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Resumo

OLIVEIRA, Rayane Maria de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2022.
A cafeína como catalisador de fármacos à base de platina: um estudo de
espectroscopia de força de molécula única. Orientador: Márcio Santos Rocha.

Embora muitos avanços tenham ocorrido ao longo dos anos nas quimioterapias, os efeitos

colaterais, muitas vezes relacionados à falta de seletividade dos fármacos, continuam sendo

um grande problema clínico. Assim, uma compreensão da interação dos medicamentos

com a molécula de DNA (ácido desoxirribonucleico) pode ajudar a modular a resposta a

tratamento de tumores. É bem relatado na literatura que a cafeína, o alcaloide mais con-

sumido em todo o mundo, potencializa os efeitos anticancerígenos do fármaco cisplatina

ao inibir o reparo do DNA pela maquinaria celular. Aqui, realizamos ensaios de espectros-

copia de força em molécula única, com pinças ópticas, para mostrar que a cafeína aumenta

a toxicidade não apenas da cisplatina, mas também de vários fármacos à base de platina

(transplatina, carboplatina e oxaliplatina) já em nível molecular, usando amostras con-

tendo apenas DNA de Ąta dupla, fármacos de platina e o alcaloide em um tampão fosfato

simples, ou seja, completamente fora do ambiente complexo encontrado dentro das células

vivas reais. De fato, ao extrair parâmetros mecânicos, como comprimento de contorno

e persistência desses complexos, nossos resultados mostram que a cafeína atua como um

catalisador alostérico que aumenta a constante de associação efetiva entre a molécula de

DNA e os fármacos de platina em torno de ∼7,5× (para carboplatina) até ∼24-29× (para

os outros três fármacos). Além disto, a presença de cafeína suprimiu qualquer cooperati-

vidade que ocorre nas reações de ligação de alguns dos fármacos de platina (cisplatina e

carboplatina) com a molécula de DNA quando o alcaloide está ausente. Até onde sabemos,

esta é a primeira vez que tal propriedade da cafeína foi demonstrada em nível molecular

fora do ambiente celular. Além disso, também mostramos que tal propriedade parece

ser geral para fármacos à base de platina porque as mesmas conclusões foram alcançadas

para quatros exemplos clássicos desses compostos: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina e

transplatina. Portanto, o presente trabalho fornece novas informações sobre o mecanismo

de ação envolvendo a combinação de compostos para aplicações quimioterápicas.

Palavras-chave: DNA.Pinça óptica. Fármacos de platina. Espectroscopia de força.



Abstract

OLIVEIRA, Rayane Maria de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2022.
Caffeine as a catalyst for platinum-based drugs: a single-molecule force spec-
troscopy study. Adviser: Márcio Santos Rocha.

Although many advances have occurred over the years in chemotherapies, side effects of-

ten related to the lack of selectivity of drugs remain a major clinical problem. Thus, an

understanding of the drugs interaction with the DNA molecule (deoxyribonucleic acid)

can help modulate the tumor response. It is well reported in the literature that caf-

feine, the most consumed alkaloid worldwide, potentiates the anticancer effects of the

drug cisplatin by inhibiting DNA repair by the cellular machinery. Single-molecule force

spectroscopy assays were performed with optical tweezers to show that caffeine increases

the toxicity not only of cisplatin but also of several platinum-based drugs (transplatin,

carboplatin and oxaliplatin), at the molecular level, using samples containing only double-

stranded DNA, platinum drugs and the alkaloid in a single phosphate buffer, in the other

words, completely outside the complex environment found inside real living cells. Indeed,

by extracting mechanical parameters such as persistence and contour lengths of these

complexes, our results show that caffeine acts as an allosteric catalyst that increases the

effective association constant between the DNA molecule and the platinum drugs around

∼7,5× (for carboplatin) to ∼24-29× (for the other three drugs). Furthermore, the pre-

sence of caffeine suppressed any cooperativity that occurs in the binding reactions of some

of the platinum drugs (cisplatin and carboplatin) with the DNA molecule when the alka-

loid is absent. This is the Ąrst time such a property of caffeine has been demonstrated at a

molecular level outside the cellular environment. In addition, we also show that this pro-

perty appears to be general for platinum-based drugs because the same conclusions were

reached for four classic examples of these compounds: cisplatin, carboplatin, oxaliplatin

and transplatin. Therefore, the present work provides new information on the mechanism

of action involving the combination of compounds for chemotherapy applications.

