenil, neste trabalho estudaremos seu mecanismo de in-

teração através de uma técnica revolucionária que permite a realização de alongamentos entrópicos

de molécula única de DNA ou complexo DNA-Berenil, por meio de um feixe fortemente focalizado

pela objetiva de um microscópio, técnica conhecida como pinça óptica [8, 36, 71].

Além disso, mediante um ajuste estat́ıstico das curvas de força por extensão do poĺımero, é

posśıvel extrair as propriedades mecânicas envolvidas no alongamento, tais como, comprimento de

persistência e comprimento de contorno. Finalmente utilizando uma metodologia de análise de da-

1



CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 2

dos desenvolvida pelo nosso grupo, é posśıvel determinar os parâmetros f́ısico-qúımicos envolvidos

na interação.

Estes parâmetros permitem estudar e reconhecer os modos de ligação entre o DNA e Bere-

nil durante o equiĺıbrio qúımico, contribuindo desta forma na análise e elucidação do mecanismo

de interação do complexo DNA-Berenil, apoiando alguns resultados obtidos por outras técnicas

experimentais [8, 24–26,32,66,70].

2
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Caṕıtulo 2

ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

(DNA)

Esse caṕıtulo refere-se ao quadro teórico do nosso objeto de estudo: O ácido desoxirribonucleico

ou mais conhecido como DNA. Para uma melhor compreensão, vamos descrever alguns dos temas

mais relevantes em seu estudo como o desenvolvimento histórico, a análise estrutural a ńıvel bio-

qúımico e caracterização biof́ısica como poĺımero em solução.

2.1 Importância e contexto Histórico

Dois eventos de grande importância tiveram lugar recentemente no campo cient́ıfico. Um deles,

considerado uma das maiores descobertas da f́ısica moderna, é o fenômeno da difração de raios X

pelos cristais, experimentalmente desenvolvido por Knipping, Friedrich, Von Laue, Henry e William

Bragg. A difração de raios x é considerada até hoje uma poderosa ferramenta de análise estrutural.

O outro evento realizado é sem dúvida o quinquagésimo aniversário do Prémio Nobel de Fi-
siologia ou Medicina atribúıdo a Francis Crick, James Watson e Maurice Wilkins por seu trabalho

sobre a estrutura molecular do DNA em 1953, uma descoberta que não só ofereceu um vislumbre da

compreensão do fenômeno natural mais extraordinário e complexo: a vida, mas também permitiu

o desenvolvimento de outras ciências, cujo foco está relacionado com a prevenção e tratamento de

doenças.

Há duas experiências particularmente importantes que evidenciam que o DNA é, sem dúvida,

o componente cromossômico titular da informação genética das células vivas. Uma delas é a des-

coberta de Friedrich Miescher, cujo tema de investigação centrou-se no estudo do núcleo da célula.

Ele descobriu uma substância ácida no núcleo de células, mais tarde conhecida como ácido desoxi-

3



CAPÍTULO 2. ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA) 4

rribonucleico (DNA). Apesar de ter sido suspeita a relação entre o ácido nucleico e herança célular,

apenas em 1944, os doutores Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty descobriram que o

DNA extráıdo a partir de uma estirpe virulenta levava a mensagem geneticamente hereditária da

virulência. A outra experiência foi realizada em 1952, por Alfred Herschey e Martha Chase. Eles

concluiram, a partir de uma análise radioativa, que o DNA da part́ıcula de virus entra na célula

hospedeira fornecendo informação genética para a replicação no futuro [3].

No final de 1940, Erwin Chargaff e seus colegas descobriram que as bases nitrogenadas consti-

tuintes de nucleot́ıdeos variam proporcionalmente e estão inter-relacionadas, chegando à conclusão

de que a composição de bases do DNA varia de uma espécie para outra e é independente das al-

terações fisiológicas e modificações ambientais dos organismos vivos. O ácido desoxirribonucleico

extráıdo de diferentes tecidos das mesmas espécies têm a mesma composição de bases e, em todos

os DNAs, o número total de purinas é igual ao número total de pirimidinas. Estes resultados per-

mitiram estabelecer a estequiometria do DNA, vislumbrando o processo de codificação e a herança

de informação genética [3].

Em meados de 1950, Rosalind Franklin e Maurice Wilkings descobriram que cristais de DNA

geravam um padrão de difração caracteŕıstico de raios x mostrando a estrutura helicoidal com du-

pla periodicidade ao longo do eixo principal correspondente a 3,4 e 34 Å respectivamente. Estas

caracteŕısticas juntamente com as regras de Chargaff ajudaram no entendimento estrutural do DNA

tridimensional [3, 5].

Finalmente, em 1953, Watson e Crick postularam um modelo tridimensional para a estrutura

do DNA, que considerou todos os resultados até à data. Tal modelo consiste em duas fitas que

se enrolam sob um único eixo formando uma dupla hélice que gira em sentido anti-horário. Este

avanço cient́ıfico tornou-se um dos mais significativos e importantes do século XX, porque permitiu

não só uma revolução no campo da engenharia genética, mas também se tornou uma ferramenta

muito poderosa no vislumbramento de vários processos bioqúımicos a ńıvel molecular [3, 4].

2.2 A análise estrutural do DNA

Apesar da complexidade qúımica do DNA, sua análise permitiu um vislumbre de seu dinamismo

metabólico, na medida em que as moléculas de DNA podem ser reparadas, degradadas, alteradas,

torcidas e relaxadas especificamente. O estudo da sua estrutura pode ser realizada em vários ńıveis,

conhecidos como estruturas primária, secundária, terciária e quaternária, associadas a ńıveis de

empacotamento cada vez mais elevados [5].
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Figura 2.1: Estrutura do nucleot́ıdeo. O nucleot́ıdeo é composto por um grupo fosfato, base nitrogenada

e desoxirribose (pentose). Adaptada da referência [15].

2.2.1 Estrutura Primária

O DNA é um poĺımero composto por nucleot́ıdeos, que consistem em três componentes: uma base

de purina ou pirimidina ligada através de uma ligação N – glucośıdica, a um açúcar ćıclico de cinco

carbonos e um fosfato esterificado ao carbono na posição 5′ do açúcar, conforme esquematizado

na Fig. 2.1 [5]. Há outras formas ativas como os di ou trifosfatos cujas ligações de união com o

nucleot́ıdeo são do tipo pirofosfato.

No ácido desoxirribonucleico só existem quatro tipos de nucleot́ıdeos, cada um caracterizado por

uma respectiva base: Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) e Timina (T), segundo a Fig. 2.2. No

caso do açúcar-fosfato, o DNA contém uma desoxirribose [5].

As cadeias polinucleot́ıdicas são poĺımeros de longo comprimento sem ramificações, cuja união

entre dois nucleótideos é determinada pelo fosfato-5’ de um deles e o grupo hidroxila na posição

3’ do açúcar próximo. Este tipo de ligação é bastante senśıvel à ruptura hidroĺıtica, produto de

métodos qúımicos ou enzimáticos. Estudos recentes mostram que os principais graus de liberdade

do polinucleot́ıdeo são reduzidas a duas ligações O-P: a união fosfodiéster e a ligação glucośıdica

entre a base e o açúcar, que lhe permite adaptar certas conformações e assim atingir uma rigidez

considerável [2].

2.2.2 Estrutura Secundária

As bases nitrogenados desempenham um papel importante nesta estrutura. Uma das carac-

teŕısticas mais relevantes é a formação de ligações de hidrogênio entre os grupos aminas e carbonila
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Figura 2.2: Bases nitrogenadas presentes no DNA.. Cada nucleot́ıdeo está caracterizado por uma

base respectiva: Adenina, Citosina, Timina e Guanina. Extráıda do livro“Bioloǵıa 1”, dispońıvel no site

http : //datateca.unad.edu.co/contenidos/358006/contLinea/bibliografa.html.

do DNA. Por exemplo, um composto como a timina pode gerar duas ligação de hidrogênio com um

composto como a adenina e bases como a citosina e guanina, podem formar até três ligações de

hidrogênio, como se ilustra na Fig. 2.3 [2].

Embora as pirimidinas (T e C) sejam menores em relação às purinas (G e A), os pares de bases

A-T e G-C têm a mesma forma e tamanho aproximado. Estas duas caracteŕısticas tornam posśıvel

a formação de duas cadeias fortemente estabilizadas por emparelhamento entre as bases dos poli-

nucleótidos, como se observa na Fig. 2.4 [2].

Quando estas duas fitas são auto alinhadas, a nova estrutura assume a forma de uma dupla héli-

ce, tal como confirmado pelos resultados experimentais por difracção de raio-X de cristais de DNA.

A Fig. 2.5 mostra a conformação da dupla hélice, cuja estrutura tem caracteŕısticas de particular

relevância [2, 5]:

1. O diâmetro da hélice é de cerca de 20 Å, gira no sentido horário, com dimensionalidade igual

em toda a estrutura e tem um único eixo de hélice comum. A hélice tem duas fendas, uma

com profundidade maior que a outra.

2. Os planos de superf́ıcie formadas pelos nucleótidos das cadeias unidas por ligações de Hi-

drogênio são perpendiculares ao eixo central da hélice, em que as bases estão localizados

dentro da hélice e as colunas açúcar-fosfato no exterior. O espaçamento entre dois planos

superficiais consecutivos é de 3,4 nm. Além disso, para cada passo da rosca da hélice são dez

pares de bases, cujo deslocamento angular para cada par de bases é de 36◦.

3. O empilhamento das bases dentro da hélice e a força de repulsão entre a carga negativa do

lado de fora da hélice devido aos grupos fosfóricos, geram uma estabilidade eletrostática ao

longo da estrutura helicoidal.
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Figura 2.3: Especificidade do pareamento das bases no DNA. Ligações de hi-

drogênio formadas pelas bases do DNA no interior da cadeia. Extráıda do livro“Um

estudo sobre a manipulação do genoma humano”, UFSC dispońıvel no site http :

//enq.ufsc.br/labs/probio/discengbioq/trabalhospos2003/gnenetica/DNA.html.

Figura 2.4: Estrutura secundária do DNA. Formação da cadeia do DNA, estabilização e emparelha-

mento das bases dos polinucleotideos. Extráıda do trabalho“Estrutura e função de ácidos nucleicos”, USP

dispońıvel no site http : //www2.iq.usp.br/docente/flaviam/Aulas/QBQ0313/.
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Figura 2.5: Representação da dupla hélice do DNA. Em (a) Estrutura bioqúımi-

ca da DNA. Em (b) Estrutura helicoidal e tamanhos especificos. Visualizado em http:

//www.ebah.com.br/content/ABAAAAYTsAF/estrutura-replicacao-dna.

4. As duas fitas são antiparalelas, isto é, quando as cadeias são representadas desde o extremo

5’ ao extremo 3’, a direção é ascendente em uma fita e descendente na outra.

5. Os pares de bases responsáveis pela estrutura tradicional de DNA devem ser do tipo A-T e

G-C, devido ao seu equivalente em tamanho, forma e afinidade na formação de ligações de

Hidrogênio.

6. A ligação entre os átomos de carbono glicośıdicos pode ser feita através de qualquer um dos

quatro pares de bases AT, TA, CG e CG devido ao duplo eixo de rotação que passa através do

plano da superf́ıcie de cada par de bases, relacionando as ligações glicośıdicas NC e a mesma

conformação entre o açúcar e o fosfato das cadeias antiparalelas em cada rotação.

7. A sequência de pares de bases ao longo da cadeia pode ser variada, devido a isometria dos

quatro pares de bases, mantendo o diâmetro uniforme em todo o poĺımero.

Com base nestes pilares existem três tipos de DNA, os quais podem ser visualizados na figura

2.6 [11]:

1. DNA-B: É o mais abundante, foi descoberto inicialmente por Watson e Crick, satisfaz o
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Figura 2.6: Tipos de DNA. Diferenças estruturais entre os tipos de DNA encontrados em diversas condições

fisiologicas. Adaptada da referência [11].

modelo da dupla hélice acima descrito. Alem disso tem uma humidade relativa de 92% em

solução e encontra-se em soluções com baixa força iônica.