Keywords: DNA. Optical Tweezers. Platinum drugs. Force spectroscopy.
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I Introdução

Depois do desenvolvimento da radiação eletromagnética monocromática, coerente,

direcional e de alta intensidade conhecida como laser (Light AmpliĄcation by Stimulated

Emission of Radiation) em 1960, foi possível criar armadilhas para aprisionar partículas

dielétricas em escala micrométrica. O aprisionamento foi desenvolvido pelo físico Arthur

Ashkin, o qual foi laureado com o prêmio Nobel de Física em 2018, por sua invenção

conhecida como pinça óptica [13].

Nos últimos anos, esta técnica vem sendo utilizada em várias áreas para compre-

ender propriedades de materiais, além de sistemas biológicos. O uso desta ferramenta

permite a compreensão de propriedades mecânicas da molécula de DNA, que é o polí-

mero semi-Ćexível base para a nossa existência, ao avaliar a interação desta estrutura

com diferentes tipos de compostos.

Estudos anteriores mostram como os fármacos de platinas interagem com a molé-

cula de DNA, seu principal alvo no ambiente intracelular, formando micro-loops e cross-

links quando dois sítios das platinas estão disponíveis para ligação. Nas referências [7Ű10],

encontramos estudos para a interação de quatro compostos de platinas com o DNA, sendo

eles a cisplatina, carboplatina, oxaliplatina e transplatina, usando a técnica de pinça óp-

tica para compreender sobre a físico-química das interações. Esses fármacos foram desen-

volvidos para tratamento de vários tipos de cânceres, pois quando se ligam à molécula

de DNA, impedem processos de replicação e de transcrição, bloqueando a sintetização de

novas moléculas essenciais para a divisão celular. Porém, em alguns tratamentos cance-

rígenos, eles possuem efeitos colaterais associados ao seu uso, além de potencia para o

desenvolvimento de resistência pelas células.

Uma forma de melhorar a eĄciência destes medicamentos nas quimioterapias é

utilizar uma segunda molécula para modular a atividade dos compostos. É relatado na

literatura que o alcalóide mais consumindo no mundo, a cafeína, possui a capacidade

de aumentar a eĄcácia da cisplatina em nível celular [14, 15]. Neste trabalho, queremos

compreender o real papel da maquinaria celular neste processo, estudando a interação

diretamente das moléculas de platinas e cafeína com a molécula de DNA, compreendendo

a físico-química da interação do complexo. Como comparação realizamos a análise para

os quatro fármacos já estudados pela técnica de pinça óptica sem a cafeína.

Como resultado concluímos que o alcalóide pode promover o efeito de eĄcácia fora

do ambiente complexo celular, pois este aumenta a constante de ligação de equilíbrio efe-

tiva medida entre as interações do DNA com os quatro fármacos de platinas estudados;

além de alterar o comportamento de cooperativo para a cisplatina e carboplatina. Em

geral, concluímos que a cafeína é um alcalóide que age como um catalisador alostérico

no sistema estudado. Mais estudos em nível microscópicos precisam ser realizados para
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compreender melhor as ligações envolvidas, mas deixamos nossa contribuição em nível de

moléculas únicas que fornece um grande salto para a compreensão de como um medica-

mento pode ser modulado para melhorar a eĄciência em novos tratamentos envolvendo a

quimioterapia.

Em resumo, nos capítulos 2 e 3, fazemos uma revisão das moléculas estudadas

neste trabalho.