2. DNA-A: Tem 75% de humidade, 11 pares de bases por rotação completa e 23 Å de diâmetro

aproximado. Em solução, precisa de sódio, de potássio ou de césio como contra-ions, além

disso, sua estrutura é muito semelhante a dos h́ıbridos DNA-RNA e as regiões de auto-

emparelhamento de RNA-RNA.

3. DNA-Z: É um tipo de dupla hélice no sentido contrário (levógiro), é caracterizada pela

configuração em ziguezague, 12 pares de base por rotação completa e 18 Å de diâmetro. A sua

estrutura é observada em segmentos de DNA com a sequência alternada de bases de purinas

e pirimidinas (GCGCGC) devido à conformação alternada dos reśıduos de açúcar-fosfato.

2.2.3 Estrutura Terciária

Este tipo de DNA super-enrolado é constitúıdo por uma fibra de 20 Å de diâmetro torcida sobre

si mesma, formando uma espécie de super- hélice. Esta estrutura é o resultado da ação de enzimas

chamadas topoisomerases II. Este tipo de estrutura cria uma certa estabilidade molecular [13].

No caso de organismos procariotas, o DNA é dobrado como uma super- hélice associada com

uma baixa quantidade de protéınas cuja estrutura na maioria dos casos é tipo circular. Enquanto
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Figura 2.7: Estrutura terciária e quaternária do DNA. Organização estrutural do

DNA de acordo com os niveis de empacotamento molecular. Adaptada do site http :

//www.maristasgranada.net/webcole/documentos/Ciencias.html.

nos organismos eucariotas a embalagem é muito mais complexa e compacta. Embora o tamanho do

DNA em geral seja grande, ele encontra-se alojado no interior do núcleo utilizando protéınas como

histonas ou protaminas em casos particulares. Esta estrutura de ligação entre protéınas e DNA é

chamada cromatina. Os ńıveis de organização da cromatina podem ser de vários tipos: nucleossomo,

colar de pérolas, fibra de cromatina, loops radiais ou cromossomo [9, 11,13].

2.2.4 Estrutura Quaternária

É a organização de mais alto ńıvel do DNA. Neste caso a cromatina no núcleo tem uma espessura

de 300 Å e é formado por um processo de embalagem sucessiva e ordenada. Primeiro, o conjunto

de nucleossomas dá origem aos solenóides e em seguida estes se enrolam formando a cromatina do

núcleo interfásico da célula eucariota.

2.3 Desenrolamento e superenrolamento do DNA

Durante a recombinação de genes, replicação e transcrição do DNA, a dupla hélice passa por um

desenrolamento, produto da ruptura das ligações de hidrogênio que ligam as bases nitrogenadas.

Um exemplo disto é a desnaturação do DNA (in vitro), como resultado do aumento da tempera-

tura acima de um determinado ponto. Este processo pode ser medido espectroscopicamente, uma
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Figura 2.8: Curva de Fusão do DNA. Grafico de desnaturação do DNA por aumento de temperatura.

Adaptada do curso “Biomoleculas” UPV visualizado em http : //www.ehu.eus/biomoleculas/an/an42.html.

vez que a molécula desenrolada apresenta-se 37% acima do ponto de máximo de absorção de luz

ultravioleta [14]. Assim, a partir das variações de absorção da luz e da temperatura é posśıvel gerar

uma curva sigmoidal chamada curva do fusão de DNA, como mostrado na Fig. 2.8, que reflete

as interações entre os pares de bases ligadas por ligações de hidrogênio e os efeitos cooperativos

de empilhamento de bases. A temperatura de fusão é condicionada pela composição de bases. De

fato, segmentos ricos em bases adenina-timina têm temperatura de fusão menor do que segmentos

ricos em bases guanina-citosina, devido ao número de ligações de hidrogênio que os unem. Após a

separação das duas cadeias, condições adequadas de temperatura podem renaturar o DNA [6].

Existem processos biológicos de separação envolvidos na estabilização da estrutura da dupla

helice: Superenrolamentos.

As topoisomerases permitem as alterações no grau de superenrolamento do DNA, gerando a

quebra transitória de ligações fosfodiester, permitindo a ligação continua entre proteina e DNA,

covalentemente. Desta forma as fitas do DNA passam umas sobre outras, alterando o superenrola-

mento da molécula [6].

O grau de superenrolamento de uma molécula de DNA pode ser verificada por meio do número

de vezes que uma cadeia de DNA circular atravessa a outra cadeia. As enzimas responsáveis por

estes processos são chamados topoisomerases e são responsáveis pela introdução ou remoção de

superenrolamentos. Por exemplo, a Topoisomerase I quebra uma cadeia de DNA e relaxa o super-

enrolamento negativo, enquanto a topoisomerase II quebra as duas cadeias de DNA e acrescenta

desenrolamentos negativos [6, 13].

Alguns fármacos atuam por inibição da atividade da topoisomerase, impedindo a mudança con-
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formacional do DNA fita dupla e, consequentemente, induzindo a morte celular. Por exemplo, alguns

derivados da camptotecina são capazes de inibir a topoisomerase I. Por outro lado, agentes tais como

antraciclinas, derivados de acridina ou diamidinas aromáticas como o Berenil, exercem o seu efeito

terapêutico sobre a topoisomerase II [6, 13].

2.4 Caracterização Biof́ısica do DNA como poĺımero em solução

Do ponto de vista qúımico, o DNA (ácido desoxirribonucleico) é um longo poĺımero de unidades

simples (monômeros) de nucleótidos. Geralmente os poĺımeros podem ser classificados de acordo

com o tipo de cadeia e constituição. No caso do DNA, ele é considerado de tipo linear uma vez que

não apresenta bifurcações e copoĺımero randômico porque tem dois ou mais tipos de monômeros

diferentes.

Dentro da mecânica de poĺımeros, o DNA pode ser caracterizado através de algumas proprieda-

des mecânicas de grande importância, entre os quais estão: comprimento de persistência, compri-

mento de contorno, distância ponta a ponta quadrática média e raio de giro [8, 14].

O comprimento de contorno (L) é a distância entre as duas extremidades da cadeia de poĺımero

quando este encontra-se numa configuração completamente retiĺınea. Esta propriedade é de grande

importância, porque dá informação direta do tamanho linear do poĺımero.

O comprimento de persistência (A) pode ser entendido qualitativamente como a distância média

entre duas dobras consecutivas ao longo do poĺımero. Esta propriedade é de grande importância

porque dá uma ideia direta sobre a rigidez do poĺımero, isto é, quanto maior for o comprimento de

persistência do polimero, maior será a rigidez e vice-versa.

A distância ponta a ponta quadratica média é definida como o valor quadrático médio da

distância entre as extremidades da cadeia do poĺımero no estado de equiĺıbrio termodinâmico em

solução. Finalmente, o raio de giro que representa o volume ocupado pelo poĺımero no espaço, de-

finido como o raio da esfera cujo volume é o mesmo ocupado pelo poĺımero em solução.

2.4.1 Poĺımero em solução Aquosa

Quando o DNA é colocado em solução aquosa, ele naturalmente tende a atingir um estado

de equiĺıbrio termodinâmico com o meio. Durante este processo o poĺımero sofre mudanças nas

suas propriedades mecânicas dependentes de variáveis intŕınsecas ou extŕınsecas como a rigidez do

poĺımero ou a temperatura do meio [7, 8].

Quanto mais elevada for a temperatura do meio, o número de interações com as moléculas
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Figura 2.9: Aumento da entropia do sistema. Configurações A, B e C. Conforme aumenta a quantidade

de dobras maior será a entropia do sistema. Adaptada da referência [8].

constituintes do meio aquoso também será maior, aumentando assim o número de dobras e as

configurações posśıveis do poĺımero (Ω) indicando que quanto maior for a temperatura, maior é a

entropia (S):

S = kB log Ω. (2.1)

Em que kb é a constante de Boltzmann. Por conseguinte, a entropia será menor, quanto menor

for a temperatura do meio. Por exemplo, na Fig. 2.9, se mostram três configurações A, B e C. Com

um aumento da temperatura do meio, a quantidade de dobras do poĺımero e, por conseguinte, a

entropia do sistema aumentam [8].

2.4.2 Regime entrópico e entálpico

Geralmente um poĺımero adapta-se a configurações dependendo de seu estado de equilibrio ter-

modinamico com o meio. Também é posśıvel alterar certas configurações através da aplicação de

forças externas. Dependendo da magnitude da força externa, pode-se apresentar dois casos diferen-

tes: se a força externa aplicada é pequena, de modo que as ligações qúımicas do poĺımero não sofrem

alterações estruturais e, consequentemente, o poĺımero retorna para a posição de equiĺıbrio original

ao cessar da força, diz-se que a resposta elástica é de regime entrópico. Se, no entanto, a força ex-

terna é suficientemente grande para distorcer as ligações qúımicas do poĺımero, gerando o aumento

no comprimento de contorno original, diz-se que a resposta elástica é de regime entálpico [7, 8].

No caso da molécula de DNA, a força limite que separa os dois regimes é de aproximadamente 5

pN. Por conseguinte, abaixo deste valor, a elasticidade entrópica pode ser caracterizada unicamente

pelo comprimento persistência, tornando o parâmetro fundamental para a descrição mecânica do
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regime entrópico da molecula de DNA [12].

Uma das expressões anaĺıticas mais importantes no estudo das propriedades mecânicas da

molécula de DNA é, definitivamente, a expressão para a curva de força por extensão da cadeia

polimérica no regime entrópico. Ela foi obtido por Marko e Siggia em 1995 com base no modelo

Worm Like Chain (WLC), que descreve o comportamento elástico do poĺımero para estiramentos

próximos e distantes do equiĺıbrio termodinâmico dentro do regime entrópico (F < 5 pN):

F =
kBT

A

[

z

L
+

1

4(1− z
L
)2

−
1

4

]

, (2.2)

F é a magnitude da força aplicada, kB a constante de Boltzmann, T a temperatura, z o es-

tiramento da molécula (extensão do DNA), L o comprimento de contorno e A o comprimento de

persistência. Embora a expressão seja bastante precisa e muito usada a ńıvel experimental, as forças

externas aplicadas não devem atingir o comprimento de contorno máximo, isto é, deve-se considerar

que z ∼ 0, 9L. Caso contrário, a força será suficientemente alta para atingir o regime entálpico. Pode-

se observar que quando z = L, a expressão 2.2 diverge. A dedução matemática da expressão 2.2 pode

ser encontrada em diferentes artigos e dissertações de nosso grupo de pesquisa [7,8,12,14,38,50,71].



Caṕıtulo 3

INTERAÇÃO DNA-LIGANTE

Este caṕıtulo irá apresentar de forma introdutória os tipos de interações e modelos quantitativos

utilizados na caracterização f́ısico-qúımica de estados de equiĺıbrio entre a molécula de DNA e

ligantes em solução. Estes parâmetros são relevantes para a análise de dados relacionados com o

entendimento f́ısico-qúımico da interação do nosso complexo de DNA-Berenil.

3.1 Tipos de interação DNA-Ligantes

Um ligante é o nome dado as drogas e outros compostos que se ligam ao DNA. Estes têm a

capacidade de regular a atividade do poĺımero levando-a para um novo estado de estabilidade [15].

As caracteŕısticas estruturais do DNA permitem a ligação entre diferentes tipos de ligantes.

Para ligantes carregados positivamente são capazes de se ligar com poĺımeros aniônicos como DNA,

gerando diferentes tipos de comportamento funcional ou conformacional do complexo final. A estru-

tura do DNA faz com que as interações possam ocorrer de forma covalente, ou seja, ligações diretas

entre o composto e as bases nitrogenadas ou grupos fosfatos do DNA e de forma não covalente

através de interações eletrostáticas, interações hidrofóbicas na fenda menor do DNA ou intercalação

entre as bases nitrogenadas do poĺımero. A Fig. 3.1 mostra esquematicamente os tipos de interação.

Devido ao comportamento da ligação entre o DNA e nosso composto, nesta seção são apresen-

tados em detalhe apenas dois tipos de interação: a intercalação e ligação de fenda [15].