No capítulo 4, abordamos o princípio de funcionamento e uma breve abordagem

da técnica de pinça óptica e UV-VIS.

Nos capítulos 5, 6 e 5, discutimos sobre a estrutura, modelos e interações do

polímero essencial para nossa vida, DNA.

Nos capítulos 8 e 9 apresentamos a rotina experimental e o modelo para extrair

informações dos dados obtidos.

E Ąnalmente nos capítulos 10, 11 e 12 apresentamos os resultados e conclusões

deste trabalho.

Por Ąm, no capítulo 13 mostramos o artigo publicado sobre os resultados aqui

apresentados.
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II Compostos de platinas

Nos últimos anos cada vez mais pesquisas estão sendo voltadas para a busca da

cura do câncer, uma doença que é causada pela multiplicação descontrolada de células

anormais. Uma área dessas pesquisas busca compreender como medicamentos utilizados

em quimioterapia funcionam ao serem administrados durante os tratamentos, e quais são

seus principais mecanismos de ação. De início utilizavam-se apenas compostos orgânicos

para tratamentos, como o taxol e vimblastina [16, 17] , mas nas últimas quatro ou cinco

décadas, com a demonstração da atividade anticancerígena dos complexos contendo pla-

tina por Rosenberg e colaboradores, ampliou-se a possibilidade da cura de vários tipos de

tumores com compostos inorgânicos.

O físico Barnet Rosenberg ao estudar os efeitos do campo elétrico em uma cultura

de bactérias Escherichia coli (E. coli) na Universidade do Estado de Michigan, nos Estados

Unidos, observou que o processo de divisão celular era inibido quando o campo elétrico era

aplicado sobre a cultura, e as células da E. coli cresciam formando Ąlamentos alongados,

como mostrado na Figura 2.1. Este fenômeno foi explicado pela dissociação da platina do

eletrodo no meio de cultura que continha sais de amônio, formando um complexo de metal

que ao ser exposto à luz causavam a Ąlamentação das bactérias. Portando, com a inibição

da divisão celular, os complexos a base de platina começaram a ser desenvolvidos para

parar a multiplicação descontrolada de células cancerígenas, sendo amplamente aplicados

em vários tipos de tratamentos [1].

Figura 2.1 Ű Imagem a esquerda ilustra a bactéria E. coli normal e da direita quando
ocorre o processo de Ąlamentação [1].

Neste trabalho estudamos quatro compostos de platina: cisplatina, carboplatina,

oxaliplatina e o isômero trans da cisplatina, a transplatina. O mais comumente utilizado

em tratamentos clínicos é a cisplatina (cis-[diamindicloroplatina(II)], cis-[PtCl2(NH3)2]),
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que primeiramente foi testados em pacientes terminais e, posteriormente, em câncer como

de pulmão, cabeça, esôfago, estômago, linfomas, melanoma, osteossarcoma, de mama e

cérvix, sobretudo em associação com outros medicamentos, em vários esquemas terapêu-

ticos. A Figura 2.2 representa a estrutura química planar da molécula de cisplatina, que

sofre um processo de hidrolisação em meio aquoso. Neste processo, os dois íons de cloro

(Cl) se dissociam, liberando dois sítios para a ligação com moléculas de água, chegando

ao seu estado bivalente ativo (2+).

Pt

Cl

NH3Cl

NH3







Pt

OH2

NH3OH2

NH3







+2

+ 2Cl
−

Figura 2.2 Ű Estrutura química planar da cisplatina inerte sofrendo o processo de
hidrolisação para sua forma ativa em meio aquoso.

Ao sofrer a hidrolisação no meio intracelular, estudos mostram que o principal

alvo da cisplatina é a molécula de DNA, que se liga preferencialmente através de um dos

átomos de nitrogênio da guanina ou adenina. A ligação mais estável é com o nitrogênio

da guanina, em razão da possibilidade de formação de ligação de hidrogênio do grupo

NH3 conforme a Figura 2.3.
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Figura 2.3 Ű Uma das possíveis ligações da platina com a molécula de DNA.