3.1.1 Intercalação

A intercalação é a inserção de uma molécula aromática entre os pares de base consecutivos de DNA,

como pode ser visto na Fig. 3.1 [17]. Este tipo de ligação não covalente foi descoberto por Lerman

em 1961 como resultado da pesquisa no estudo da interação DNA-Acridina [18].

15



CAPÍTULO 3. INTERAÇÃO DNA-LIGANTE 16

Figura 3.1: Tipos de interação. Tipos de ligações não covalentes e covalentes entre DNA e ligante.

Adaptada da referência [16].

Entre os fatores mais importantes que contribuem para a estabilidade do complexo final (DNA-

Intercalante), estão a estrutura aromática do composto, as interações com orbitais-π dos pares de

base, forças eletrostáticas, interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio entre o ligante e o poĺıme-

ro [18].

Uma das modificações mais representativas que induzem a intercalação, é sem dúvida, o alonga-

mento do poĺımero linear, ou seja, o aumento do seu comprimento de contorno, devido à separação

gerada pela inserção do anel aromático entre os pares de bases do DNA. Este alongamento pode

variar entre 2 e 3,5 Å e provoca mudanças estruturais ao longo da cadeia do poĺımero, gerando um

desenrolamento da dupla hélice de DNA. Por outro lado, uma volta da dupla hélice na maioria das

vezes representa uma perda na estrutura helicoidal regular seguida por uma diminuição no diâmetro

do poĺımero [8].

Além disso, os estudos mostram que a intercalação de moléculas dentro da estrutura helicoidal

do DNA contribui de forma significativa para a formação e estabilidade eletrostática do complexo

final [19]. Um modelo que descreve quantitativamente a separação longitudinal causada por inter-

calação é ilustrado na Fig. 3.2. O comprimento de contorno do DNA puro é dado pela expressão:

L0 = Nbp∆. (3.1)

Por outro lado, o comprimento do contorno do complexo de DNA-Intercalante é:

L = L0 +Nbδ (3.2)

Onde ∆ é o espaçamento natural entre dois pares de base consecutivos, δ é o aumento induzido
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Figura 3.2: Intercalação do ligante. Aumento no comprimento de contorno devido a intercalação do

ligante [8].

entre os pares de bases devido à molécula intercalada , Nbp o número de pares de bases de DNA e

Nb o número de moléculas intercaladas em uma respectiva concentração.

Assim, o aumento relativo do comprimento de contorno Θ gerado pela molécula intercalada

para um sistema de volume fixo é dada por:

Θ =
L− L0

L0

=
Nbδ

Nbp∆
= r

δ

∆
(3.3)

Onde r = Cb

Cbp
= Nb

Nbp
. Este parâmetro é chamado fração de śıtios ligados, como se verá na próxi-

ma seção.

Entre os intercalantes mais conhecidos se encontram o Brometo de et́ıdio que gera um aumento

do contorno do DNA de 0,34 nm com um desenrolamento angular de 26◦ por molécula intercalada,

a daunorubicina, o psoralen, entre outros [8].

3.1.2 Ligação de Fenda

No mercado existem algumas drogas de tipo antitumoral e antimicrobiana que possuem este

tipo de ligação com o DNA. Estes ligantes são caracterizadas por interagir especificamente com a

fenda maior ou menor do DNA, tal como ilustrado na Fig. 3.1. Em geral, este tipo de interação não

covalente gerado entre a molécula e a cadeia do poĺımero é acompanhada por forças eletrostáticas,

de van der Waals e ligações de hidrogênio [8].
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Alguns compostos como as bisamidinas aromáticas interagem de forma reverśıvel com a fenda

menor. Normalmente esta ligação é acompanhada por interações hidrofóbicas não covalentes e li-

gações de hidrogênio fracas entre o ligante e as bases da cadeia do poĺımero. Estes compostos têm

despertado o interesse da comunidade cient́ıfica devido à sua eficiência no tratamento de doenças

como a AIDS e infecções causadas por protozoários como a leishmaniose e tripanossomı́ase [20,21].

Outros exemplos de interação com a fenda menor do DNA são a distamicina-A, causadora de al-

terações na elasticidade e estabilidade do esqueleto na cadeia polimérica, e a famı́lia Hoescht usados

como marcadores fluorescentes do DNA. Além disso, há também drogas que interagem de forma não

covalente com o fenda maior do DNA acompanhada também por interações eletrostáticas fracas.

Um dos mais conhecidos é o pept́ıdeo alfa-hélice (Leu−Ala−Arg−Leu)3−NH. Também existem

casos de drogas com ligação mista (Intercalação e ligação de fenda), por exemplo, os marcadores

fluorescentes: YO e YOYO. Este último caracterizado pela actividade antitumoral como inibidor

da topoisomerase [8].

3.2 Equiĺıbrio Qúımico nas interações DNA-Ligantes

Em qualquer processo qúımico, o equiĺıbrio qúımico é um estado estacionário de duas ou mais

partições diferentes de um sistema, ou seja, o equiĺıbrio qúımico é alcançado quando as concen-

trações dos reagentes e produtos em uma reação qúımica qualquer não mostram nenhuma mudança

no tempo. Neste trabalho, os reagentes referem-se à molécula de DNA e os ligantes em solução,

enquanto que o produto é o complexo DNA-Ligante.

Este estado de equiĺıbrio é de grande importância em nosso estudo. Além de vislumbrar os

processos de interação entre a cadeia polimérica e o ligante em solução também permite a análi-

se das caracteŕısticas f́ısico-qúımicas que fornecem informações sobre o tipo e forma de ligação do

complexo DNA-Ligante. Para a determinação destas variáveis f́ısico-qúımicos são utilizados vários

métodos quantitativos, que dependem principalmente do modo de ligação. No caso do complexo

de DNA-Berenil foram utilizados dois modelos que descrevem corretamente a tendência dos nossos

dados experimentais: o modelo de Hill e o modelo sequencial de ligação.

3.2.1 Modelo de Hill

Em meados de 1910, A. V. Hill apresentou uma teoria que poderia explicar a curva de associação

do oxigênio transportado na hemoglobina.

A hemoglobina presente nas células vermelhas do sangue tem como função transportar oxigênio
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dos alvéolos pulmonares para outros tecidos. Ela é uma protéına globular composta de quatro

subunidades proteicas, cada uma das quais é capaz de se ligar a um oxigênio usando um átomo

de ferro. Hill conseguiu apresentar um gráfico da quantidade de proteina ligada ao oxigênio em

função da quantidade de oxigênio presente. Também descobriu que esta curva era de tipo sigmoidal,

diferente da encontrada pelo modelo de Scatchard, segundo a qual um único modo de ligação de

associação é independente do número anterior de moléculas de oxigênio ligados a hemoglobina.

A reação qúımica que descreve a atividade de hemoglobina é dada pela seguinte expressão:

HB + nO2 → HB(O2)n (3.4)

Onde HB(O2)n representa o composto final. A variável n é conhecida como número de Hill e

representa o número máximo de moléculas de oxigênio (quatro) que se pode ligar à hemoglobina. É

também comum neste tipo de reação, definir a constante qúımica aparente de associação KA dada

pela expressão:

KA =
[HB(O2)n]

[HB][O2]n
(3.5)

De acordo com Hill, o processo de ligação deve ser encarado como uma ligação simultânea de

todas as moléculas de oxigênio posśıvel, ou seja, deve-se considerar o sistema com apenas dois esta-

dos: r = 0 e r = rmax (saturado), como é mostrado na Fig. 3.3. Isso pressupõe que se a constante

aparente KA representa a interação de n moléculas de oxigênio com uma única protéına de hemoglo-

bina (Eq.3.7) e a constante intŕınseca Ki representa a interação de uma única molécula de oxigênio

com um único sitio de ligação na hemoglobina, então, as quatro constantes intŕınsecas são iguais

K1 = K2 = K3 = K4 = Ki e, portanto, a constante de associação está dada por:

KA = Kn
i (3.6)

Várias investigações demonstraram que moléculas de diferentes tipos de ligantes podem ligar-se

simultaneamente ao DNA, formando agregados aleatórios ao longo da cadeia polimérica, e que o

processo de ligação pode ser ajustado pela isoterma de Hill. Portanto, a adaptação do modelo de Hill

para o caso espećıfico da molécula de DNA [8, 22] implica que a constante de associação aparente

pode ser escrita como se segue:

KA =
Cb

(Cbp − Cb)C
n
f

(3.7)
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Figura 3.3: Modelo de Hill. Ligação simultânea de todas as moléculas de oxigênio posśıveis na hemoglo-

bina.

Em que Cb representa a concentração de ligantes ligados ao DNA, Cbp a concentração de pares

de bases do poĺımero e Cf a concentração de ligante livre em solução. Se r = Cb

Cbp
e KA = Kn

i , então

a isoterma de ligação de Hill conhecida como a relação entre a fração de śıtios ligados (r) com a

concentração de ligante livre em solução, pode ser escrita como:

r =
(KiCf )

n

1 + (KiCf )n
(3.8)

Assim, para ligantes que ocupam mais do que um par de bases no poĺımero, é posśıvel acrescen-

tar o parâmetro rmax:

r =
rmax(KiCf )

n

1 + (KiCf )n
(3.9)

De acordo com a expressão 3.9, para valores fixos de Ki e rmax, quanto maior for o coeficiente

de Hill n, o sistema vai saturar a uma concentração de ligante livre em solução cada vez menor.

Assim, quanto maior for n, a afinidade qúımica entre os ligantes e o DNA também será maior. Esta

propriedade é apresentada em alguns complexos e é denominada cooperatividade, isto é, a ligação

de uma molécula ao DNA aumenta a probabilidade de uma segunda molécula ligar e assim por

diante, até ocupar todos os śıtios de ligação posśıveis do poĺımero. Certamente, este efeito depende

de dois parâmetros f́ısico-qúımicos, KA e n:

1. Se n > 1, KA aumenta com n, ou seja, a primeira molécula que se liga ao DNA, aumen-

ta a probabilidade ou a afinidade de ligação da seguinte. Esse comportamento é chamado

cooperatividade positiva.
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Figura 3.4: Modelo sequencial de ligação. Ligação sequencial de todas as moléculas de oxigénio, até

atingir a saturação.

2. Se n < 1, KA diminui com n, isto é, a primeira molécula que se liga ao DNA, reduz a

probabilidade ou dificulta a afinidade de ligação da seguinte. Esse comportamento é chamado

cooperatividade negativa.

3. Se n = 1, a primeira molécula que se liga ao DNA, não interfere com a ligação da molécula

seguinte. Este tipo de ligação é não cooperativa e reflete o modelo de Scatchard mencionado

acima.

3.2.2 Modelo sequencial de ligação

De acordo com o modelo de Hill, todas as moléculas posśıveis (ligantes) se ligam simultaneamente

ao substrato, com constantes intŕınsecas iguais para todos os sitios de ligação. O modelo sequencial

de ligação leva em conta o processo de agregação intermediário, isto é, todas as moléculas posśıveis

envolvidas na ligação irão ligar-se sequencialmente até atingir a saturação, tal como ilustrado na Fig.

3.4. Neste caso, as constantes intŕınsecas dos n śıtios de ligação são diferentes, e por conseguinte,

o sistema adota n estados intermediários ou diferentes configurações posśıveis, dadas pela expressão:

[P0] + [P1] + [P2] + ...+ [Pn] = [P0](1 +K1Cf +K1K2C
2
f + ...+K1K2...KnC

n
f ) = [P0]Q (3.10)

com,

K1K2...Ki =
[Pi]

[P0]Ci
f

(3.11)
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Onde Pi representa o substrato com i śıtios ligados, Ki a constante intŕınseca para cada passo

i da reação e Q a soma sobre todos os estados posśıveis do sistema. Para determinar a isoterma de

ligação é necessário calcular a fração total média de śıtios ligados r, definida como a razão entre o

número total de śıtios ocupados no substrato e o número total de śıtios do mesmo:

r =
[P1] + 2[P2] + ...+ n[Pn]

n([P0] + [P1] + ...+ [Pn])
=

K1Cf +K1K2C
2
f + ...+K1K2...KnC

n
f

n(1 +K1Cf +K1K2C2
f + ...+K1K2...KnCn

f )
(3.12)

Assim, a isoterma de ligação para o modelo sequencial pode ser expressa como:

r =
Cf

nQ

dQ

dCf

=
1

n

d logQ

d logCf

(3.13)

Devido à quantidade excessiva de parâmetros no modelo sequencial, o modelo de Hill é mais

desejado na análise de dados experimentais.



Caṕıtulo 4

BERENIL: CARACTERIZAÇÃO

FÍSICO-QUÍMICA E

PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS

Neste caṕıtulo a caracterização estrutural e funcional do nosso fármaco será exibida, além da sua

interação com o DNA na formação do complexo DNA-Berenil. Também será descrita a metodologia

de preparação da amostra.

4.1 Aceturato Diminazene ou Berenil

O aceturato diminazene, também conhecido como berenil, é um tipo de benzamidina aromática

[1, 3 − bis(4′ − amidinofenil) triazene], composto orgânico caracterizado por ter uma cadeia al-

cano central inerte unida através de ligação éter ao grupo amidino polar terminal. Alguns ensaios

biológicos mostraram que esta droga tem atividade tripanocida e babesial [23, 24]. Tem sido cada

vez mais utilizada no tratamento da tripanossomı́ase bovina na África, embora também tenham

sido relatados ensaios para o tratamento da doença do sono no homem, babesia em cães e inibição

do crescimento de um número de espécies de bactérias e fungos. O aspecto interessante sobre a

funcionalidade desta droga é a sua capacidade como inibidor seletivo da śıntese de DNA no cineto-

plasto de tripanossoma, tornando-se uma ferramenta valiosa na investigação sobre a caracterização

de compostos que, embora sejam usados em outras doenças como o cancer, compartilham um me-

canismo de ação muito semelhante.

23
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Figura 4.1: Surfen C. Estrutura quimica do composto Surfen C. Adaptada da referência [25].

Figura 4.2: Aceturato Diminazene ou Berenil. Estrutura quimica do composto Berenil. Adaptada da

referência [25].

4.1.1 Caracterização F́ısico-Qúımica

As conclusões por Jensch em 1958, permitiram o desenvolvimento do Berenil através da dissecção

sistemática de uma tripanocida tóxica chamada Surfen C, como é mostrado na Fig. 4.1. Jensch con-

seguiu sintetizar um número de moléculas simétricas contendo porções amidino ou guanidina-fenil

separados por uma variedade de pontes entre os anéis. Além disso, se encontrou que a atividade

tripanocida máxima acontecia quando dois reśıduos de amidino-fenilo eram acompanhados por uma

ponte chamada triazeno.

A molécula de Berenil é de tipo coplanar, encontra-se sobre um eixo duplo cristalográfico e tem

um grupo amidino protonado em solução aquosa, conseguindo uma carga total de +2. Além disso,

devido a várias ligações simples na sua estrutura, a molécula pode assumir determinados estados

conformacionais produto de pequenas torções entre os seus anéis aromáticos [26], como é ilustrado

na Fig. 4.2.

4.1.2 Berenil como Tripanocida

O Berenil tem sido usado primeramente como um composto medicinal curativo para o tratamento

da tripanossomı́ase. Vários estudos têm relatado que a droga é mais eficaz contra Trypanossoma

Congolense em comparação com o Trypanosoma Brucei e Rhodesiense [27–29]. De acordo com Wi-

lliamson, embora a atividade profilática seja baixa, as principais vantagens do berenil são seu alto

ı́ndice terapêutico e a sua resistência a outras drogas.
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Figura 4.3: Complexo DNA-Berenil no tripanossoma. Localização especifica do complexo DNA-

Berenil no cinetoplasto do tripanossoma.

Também tem sido demonstrado que o Berenil possui uma afinidade de ligação com o DNA do

cinetoplasto do triponossoma. O cinetoplasto do tipo Kinetoplastida é uma massa de DNA circular

extranuclear encontrado dentro da membrana dupla de uma grande mitocôndria e está situado per-

to da base do flagelo, por causa de sua ligação com o citoesqueleto celular do tripanossoma, como

é ilustrado na Fig. 4.3. O realmente interessante é que várias investigações com diferentes técnicas

experimentais como fluorescência, detergente de lise, centrifugação e autorradiografia sugeriram que

Berenil atua como um inibidor seletivo da replicação do DNA no cinetoplasto, produto da interação

direta entre o fármaco e o DNA [25,29,30].

4.1.3 Evidência experimental da formação do complexo DNA-Berenil

Varios estudos mostram a formação de complexo DNA-Berenil. Um deles é o aumento no com-

primento de onda do espectro de absorção do fármaco, através da adição de DNA [25]. Outras

investigações recentes por métodos de filtração em gel, calorimetria e espectrofotometria demons-

tram a ligação de uma molécula de fármaco por cada quatro ou cinco nucleot́ıdeos [25,31,32]. Além

disso, para concentrações elevadas de droga, ocorrem alterações conformacionais ou alostéricas em

que o número de sitios ligados pode aumentar aproximadamente ao triplo [32]. Estudos adicionais

por ultracentrifugação em gradientes de cloreto de césio e sedimentação de DNA mostram que au-

mentando o conteúdo de bases AT para forças iônicas elevadas, a densidade do complexo aumenta,

sugerindo assim, a ligação preferencial para esses pares de bases. Outros estudos por análise cris-
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talográfica de raios X, RMN, UV, MS e ITC indicam que a droga tem um grau de preferência por

5’-AT-3’ [25, 74].

De acordo com alguns estudos, a estabilidade na formação do complexo DNA-Berenil para forças

iônicas elevadas é suportado na junção entre os grupos amino terminais da molécula de Berenil e os

átomos de oxigênio carregados nos grupos fosfato do DNA, através de ligações de hidrogênio [25].

Outro aspecto relevante na estabilidade do complexo é a distância mı́nima entre os anéis aromáti-

cos na molécula de Berenil, isto é, aproximadamente a distância da ponte de triazeno. De acordo

com experiências de ultracentrifugação e de fluorescência, foi demonstrado que a remoção de um

átomo de nitrogênio na ponte de triazeno, reduz a atividade de inibir o crescimento e a capacidade

de se ligar ao DNA dentro da célula, enquanto se removido dois átomos de nitrogênio, o composto

resultante não age seletivamente sobre o DNA do cinetoplasto [25].

4.2 Preparação de Amostras

Nosso principal objetivo é visualizar com precisão o mecanismo de ação do complexo DNA-

Berenil in vitro sob certas condições. Para tais fins, experimentos de pinçamento ótico foram reali-

zados, tema que será discutido mais tarde. Esta técnica permite analisar as mudanças estruturais

de uma única molécula de DNA ou complexo DNA-Berenil, através das mudanças nas propriedades

mecânicas determinadas por alongamentos entrópicos do mesmo.

Para alcançar sucesso nos experimentos, o grupo do laboratório de F́ısica Biologica da Univer-

sidade Federal de Viçosa adaptou um método de preparação da amostra. Ele permite a ligação de

uma das extremidades do DNA a uma microsfera de poliestireno, sendo este objeto aprisionado

pela pinça óptica, enquanto a outra extremidade é presa á superficie no fundo da lamı́nula do porta

amostra, conforme ilustrado na Fig. 4.4. Esta configuração permite o alongamento do poĺımero e a

extração das propriedades mecânicas.

Com respeito ao DNA, trabalhou-se com amostras de DNA do fago-λ biotinilizadas em uma

solução salina tamponada em concentração de [NaCl] = 140 mM . Este DNA foi abstráıdo experi-

mentalmente do bacteriófago λ, um v́ırus que infecta a bactéria Escherichia coli. Este tipo de DNA

é caracterizado por ser de fita dupla, forma B, com cerca de 48,500 pares de bases e ter dimensões

espaciais ótimas para os alongamentos por pinçamento óptico. O seu comprimento de contorno é

de aproximadamente 16, 5 µm e um comprimento de persistência em torno de 50 nm [8, 33–36].

Devido à forte afinidade de interação entre a protéına biotina e estreptavidina, foi necessário a

adaptação [37] e a implementação de um protocolo experimental que consiste em biotinilar o DNA,

ou seja, marcar as extremidades do poĺımero com a protéına biotina e revestir a lamı́nula do porta

amostra e a microesfera de poliestireno de 3 µm de diâmetro com estreptavidina. A configuração ex-

perimental pode ser visto na fig. 4.4. Como dado adicional, as microesferas revestidas são fornecidas
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Figura 4.4: Preparação de Amostra. Configuração de união entre o DNA e a lamı́nula, na preparação

de amostra. Adaptada da referência [8].

pelo fabricante. A preparação da solução de DNA e a montagem do porta amostra é apresentada

na continuação.

4.2.1 Construção do porta amostra

1. Escolhe-se uma lamı́nula de vidro de 150 µm de espessura, 5 cm de comprimento e 2 cm

de largura. Um O-ring de 1 cm de diâmetro é fixado no centro da lamı́nula usando parafina

derretida.

2. Depois acrescentam-se 20 µL de BSA-biotinilada (BSA-Biot) em solução tampão A (solução

previamente feita com 10 mM de MgCl2, 40 mM de KCl e 25 mM de Tris-HCl em pH 8, 0),

com uma concentração de 1, 8 µg/mL no interior do O-ring.

3. Após 20 minutos, retira-se o BSA-Biot do O-ring e lava-se com 25 µL de tampão A.

4. Imediatamente a seguir, são adicionados 20 µl de estreptavidina (STP) em solucão de tampão

PBS de concentração igual a 0, 1 mg/mL.

5. Após 20 minutos, remove–se a estreptavidina do interior do O-ring e lava-se com PBS 7, 4

(NaCl = 140mM). Finalmente, depois de 10 minutos de secagem, se leva o porta-amostras

para o piezoeletrico do microscópio onde é fixado.
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4.2.2 Preparação da solução de DNA

1. São colocados 2 µL de microesferas de poliestireno, 5 µL de DNA− λ biotinilado e 20 µL de

PBS 7, 4 em um microtubo (Eppendorf).

2. Em seguida, o eppendorf é levado a banho térmico durante cerca de uma hora.

3. Imediatamente a seguir, são acrescentados 100 µL de PBS 7, 4 e esperados 10 minutos em

banho térmico para a homogeneização da solução.

4. Em seguida, a solução é levada ao microscópio e colocada no interior do O-ring. Finalmente

deixam-se 30 minutos en repouso para obter ligar a biotina da extremidade do DNA e a

estreptavidina do fundo da lamı́nula.



Caṕıtulo 5

PINÇAMENTO ÓPTICO E

METODOLOGÍA EXPERIMENTAL

Existem várias técnicas experimentais para caracterizar e analisar as mudanças estruturais de vários

complexos. Geralmente, existem dois métodos de análise: molécula única e múltiplas moléculas. No

nosso caso, a técnica utilizada é a pinça óptica, uma técnica experimental de uma única molécula que

possibilita uma análise detalhada do nosso complexo DNA-Berenil, sem a necessidade de recorrer a

estat́ısticas sobre várias moléculas diferentes. Em seguida, será realizada uma visão geral de seu fun-

cionamento, montagem experimental, calibração e procedimento experimental usado no laboratório.

5.1 Funcionamento F́ısico da Pinça Óptica

Como definição geral, o pinçamento óptico consiste no aprisionamento de micropart́ıculas dielétri-

cas no foco de um feixe fortemente focalizado através da objetiva de um microscópio [43, 48, 49].

Esta técnica tornou-se uma ferramenta forte na análise estrutural de complexos DNA-ligantes, por-

que, além de permitir a manipulação de micropart́ıculas, também possibilita a compreensão dos

mecanismos de interação entre o DNA e o ligante [45, 47].

O aprisionamento e manipulação destas microesferas dielétricas deve-se ao equiĺıbrio e à com-

petição entre duas forças:

1. A força de espalhamento (pressão de radiação) que empurra a part́ıcula na direção da luz

incidente [41, 42,44] e é representada por um único raio, como:

29
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F ∝ Pr

(

1

v

)

∝ Pr

(n

c

)

(5.1)

Onde Pr é a potência do raio, n o ı́ndice de refração do meio de incidência e c a velocidade

da luz no vácuo.

2. A força de gradiente que aponta em direção a região focal do feixe [46]. Esta surge devido a

refração da luz incidente na part́ıcula dielétrica, a diferença entre os ı́ndices de refração e a

conservação do momento linear entre o feixe de luz e a microesfera. Por óptica geométrica,

sabe-se que quando um raio passa de um meio para outro com ı́ndices de refração diferentes,

o raio incidente sofre um desvio na sua trajetória inicial e, consequentemente, o seu momento

linear também muda. Portanto, considerando a lei do movimento de Newton, a microesfera

vai sofrer uma variação de momento da mesma magnitude, mas oposta à variação do momento

do raio. Agora, como a part́ıcula tem massa e tem um ı́ndice de refração superior ao meio de

incidência, a mudança de momento vai fazer que apareça uma força sobre ela para levá-la ao

foco do feixe.

A ordem de grandeza destas forças podem ser deduzidas a partir de uma análise que utiliza a

interpretação quântica da luz como um conjunto de fótons, que têm uma quantidade de movimento

linear e uma energia bem definida [8]. Imagine um fóton incidindo em um espelho com momento

linear ~p que sofre reflexão total, adquirindo um momento ~−p. Assim, a transferência de quantidade

de momento ao espelho é dada pela seguinte expressão:

∆~p = ~p− (−~p) = ~~k − (−~~k) = 2~~k (5.2)

Onde ~k é o vetor de onda e ~ a constante de Planck. Reescrevendo a equação 5.2 em função da

energia do fóton E, encontramos que a mudança de momento pode ser escrita da forma:

∆~p = 2~~k = 2
~ω

c
= 2

E

c
(5.3)

Sendo ω a frequência angular da luz incidente. Assim, podemos concluir que a força total exer-

cida por N fótons com energia Et sobre o espelho é:

~F =
d~p

dt
=

d

dt

(

2
NE

c

)

=
2

c

d

dt
(Et) =

2

c
(Pt) (5.4)
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Figura 5.1: Caso No 2: Pincamento Óptico. Efeito dos raios refratados para uma microesfera situada

acima do foco. Além disso, os efeitos dos raios refletidos na microesfera quando não tem focalização do laser.

Extraida da pagina “Pinzas ópticas“, dispońıvel no site “http://www.ariasgonzalez.com/phone/nmo—pinzas-

opticas.html“.

Onde Pt é a potência do feixe incidente e cuja ordem de magnitude encontra-se normalmente ao

redor dos mW . Assim, podemos estimar aproximadamente a ordem de grandeza da força em um

experimento de pinça óptica, que é em torno dos piconewtons.

A Fig. 5.1 a microesfera encontra-se acima da região central do feixe de luz não focalizado. O

desvio dos raios refratados a e b, geram duas forças Fa e Fb. Porém, como a intensidade do laser

tem um perfil gaussiano, então a força Fb é maior em magnitude que a força Fa. Assim, a força de

gradiente resultante também vai estar dirigida à região central do feixe. No caso dos raios refletidos,

a força de espalhamento atua na direção de incidência do feixe e o seu módulo é representativamente

maior, porque o laser não está focalizado. Dáı a importância da focalização do feixe de luz [8].

No caso da Fig. 5.2 mostra dois raios de luz a e b que são focalizados pela lente de uma objetiva.

Os dois raios sofrem refração e portanto, o desvio do raio a dá origem à força Fa e o raio b dá origem

à força Fb, assim, a força de gradiente (Fgrad) resultante tende a trazer a microesfera ao foco do

feixe, enquanto que os raios que se refletem geram uma força de espalhamento (Fscat) na direção

do feixe. A competição entre estas duas forças leva a part́ıcula para a região focal, permitindo o

aprisionamento da microesfera [8].

Este aprisionamento na região focal do feixe pode ser visto como um poço de potencial harmoni-

co Browniano (a esfera experimenta um movimento browniano dentro do poço em solução aquosa)

para diferentes deslocamentos da microesfera no interior do mesmo. A curvatura do poço, ou seja,

a potência do feixe de luz é caracterizada pela constante de força k da pinça óptica [8].

Os casos acima mencionados estão dentro do regime da óptica geométrica, isto é, o raio das

microesferas é maior do que o comprimento de onda da luz incidente (r > λ). Caso contrario, este
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Figura 5.2: Caso No 1: Pinçamento Óptico. Aprisionamento da microesfera no foco do feixe de luz, devi-

do ao equiĺıbrio entre duas forças: força de espalhamento (Fscat) e força de gradiente (Fgrad). Extraida da pa-

gina “Pinzas ópticas“, dispońıvel no site “http://www.ariasgonzalez.com/phone/nmo—pinzas-opticas.html“.

regime é conhecido como limite de Rayleigh e a esfera comporta-se como um dipolo elétrico induzido

num campo elétrico. Curiosamente, a força que atua sobre a microesfera é proporcional ao gradiente

de intensidade do campo elétrico incidente, isto é, da mesma forma ocorre aprisionamento no foco

do feixe, fazendo com que esta técnica seja uma ferramenta poderosa de manipulação em qualquer

escala [8, 38].

Outros modelos tem sido desenvolvidos nos últimos anos, por exemplo a teoria MDSA+ (Mie

Debye Spherical Aberration) proposta por Mazoli, Maia Neto e Nussenzveig da UFRJ [39,40], que

através de pinçamento óptico é posśıvel estimar as forças axiais e transversais que atuam em uma

microesfera de raio e ı́ndice de refração arbitrário. Esta teoria é o modelo quantitativo mais geral que

existe hoje em dia, porque além de ser utilizado para microesferas de qualquer tamanho, permite a

medição independente de grandezas utilizadas nos cálculos sem parâmetros ajustáveis, tornando-a

um modelo ideal de análise experimental.

5.1.1 Montagem Experimental

A configuração experimental utilizada nas nossas experiências de pinçamento óptico, é mostrado

na Fig. 5.3. Na parte superior do esquema, encontramos um laser de fibra dopada com itérbio (IV)

que é estimulado por meio do aparelho IPG Photonics, cujo feixe de luz que emerge é caracterizado

por ter um comprimento de onda de 1064 nm, potência máxima de 5, 8 W , perfil gaussiano e operar

no modo TEM00.

O feixe de luz tem um caminho óptico delineado por um conjunto de espelhos E1 e E2, que
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Figura 5.3: Montagem experimental. Configuração experimental do laboratorio de F́ısica biologica da

UFV. [14].

atinge o microscópio por um espelho dicróico E3 de uma elevada transmitância para a luz viśıvel

e alta reflectância para a luz infravermelha. Subsequentemente, uma parte do laser é dirigido para

a objetiva do microscópio onde é focalizado para o pinçamento óptico. Por outro lado, a luz do

condensador do microscópio é levado para duas câmeras CCD, onde é realizado o acompanhamento

do processo de videomicroscopia e armazenamento de dados. As duas câmaras se encontram diri-

gidas para o monitor de visualização de experimento e o computador, o último controla e dirige o

deslocamento do estágio piezoelétrico em nanoescala.

Entre as linhas pontilhadas encontramos um microscópio invertido de referência Nikon T i− S,

uma objetiva, um estágio piezoelétrico onde repousa a lamı́nula, um porta amostras (lamı́nula) onde

encontra-se a solução aquosa de DNA-microesferas e uma lente L1 que representa o capacitor do

sistema de iluminação do porta amostra. A objetiva é caracterizada por ser corrigida no infinito,

ter um aumento máximo de 100X e uma abertura numérica de NA = 1, 4.

5.1.2 Calibração da Pinça Óptica

Para o sucesso nos experimentos de pinçamento óptico, é muito importante conhecer certos

parâmetros que servem como padrões de referência nas estimações quantitativas de todos os ex-
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Figura 5.4: Poço de potencial harmônico. (a) Estado de equiĺıbrio inicial da microesfera, antes de

estabelecer o fluxo. (b) Estado de equilibrio final da microesfera devido ao fluxo [14].

perimentos realizados. Um deles é a constante de força, que caracteriza a curvatura do poço de

potencial Harmônico gerado pelo feixe de luz focalizado. Esta variável fornece medições de força

com alta precisão, sendo esse o principal objetivo da calibração, como veremos na próxima seção.

Embora existam vários métodos para a calibração das pinças ópticas, utilizou-se o método de

Stokes, um modelo simples, confiável e fácil de aplicar. Este método leva em conta duas variáveis:

a força de arrasto do fluido e o deslocamento do estágio piezoelétrico [50].

Para a estimativa quantitativa da constante de força [7,14,38,50], vamos supor que uma micro-

esfera está presa no foco do laser, isto é, encontra-se dentro de um poço de potencial Harmônico,

como é mostrado na Fig. 5.4a. Se o estágio do microscópio começa a se mover a uma velocidade

constante, aparecerá uma força de arrasto (Fstokes), devido à viscosidade do fluido. Na Fig. 5.4b

mostra-se a esfera deslocada de uma distância ∆x da posição original, em estado de equiĺıbrio de-

vido à ação de duas forças: a força de Stokes e a força óptica (Fotica) por causa do aprisionamento

do feixe focalizado. Assim, sustenta que:

~Fstokes = ~Fotica (5.5)

Onde o módulo da força de Stokes, está dado por:

~Fstokes = ςv (5.6)

Sendo ς o coeficiente de atrito sobre a microesfera em solução aquosa e v a velocidade do fluxo

em relação á microesfera. Por exemplo, para movimentos paralelos à superf́ıcie da lamı́nula, ς pode
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ser escrito como [7]:

ς = 6Πηa

(
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16
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)5

+ ...

)

−1

(5.7)

Onde a é o raio da microesfera, h a distância do centro da microesfera em relação a lamı́nula e

η a viscosidade do fluxo, o qual depende da temperatura do meio em graus Celsius [50]. Além disso,

o movimento do piezoelétrico gera um deslocamento na microesfera com respeito à posição original

de equiĺıbrio, fazendo com que apareça uma força restauradora de tipo Hooke, devido à forma de

oscilador harmônico que tem o poço em que encontra-se presa a microesfera, dada por:

~Fotica = −k∆~x (5.8)

Dessa forma, a equação 5.5 pode ser reescrita como:

ςV = −k∆x (5.9)

E assim, encontramos que a constante de força pode ser estimada pela expressão:

k =
ςV

∆x
(5.10)

Através de videomicroscopia é determinada o deslocamento ∆x, calculando a diferença entre a

posição média final e a inicial da microesfera depois de movimentar o estágio, isto é, depois do fluxo

ser estabelecido. Por conseguinte, determinando a variação de posição num determinado intervalo de

tempo, estabelecemos a velocidade de fluxo em relação a microesfera. Da mesma forma, o coeficiente

de atrito (Equações 5.7) é calculado a partir de parâmetros conhecidos, tais como a temperatura do

meio (Tc = 20◦C), o raio (R = 3 µm) e a altura (4, 43 µM) da microesfera com respeito a lamı́nula.

5.1.3 Procedimento Experimental
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Figura 5.5: Processo de alongamento do DNA. Variáveis envolvidas no alongamento de DNA por

pinçamento óptico.

Procedimento experimental na pinça óptica e determinação das propriedades mecânicas

Uma das principais vantagens da pinça óptica é, sem dúvida, a manipulação e extensão de molécu-

las individuais. Conforme mencionado na preparação da amostra, a ideia básica do experimento é

grudar uma extremidade do DNA em uma microesfera dielétrica, enquanto a outra extremidade

está fixa a lamı́nula do porta amostras. Subsequentemente a lamı́nula é movida por um deslocador

piezoelétrico que é controlado por computador, enquanto a microesfera é mantida presa no foco do

feixe, tal como é mostrado na Fig. 5.5.

Deve-se ter em conta que as forças exercidas sobre a microesfera são baixas, bem como, os alon-

gamentos devem ser realizados a baixas velocidades constantes, para garantir que a força de Stokes

seja despreźıvel e o experimento seja quase estático.

Durante o alongamento do DNA, o módulo da força óptica da pinça é igual ao módulo da força

restauradora exercida pelo DNA. Sabendo a constante de força da pinça óptica k e o deslocamento

∆x da microesfera no poço, pode-se determinar a força exercida pelo poĺımero, pela equação 5.8. A

extensão do DNA é determinada a partir da velocidade do piezoeléctrico e o tempo de experimento.

Assim, é posśıvel construir a curva experimental de força por extensão da molécula de DNA.

Finalmente, os dados obtidos são ajustados pela expressão de Marko e Siggia, com o objetivo de

abstrair as propriedades mecânicas: comprimento de contorno L e comprimento de persistência A,

tal como ilustra-se na Fig. 5.6. Para o tratamento dos dados foi usado o programa Kaleida-Graph.
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Figura 5.6: Curva de força de um DNA Padrão Propriedades mecânicas de um DNA padrão em

sua forma nativa: m1 representa o comprimento de persistência e m2 o comprimento de contorno. A força

maxima utilizada está em torno de 1, 5pN .

A busca do DNA não é fácil, no interior da solução são encontradas várias configurações que

podem ser detectadas diretamente na câmera do monitor de visualização ou durante o alongamento,

tais como: esferas grudadas à superf́ıcie, com mais de um DNA, soltas no interst́ıcio da solução,

conjunto de microesferas ligadas umas as outras, entre outras. Os estiramentos são realizados quan-

tas vezes for necessário. Se houver um DNA com as condições exigidas, este simula um sistema

mola-massa e, portanto, a microesfera deve escapar da pinça durante o alongamento, além disso,

deve atender as condições de um bacteriófago λ-padrão (L ∼ 16, 5x10−6m e A ∼ 50x10−9m), cujas

medidas devem ser mantidas por um conjunto de alongamentos consecutivos. No nosso caso, para

garantir a confiabilidade do DNA, foram feitos cerca de seis alongamentos por cada molécula de

DNA.

Depois de encontrar um DNA com as condições exigidas, em seguida, é realizada a adição em

sequência do fármaco na solução. Foram utilizadas oito concentrações diferentes de Berenil que va-

riavam desde 0, 5 µM áte 4 µM . Para cada mudança de concentração, foi usada uma micropipeta,

que extraia cerca de 60 µL a 80 µL de solução original e adicionava em torno de 80 µL da nova

aĺıquota. Para garantir a mudança na concentração da solução, foram realizados três mudanças

consecutivas da mesma aĺıquota. Em seguida, espera-se cerca de 20 minutos, para que a droga atin-

ja o equiĺıbrio qúımico com o DNA. Finalmente são realizados os respectivos alongamentos para
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análise e abstração das propriedades mecânicas que vão fornecer através de uma análise estat́ıstica

as propriedades f́ısico-qúımicas, cujas informações são pertinentes na visualização do mecanismo de

interação do complexo DNA-Berenil.

O mesmo procedimento foi realizado para forças ópticas baixas em soluções salinas altas ([Na] =

150 mM) e baixas ([Na] = 10 mM). Além disso, como informação adicional foram realizados ex-

perimentos de força máxima aplicada (6pN , 10, 5pN e 15pN) em presença de forças iônicas altas e

baixas em solução, a fim de analisar as alterações do comprimento de persistência gerados pela va-

riação na potência do laser, que de acordo com estudos recentes [51] fornece informações relevantes

para a compreensão dos tipos de interação entre o complexo DNA-Berenil, como será detalhado no

próximo caṕıtulo.

Determinação dos parâmetros Fisico-qúımicos

Há um método que foi desenvolvido para determinar os parâmetros f́ısicos-qúımicos e, conse-

quentemente, a isoterma de ligação, conhecendo apenas o comprimento de persistência do complexo

e a concentração total de ligante em solução [8]:

Conceitualmente, a curva de comprimento de persistência de um complexo é chamado compri-

mento de persistência efetiva (AE) e refere-se à curva gerada pelos comprimentos de persistência

testados em cada uma das concentrações da droga. Além disso, cada um dos comportamentos

monotônicos representados na curva do comprimento de persistência efetivo, são chamados com-

primentos de persistência locais (A0, A1, A2...). Probabilisticamente, o comprimento de persistência

efetivo pode ser associado com uma configuração de molas em série:

1

AE

=
f(r)

A0

+
g(r)

A1

+
h(r)

A2

+ ... (5.11)

Onde f(r), g(r) e h(r) são funções que estão relacionados com a fração de śıtios ligados r, isto

é, sendo a molécula de DNA uma rede muito extensa, a probabilidade de encontrar um sitio ligado

pode ser representado pela fração de śıtios ligados r.

Neste sentido, tendo o comprimento de persistência efetivo em função da concentração total

de ligante, podemos determinar os parâmetros f́ısico-qúımicos, que fornecem informação valiosa na

caracterização estrutural de nosso complexo DNA-Berenil.

O método consiste em resolver numericamente uma isoterma de ligação adequada. No caso da

isoterma de Hill, a fração de sitios ligados r em função da concentração total de ligante, pode ser

escrita na forma:

x =
r

rmax
=

(kiCf )
n

1 + (kiCf )n
=

[ki(CT − rmaxCbpx)]
n

1 + [ki(CT − rmaxCbpx)]n
(5.12)
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Onde Cbp é a concentração de pares de base do DNA na amostra. SabendoKi, rmax e n, a equação

de Hill pode ser resolvida numericamente para x, portanto, foi adaptada a seguinte metodologia:

1. Um valor provisório é atribúıdo a cada um dos parâmetros f́ısico-qúımicos: Ki, rmax e n.

2. Usando um programa de computador (em nosso caso MATLAB), é resolvido numericamente

a equação de Hill, obtendo-se o valor de x em termos da concentração total de ligante. Estes

últimos dados são usados para ajustar o comprimento de persistência efetivo na equação 6.3

pelo método dos mı́nimos quadrados.

3. O procedimento anterior é repetido quantas vezes for necessário, até atingir o ajustamento que

atenda aos critérios de convergência do método dos mı́nimos quadrados. Assim, os parâmetros

f́ısico-qúımicos e os comprimentos de persistência locais são obtidos.

No caso do modelo sequencial de ligação, o número de parâmetros ajustáveis é maior, rmax, n,

K1 e K2:

r =
1

n

dQ

dCf

=
1

n

[

d(1 + k1[CT − rCbp] +K1k2[CT − rCbp]
2)

d(CT − rCbp)

]

(5.13)



Caṕıtulo 6

DISCUSSÃO DE RESULTADOS

Após previa calibração da pinça óptica, foram realizados os experimentos de pinçamento ópti-

co. As curvas de força por extensão da molécula de λ−DNA permitiram abstrair as propriedades

mecânicas (comprimento de persistência e de contorno) e, por conseguinte, os parâmetros f́ısico-

qúımicas da interação. Neste caṕıtulo, apresentam-se os resultados obtidos e a discussão realiza-

da de acordo com a literatura atual. De modo a investigar o papel da força iônica na interação

λ−DNA-Berenil, os experimentos foram realizados em duas soluções de PBS [Na] = 150 mM e

PBS [Na] = 10 mM . Além disso, foram realizados experimentos de força máxima aplicada dentro

do regime entrópico para analisar alterações no comprimento de persistência do complexo DNA-

Berenil, mudanças que são representativas na compreensão dos tipos de interação entre o λ−DNA

e o ligante.

6.1 Análise de resultados do comprimento de persistência

Depois do ajuste das curvas de força por extensão pelo modelo WLC foram obtidas as pro-

priedades mecânicas. Na Fig. 6.1 se mostra o comprimento de persistência A do complexo de

λ−DNA-Berenil em função da concentração total do ligante (CT ) na presença de duas soluções

salinas diferentes, [Na] = 150 mM e [Na] = 10 mM . Para cada solução salina, foi utilizado o

mesmo λ−DNA ao longo do processo e cada comportamento foi o resultado médio no comprimento

de persistência de mais de quatro moléculas de DNA diferentes. As barras de erro foram calculados

pelo erro padrão da média.

No gráfico, observa-se um aumento no valor de A até certo limite de concentração de ligante, e,

em seguida, uma diminuição até atingir a saturação, evidenciando um comportamento de tipo não

40
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Figura 6.1: Comprimento de Persistência em função da concentração total de ligante. Com-

portamento não monotônico do comprimento de Persistência em funçaõ de CT para duas soluções salinas

diferentes: [Na] = 150 mM e [Na] = 10 mM .

monotônico. Esses tipos de comportamentos são exibidos por vários tipos de complexos e geralmente

ocorrem quando há uma competição entre dois modos de ligação diferentes [14, 52] ou quando um

modo de ligação induz alterações conformacionais na dupla hélice [53].

Para forças iônicas altas, o aumento ocorre de aproximadamente 48 nm a aproximadamente 58

nm, até um limite de concentração de 1, 5 µM de Berenil. Para forças iônicas baixas, o aumento

ocorre de aproximadamente 46 nm a aproximadamente 90 nm, num limite de concentração igual

a 1 µM de Berenil. Este aumento prolongado no comprimento de persistência sugere a existência

de uma posśıvel intercalação, sendo esta mais predominante para forças iônicas baixas. Embora a

intercalação possa estar presente, certamente não é o unico mecanismo de união já que para outros

intercalantes t́ıpicos o comportamento no comprimento de persistência é muito diferente, isto é, o

nosso comportamento não-monotônico no comprimento de persistência sugere um mecanismo de

união misto.

Além disso, observa-se que para forças iônicas elevadas e baixas, a saturação ocorre em concen-

trações muito baixas de fármaco, em torno de 3, 5 µM . Isto sugere um forte grau de ligação entre

o fármaco e a molécula de λ−DNA.

Segundo Reinert (1999), o único modo de ligação entre o ctDNA (DNA de timo de vitela) e o

Berenil é a ligação não covalente com a fenda menor do poĺımero, que é acompanhada por alterações

conformacionais na estrutura da dupla hélice, como flexões e desenrolamentos, e afetam diretamente

os parâmetros mecânicos. Por outro lado, experimentos de viscosimetria mostram que para baixas

concentrações de sal, ocorre um aumento no comprimento de contorno e persistência, evidenciando
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uma posśıvel intercalação. Embora estes resultados sejam consistentes com os nossos, existem duas

possibilidades:

1. uma ligação mista entre dois tipos de ligação (ligação de fenda e intercalação), que está

fortemente relacionado com a força iônica em solução, ou

2. um único modo de ligação (ligação de fenda) acompanhado de alterações conformacionais,

como desenrolamentos ou flexões na dupla hélice como produto da ligação com a fenda menor

do DNA, a qual gera aumentos nas propriedades mecânicas do complexo.

No caso de um modo de ligação mista, nossos resultados não permitem saber se os modos de

ligação são independentes ou acoplados. Existem fármacos que apresentam comportamentos mistos

de ligação como a actinomicina D [52,54–59]. Esse composto exibe dois modos de ligação simultânea,

ou seja, uma parte da molecula intercala, enquanto a outra liga em uma das fendas do DNA, por

sua vez a daunomicina ou doxorrubicina, que além de apresentar intercalação, mostram uma de-

pendência na formação de pequenos autoagregados ao longo da cadeia polimérica do DNA [60].

Por outro lado, encontramos ligantes com modos independentes de ligação mista, como o Hoechst

33258 [14] e β-Ciclodextrina [61], cujos modos de ligação são controlados pela concentração do

substrato da amostra [14,61]. No caso do psoralen [62], pode-se controlar seus modos de ligação de

forma independente, através da modulação na iluminação da amostra [53, 62,63].

6.1.1 Determinação dos parâmetros F́ısico-qúımicos da interação

A fim de abstrair e analisar os parâmetros f́ısicos-qúımicos envolvidos na interação, segundo o

caṕıtulo anterior, para um comportamento não monotônico do comprimento de persistência como

o nosso, se pode utilizar o modelo estat́ıstico de desordem de dois sit́ıos. Nesse modelo, um sit́ıo

local ocupado por um agregado de moléculas de ligante tem probabilidade igual a r
rmax

enquanto a

probabilidade de estar desocupado é de 1− r
rmax

.

O comprimento de persistência efetiva de nosso complexo (Fig. 6.1) sugere uma associação por

duas molas entrópicas em série que consequentemente estão dados por três comprimentos de per-

sistência locais A0, A1 e A2:

1

AE

=
f(r)

A0

+
g(r)

A1

+
h(r)

A2

(6.1)

Onde,

1. f(r) é a probabilidade de ter dois śıtios desocupados, f(r) = (1− r
rmax

)2,
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2. g(r) é a probabilidade de ter dois śıtios consecutivos, um ocupado e outro desocupado, g(r) =

2( r
rmax

)(1− r
rmax

), e

3. h(r) é a probabilidade de ter dois śıtios consecutivos ocupados, h(r) = ( r
rmax

)2,

assim, o comprimento de persistência efetiva AE pode ser escrito da forma:

1

AE

=
(1− r

rmax
)2

A0

+ 2
( r
rmax

)(1− r
rmax

)

A1

+
( r
rmax

)2

A2

(6.2)

Finalmente, para determinar os parâmetros f́ısicos-qúımicos envolvidos na interação do nosso

complexo, a fração de śıtios ligados r deve ser representada mediante uma isoterma de ligação ade-

quada. Para esses fins foi utilizada a isoterma de Hill e a isoterma de ligação sequencial.

Forças iônicas altas (Solução com PBS, [Na]=150 mM)

O primeiro teste foi a isotérma de Hill. Geralmente, para sistemas DNA-Ligantes que têm um

único modo de ligação, é utilizada a isoterma de Hill (simple Hill), a qual tem uma única constan-

te de associação. Para os sistemas DNA-ligantes que possuem dois modos de ligação acoplados e

cuja interação ocorre de forma simultânea, utiliza-se uma isotérma de Hill como uma soma de dois

processos de Hill (Duplo Hill), a qual é caracterizada por duas constantes de associação, correspon-

dentes a cada modo de ligação.

Os três ajustes mencionados são apresentados na Fig. 6.2. Como é mostrado na figura, o modelo

de ligação sequencial não ajusta-se aos dados experimentais obtidos, por conseguinte, não é um

modelo ideal para a análise da curva experimental. Por outro lado, no caso do modelo de Hill, o

ajuste feito pelas duas isotérmas (simple Hill e duplo Hill) se encaixa com precisão aos nossos dados

experimentais. De fato, os parâmetros f́ısicos-qúımicos captados pelas duas isotérmas são iguais, o

que significa que existe apenas um modo de ligação efetivo.

Os parâmetros f́ısicos-qúımicos obtidos são: K = (7, 9 ± 0, 7)x105 M−1, n = (7 ± 2, 5), A1 =

(75 ± 7) nm, A2 = (41 ± 1) nm e rmax = (0, 4 ± 0, 1). Estes resultados indicam que a constante

de associação é consistente com outros resultados [32, 64, 65]. Seu valor confirma a forte ligação

entre o Berenil e o λ−DNA, tal como mencionado acima. Em relação ao coeficiente de Hill, o mo-

do de ligação é altamente cooperativo indicando que, devido à elevada força iônica na solução, a

interação eletrostática repulsiva entre cada molécula não impede a ligação do seguinte, gerando
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Figura 6.2: Ajuste do comprimento de Persistência para forças iônicas altas. Ajuste de A pela

isoterma simple Hill, Dupla Hill e sequencial de ligação. Verifica-se um único modo de ligação de tipo altamente

cooperativo.

uma ligação simultânea de ∼ 7 moléculas de fármaco ao longo da dupla hélice do λ−DNA. O local

de ligação seria preferencialmente a fenda menor do λ−DNA, segundo resultados conduzidos por

RMN e cristalografia de raios X [25,26]. Estes resultados são muito importantes, porque, devido

ao seu elevado grau de cooperatividade, o mecanismo de união sugerido na interação do complexo

λ−DNA-Berenil para forças iônicas altas é a ligação não covalente com a fenda menor do λ−DNA,

como relatado por Reinert e Pilch et al [32, 66].

O parâmetro rmax indica que para uma concentração de ∼ 3µM de ligante livre há uma satu-

ração quando aproximadamente 40% da molécula de DNA está ligada pelo Berenil, como relatado

por outros investigadores [32,64]. Também os resultados da persistência local A1 e A2 sugerem que

para baixas concentrações de Berenil (CT < 1, 5 µM) aumenta a rigidez durante o alongamento,

enquanto que para concentrações elevadas de Berenil (CT > 1, 5 µM) a rigidez tende a diminuir,

como é mostrado na Fig. 6.1, que mostra o ajuste da persistência efetiva em função da concentração

total de ligante.

Forças iônicas baixas (Solução com PBS, [Na]= 10 mM)

Neste caso, verificou-se que a isotérma de Hill mostra um comportamento idêntico com a isotérma

dupla de hill. Além disso, tanto o modelo de Hill como o modelo de ligação sequencial encaixam em

conformidade com os nossos dados experimentais, tal como ilustrado na Fig. 6.3.
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Figura 6.3: Ajuste do comprimento de persistência para forças ionicas baixas. Ajuste do compri-

mento de persistência pela isoterma de Hill (simple Hill) e sequencial de ligação em função da concentração

total de ligante.

De acordo com o modelo de ligação sequencial, as constantes de afinidade K1 e K2 são iguais,

indicando mais uma vez que existe uma forma única de ligação. Além disso, o fato de que os nossos

resultados poderem ser ajustados por essa isotérma, significa que o modo de ligação é do tipo não

cooperativo, isto é, moléculas de ligante individuais se ligam ao DNA quase sequencialmente.

Segundo o modelo de ligação sequencial, as constantes de afinidade são: K1 = K2 = (1, 3 ±

0, 5)x106 M−1 e os parâmetros pelo modelo de Hill estão dados por: K = (1, 7 ± 0, 4)x106 M−1,

n = (1, 6 ± 0, 6) e rmax = (0, 4 ± 0, 1). Embora a constante de afinidade seja cerca de duas vezes

a constante de afinidade para forças iônicas altas, a cooperatividade entre as moléculas de Berenil

diminui fortemente, atingindo um processo de tipo não cooperativo, conforme identificado no coefi-

ciente de Hill. Aparentemente, devido à carga total da molécula de Berenil e a baixa força iônica

em solução, a interação eletrostática repulsiva entre cada molécula dificulta a ligação da seguinte,

evitando a ligação simultânea de várias moléculas.

Tal como no caso anterior, o parâmetro rmax indica que aproximadamente 40% da molécula

de λ−DNA está ocupada por Berenil na saturação. Estes resultados sugerem que o mecanismo de

ligação na interação do complexo λ−DNA-Berenil para forças iônicas baixas é, possivelmente a

intercalação [8, 14].
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Figura 6.4: Comprimento de contorno em função da concentração total de ligante. Variação de

L em função de CT para duas forças iônicas diferentes: [Na] = 150mM e [Na] = 10mM .

6.2 Análise de resultados do comprimento de contorno

Outra propriedade mecânica abstráıda das curvas força versus extensão é o comprimento de

contorno L. Na Fig.6.4 mostra-se o comportamento normalizado do comprimento de contorno do

complexo λ−DNA-Berenil em função da concentração total de ligante, para duas forças iônicas

opostas, [Na] = 150 mM e [Na] = 10 mM . A normalização de L foi realizada com referência ao

comprimento de contorno de um DNA puro (sem ligante), correspondendo aproximadamente a 16, 5

µm.

De acordo com a Fig. 6.4, evidencia-se um comportamento monotônico crescente, que satura

depois de uma concentração aproximada de 1 µM de Berenil, novamente indicando a forte ligação

entre o fármaco e o DNA. Para forças iônicas baixas o aumento é mais longo, atingindo a satu-

ração em torno de L/Lo = 1, 35. No entanto, para forças iônicas elevadas, ocorre a saturação após

L/Lo = 1, 14 aproximadamente.

Este aumento no comprimento de contorno sugere novamente duas possibilidades: que a inter-

calação desempenha um papel importante na interação do nosso complexo de λ−DNA-Berenil, tal

como referido por Pilch et al, e outros complexos com comportamento é semelhante [53, 67, 68], ou

que este aumento é o resultado de mudanças conformacionais geradas pela ligação não covalente

com a fenda menor do DNA, como é relatado por Reinert [66].

Para analisar a intercalação como posśıvel solução, de acordo com o caṕıtulo 3, o aumento
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máximo induzido por uma molécula intercalada δmax, entre os pares de base está dado por:

δmax =
∆Θmax

rmax
(6.3)

Geralmente, o espaçamento natural entre dois pares de base consecutivos é de ∆ = 0, 34 nm.

Uma vez que a fração de śıtios ligados na saturação (rmax) foi de 0,4 para ambas resistências iônicas,

então, se tem que para resistências iônicas altas, segundo a Fig. 6.4 o aumento relativo máximo de

L é de Θmax = 0, 14 nm. Portanto, o aumento máximo induzido δmax, segundo a equação 6.3 é de

∼ 0, 12 nm. No caso de forças iônicas baixas, Θmax = 0, 35 nm, e por consequência, δmax = 0, 3

nm. Este resultado é muito interessante, porque mostra que, para forças iônicas baixas, o aumento

induzido é compativél com o gerado por um intercalante t́ıpico. Enquanto para forças iônicas altas

o aumento induzido é menor, e concorda plenamente com o valor obtido por Reinert na interação

do complexo ctDNA-Berenil.

Além disso, o fato de que para forças iônicas baixas, o processo de ligação é de tipo não coopera-

tivo, ou seja, cada molécula é ligada de forma independente ao longo da rede do poĺımero, indicando

fortemente que o modo de ligação predominante para esta força iónica é a intercalação. Por outro

lado, os resultados das figuras 6.1 e 6.4 não concordam totalmente com um intercalante puro, suge-

rindo uma pequena interferência de um segundo modo de ligação.

No caso de forças iônicas elevadas, o processo de ligação é altamente cooperativo, portanto, o

modo de ligação predominante é, a ligação de fenda. Embora haja um ligeiro aumento no com-

primento de contorno, os nossos resultados não podem discriminar se, de fato, é uma intercalaçao

parcial pelas moléculas de Berenil, como está expresso na pesquisa de Pilch et al, que sugere uma

ligação mista entre a ligação de fenda e intercalação parcial.

Assim, por meio de uma compilação dos resultados até agora obtidos por Pilch et al, Reinert,

Zhou e os nossos resultados, propomos o seguinte mecanismo de interação para o complexo DNA-

Berenil:

O mecanismo de interação do complexo λ−DNA-Berenil encontra-se estabelecido mediante a

ligação mista e acoplada entre a ligação de fenda (modo de ligação primária) e intercalação parcial,

este último dependente da força iônica em solução e causadora dos aumentos no comprimento de

contorno do poĺımero (0,12 para [Na]=150 mM e 0,3 para [Na]=10 mM). Para forças iônicas altas,

a intercalação parcial é fraca, e, o modo de ligação predominante é a ligação não covalente com a

fenda menor do λ−DNA. Por outro lado, para forças iônicas baixas, sobressáı a intercalação parcial.
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6.3 Análise dos experimentos de Força Máxima Aplicada

De acordo com Bazoni et al, a aplicação de forças elevadas sobre complexos λ−DNA-intercalantes

geram mudanças no seu comprimento de persistência que estão diretamente relacionados com

posśıveis desnaturações parciais ao longo da estrutura do poĺımero. Esta análise é de grande im-

portância para o nosso trabalho, porque nos permite verificar a interferência da intercalação no

mecanismo de ligação do nosso complexo λ−DNA-Berenil.

O protocolo experimental é semelhante ao que tinha-se trabalhado. Para três potências diferen-

tes do laser, abstraem-se o comprimento de contorno e o comprimento de persistência do ajuste

experimental feito pelo modelo WLC sobre a curva de força por extensão do complexo λ−DNA-

Berenil para determinada concentração de droga. Como discutido acima, a potência do laser está

diretamente relacionado com a força máxima de aprisionamento e, portanto, com a constante de

força k. Nesta ordem de ideias, se tem realizado medições para três valores diferentes de k, (6,2±0,3)

pN/µm, (10,9± 0,5) pN/µm e (15,5± 0,8) pN/µm, que correspondem a 6, 10,5 e 15 pN aproxima-

damente. Cada valor de k foi obtido mediante a calibração da pinça óptica pelo método de Stokes

e foi modificada através da variação da potência de sáıda do laser utilizando uma série de filtros

colocados ao longo do percurso óptico.

Na Fig. 6.5 mostra-se o comprimento de persistência dos complexos λ−DNA-Berenil em função

da força máxima aplicada para duas soluções salinas diferentes. No caso de forças iônicas elevadas, a

concentração de fármaco foi de 1, 5 µM , enquanto que para forças iônicas baixas, a concentração de

Berenil foi de 1 µM . De acordo com a Fig. 6.1, cada concentração corresponde ao ponto de inflexão

máxima na curva, a qual determina a transição na rigidez do poĺımero durante a interação.

Como é mostrado na Fig. 6.5 para forças iônicas baixas evidencia-se uma queda monotônica no

comprimento de persistência do complexo λ−DNA-Berenil, como função da força máxima aplicada.

Esse mesmo comportamento foi relatado por Bazoni no caso de dois intercalantes t́ıpicos, a doxorru-

bicina e o Brometo de Et́ıdio. No caso de forças iônicas elevadas, o comprimento de persistência não

apresenta mudanças significativas dentro das barras de erro, tal e como o relata Bazoni (2015) et al,

ao analisar a dependência da força máxima em moléculas de λ−DNA sem farmaco ligado (λ−DNA

puro). Foram feitos outros experimentos para um par de concentrações diferentes de fármaco, mos-

trando o mesmo comportamento fortalecendo assim, o mecanismo de interação proposto por nós.

O comportamento exibido pelo comprimento de persistência é dependente da força aplicada.

Segundo Rocha e Bazoni, este comportamento pode ser interpretado como uma desnaturação par-

cial da molécula de DNA, produto do rompimento localizado de algumas ligações de hidrogênio,

induzidos previamente pela intercalação de moléculas de ligante ao longo da dupla hélice do poĺıme-

ro. Geralmente, estas quebras ocorrem aleatoriamente em forma de espaços vazios ao longo do

DNA, conhecidos como bolhas de desnaturação. Assim, essas bolhas contribuem com a queda no
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Figura 6.5: Variação do comprimento de persistência máximo em função da forma máxima

aplicada. Variações no comprimento de persistência dos complexos λ−DNA-Berenil em função da força

máxima aplicada para duas soluções salinas diferentes: [Na] = 150mM e [Na] = 10mM .

comprimento de persistência local e efetiva do complexo.

Na Fig. 6.6 encontra-se a relação entre o comprimento de contorno L dos complexos λ−DNA-

Berenil e a força máxima aplicada, para duas forças iônicas, [Na] = 150 mM e [Na] = 10 mM . É

claro que em ambas situações, L não apresenta alterações significativas dentro das barras de erro,

como reportado por Bazoni et al, para a interação com doxorrubicina, Brometo de et́ıdio e para

a molécula de λ−DNA sem fármaco ligado (λ−DNA puro). Assim, parece que o comprimento de

contorno é independente da força aplicada.

Como informação complementar, para forças iônicas baixas, foram realizados experimentos de

força alta, invertendo a ordem das forças máximas aplicadas (15pN , 10,5pN e 6pN). Para inter-

calantes t́ıpicos como a doxorrubicina e o Brometo de et́ıdio, quando uma força inicial máxima é

aplicada, esta causa uma desnaturação parcial máxima. Se uma segunda força de módulo inferior

é aplicada, está força será independente das alterações no comprimento de persistência do com-

plexo, como é relatado por Bazoni et al. Segundo a nossa experiência, de acordo com a Fig. 6.7

verificou-se que, na verdade, o comprimento de persistência experimenta uma queda abrupta para

uma força máxima de 15 pN . Embora para 10, 5 pN não ocorra mudança representativa, um ligeiro

aumento é evidente no comprimento de persistência para 6 pN . Uma vez que o comportamento é

quase semelhante ao relatado na literatura, sugere-se que a pequena alteração para 6 pN , é devido

à interferência de um segundo modo de união, que embora não seja dominante, podeŕıa chegar a

ter um efeito sobre o comportamento do complexo.



CAPÍTULO 6. DISCUSSÃO DE RESULTADOS 50

Figura 6.6: Variação do comprimento de contorno em função da força máxima aplicada. Variações

no comprimento de contorno dos complexos λ−DNA-Berenil em função da força máxima aplicada para duas

soluções salinas diferentes: [Na] = 150mM e [Na] = 10mM .

Figura 6.7: Invertendo a potencia: Variação do comprimento de persistência máximo em função

da forma máxima aplicada. Variações no comprimento de persistência devido á inversão da força máxima

aplicada (de maior a menor magnitude) para forças ionicas baixas.
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Conclusões

Mediante experimento de pinçamento óptico foram realizados alongamentos de molécula única

do complexo DNA-Berenil no regime entrópico de baixas e máximas forças aplicadas. A partir do

ajuste da curva de força por extensão, foram extráıdas as propriedades mecânicas, comprimento de

contorno e comprimento de persistência para diferentes concentrações de Berenil.

No caso de forças baixas (1, 5 pN), para forças iônicas altas e baixas, constatou-se que a va-

riação do comprimento de persistência apresenta um comportamento não monotônico, crescente até

uma concentração de 1, 5 µM para forças iônicas elevadas e 1 µM para força iônicas baixas e, em

seguida, decrescente até uma concentração de 3, 5 µM , onde a saturação é atingida. Além disso, um

comportamento monotonicamente crescente no comprimento de contorno do complexo foi registado,

que satura para certa concentração de Berenil (1, 5 µM a elevadas resistências iônicas, 1 µM de

força iônica baixa). Nas forças iônicas baixas o aumento no comprimento de persistência e contorno

é maior, que indica que seja resultado de uma intercalação parcial do ligante.

A partir de uma metodologia baseada no modelo estat́ıstico de desordem de dois śıtios e uma

isoterma de ligação adequada, no nosso caso isoterma de Hill, foram obtidos as propriedades f́ısico-

qúımicas da interação (constante de afinidade, grau de cooperatividade, fração de śıtios ligados na

saturação) a partir do comprimento de persistência do complexo. Estes resultados mostram que os

modos de ligação do complexo λ-DNA-Berenil, ligação de fenda e intercalação, podem ser modula-

dos alterando a força iônica em solução. Para concentrações iônicas elevadas ([Na] = 150 mM), o

modo de ligação entre o Berenil e o λ-DNA, é uma ligação não covalente com a fenda menor, sendo

o modo de ligação dominante na interação. Por outro lado, para as concentrações iônicas baixas

([Na] = 10 mM), o ligante também intercala parcialmente com a dupla hélice, tal como demons-

trado não só pela análise por pinçamento óptico, mas também por outras técnicas experimentais,

tais como fluorescência, espectropolarimetria por dicróısmo circular, viscosimetria, cristalografia de

raios-X, ressonância magnética nuclear, entre outros [24–26,32,66,74].

No caso de forças máximas dentro do regime entrópico, foram aplicadas três forças de 6, 10, 5 e

51
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15 pN ao complexo DNA-Berenil para concentrações de ligante de 1, 5 µM , para forças iônicas altas

e de 1 µM para forças iônicas baixas respectivamente. Em altas forças iônicas, o comprimento de

persistência do complexo é independente da força, no entanto, para baixas concentrações iônicas,

o comprimento de persistência apresenta uma queda, produto da desnaturação parcial do poĺımero

devido à força máxima aplicada. Em relação ao comprimento de contorno, verificou-se ser indepen-

dente da força aplicada. O comportamento apresentado para forças ionicas baixas é semelhante ao

de outros fármacos tais como doxorrubicina e brometo de et́ıdio, considerados intercalantes t́ıpicos.

Essa observação reforça a proposta de que, para forças iônicas baixas, o complexo experimenta uma

intercalação parcial por parte do ligante.

Como perspectivas, esta metodologia pode ser aplicada no caso de outros complexos que expe-

rimentam vários modos de ligação, especialmente aqueles ligantes cuja intercalação faz parte desses

modos de ligação.

Além disso, se poderiam aplicar outras técnicas experimentais (espectroscopia de absorção, espal-

hamento de luz, espectropolarimetŕıa e ressonância magnética nuclear) para o analise estrutural do

complexo λ-DNA-Berenil em diferentes condições iônicas. Este análise estrutural permitira identifi-

car os śıtios de ligação espećıficos ao longo do poĺımero produto da intercalação parcial do fármaco.

Até agora é desconhecido o śıtio preferencial onde ocorre a intercalação, ao igual que as mudanças

conformacionais do complexo, produto dos câmbios na força iônica em solução.

Embora o análise foi feito para o complexo DNA-Berenil, seria ideal desenvolver um protocolo

de análise para a interação do berenil dentro e fora do núcleo celular.

Finalmente como perspectiva pessoal, seria importante focalizar todos os estudos recebidos ao

longo destes dois anos, ao desenvolvimento de novos projetos no campo da biologia molecular, a

biof́ısica e a engenharia genética. Embora o pinçamento óptico é relativamente novo, ainda não é

muito conhecido em latinoamérica. Por isso, atualmente é importante a criação de novos grupos

de pesquisa que ajudem ao desenvolvimento deste campo de estudo, que tem virado de grande

importância no desenho e produção de fármacos.
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Apêndice A: Artigo aceito para

publicação

Neste apêndice apresentamos o artigo “Unraveling the physical chemistry and the mixed binding

modes of complex DNA ligands by single molecule stretching experiments” aceito para publicação

na revista RSC Advances da Royal Society of Chemistry na data de 29/10/2016 durante execução

dos trabalhos de mestrado.
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[38] ROCHA M. S.; “Pinças ópticas: experimento e teoria”. Dissertação de Mestrado, Universidade

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil, 2004.

[39] MAZOLLI A., NETO P. A. M. and NUSSENSVEIG H. M.; “Theory of trapping forces in

optical tweezers”. Proc. R. Soc. Lon., 459, (2040), 3021-3041, 2003.

[40] NETO P. A. M. and NUSSENSVEIG H. M.; “Theory of optical tweezers”. Europhys. Lett.,

50, (5), 702-708, 2000.

[41] ASHKIN A.; “Acceleration and trapping of particles by radiation pressure”. Phys. Rev. Lett.,

24, 156-159, 1970.

[42] ASHKIN A. and DZIEDZIC J. M.; “Optical levitation by radiation pressure”. Appl. Phys.

Lett., 19, 283-289, 1971.

[43] ASHKIN A. and DZIEDZIC J. M.; “Optical levitation in high vacuum”. Appl. Phys. Lett., 28,

333-335, 1976.

[44] ASHKIN A. and DZIEDZIC J. M.; “Observation of resonances in radiation pressure on dieletric

spheres”. Phys. Rev. Lett., 38, 1351-1354, 1977.

[45] ASHKIN A. and DZIEDZIC J. M.; “Optical trapping and manipulation of viruses and bacteria”.

Science, 235, 1517-1520, 1987.

[46] ASHKIN A. DZIEDZIC J. M. BJORKHOLM J. E. and CHU S.; “Observation of as ingle-beam

gradient force optical trap for dieletric particles”. Opt. Lett., 11, 288-290, 1980.

[47] ASHKIN A. DZIEDZIC J. M., YAMANE T.; “Optical trapping and manipulation of single

cells using infrared-laser beams”. Nature, 330, 769-771, 1987.

[48] ASHKIN A.; “Forces of a single-beam gradient laser trap on a dielectric sphere in the ray optics

regime”. Biophys. J., 61, 569-582, 1992.

[49] ASHKIN A.; “Optical trapping and manipulation of neutral particles using lasers”. Natl. Acad.

Sci. USA, 94, 4853-4860, 1997.

[50] SANTOS P. A. e ROCHA M. S.; “Teoria e calibração de pinças óticas”. Dissertação de Mes-
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