Quando ligada à molécula de DNA, a cisplatina pode formar vários tipos de adutos,

como o monofuncionais que acontecem quando cada átomo de platina faz uma ligação com

o DNA, e os bifuncionais onde cada platina se liga em duas posições no DNA, podendo

formar a ligação intraĄta (que o ocorre na mesma Ąta do DNA) e interĄtas (que se liga

em Ątas diferentes); além da intermolecular que ocorre quando uma ligação da platina é

feita com o DNA e a outra com biomoléculas como proteínas e aminoácidos.

Os adutos formados levam a alterações na estrutura da dupla hélice, como a dis-

torção, por exemplo, que impedem processos de replicação e de transcrição do DNA,

bloqueando a sintetização de novas moléculas essenciais para a divisão celular. Qualquer

agente que interĄra nesses processos podem ser citotóxicos, sugeridos como composto que

poderia causar a morte das células cancerosas [18Ű20].

No entanto, o uso da cisplatina em tratamentos quimioterápicos sofre resistên-

cia celular, possui baixa solubilidade em água e espectro de atividade estreito; além

de graves efeitos colaterais como nefrotoxicidade e ototoxicidade. Com o objetivo de
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se obter medicamentos mais eĄcazes, vários outros complexos derivados de platina fo-

ram desenvolvidos, como a carboplatina (cis-diammine(cyclobutane-1,1-dicarboxylate-

O,O’)platinum(II), C6H12N2O4Pt, [21]) , que possui uma atividade antioneoplásica e for-

mação de adutos semelhantes aos da cisplatina, porém também interage com a base

citosina do DNA, realizando mudanças conformacionais da estrutura da molécula de

DNA [22]. A Figura 2.4 representa o processo de hidrolisação que a carboplatina so-

fre para chegar ao seu estado ativo com cátions bivalentes em meio aquoso. Observe que

o segmento ativo é exatamente igual a molécula de cisplatina ativa que interage com a

dupla hélice do DNA.
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Figura 2.4 Ű Estrutura química planar da carboplatina inerte sofrendo hidrolisação para
sua forma ativa em meio aquoso.

O uso da carboplatina em tratamentos cancerígenos apresenta praticamente o

mesmo espectro de atividades da cisplatina, como tratamento de pulmão, ovário, cabeça

e pescoço [23Ű25], porém com efeitos colaterais reduzidos. No entanto, apesar de ser

melhor tolerado, a eĄciência é menor para canceres especíĄcos e não atua em células que

são resistentes ao tratamentos da cisplatina [26Ű28].

A oxaliplatina (trans-1,2diaminocicloexanooxalatoplatina(II), C8H14N2O4Pt) foi

desenvolvida com o intuito de gerar menores efeitos colaterais do que a cisplatina e a car-

boplatina, com seu uso clínico aprovado no Ąnal da década de 80. Ela possui um espectro

de atividade maior para algumas linhas de células cancerosas que antes eram resistentes

ao tratamento com cisplatina e carboplatina, além de possuir uma nefrotoxidade quase

desprezível [29].

A Figura 2.5 ilustra a estrutura química planar da molécula de oxaliplatina so-

frendo o processo de hidrólise, onde o composto incorpora duas moléculas de água, atin-

gindo seu estado ativo bivalente.
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Figura 2.5 Ű Estrutura química planar da oxaliplatina inerte sofrendo hidrolisação
para sua forma ativa em meio aquoso.

É importante salientar que enquanto o composto sintetizado de isômero cis mostrou-

se ativo nos tratamentos, o seu correspondente isômero trans-cis-[PtCl2(NH3)2] se mos-

trou inativo. Porém, atualmente já existem na literatura trabalhos relatando atividade

dos complexos trans. A Figura 2.6 representa a estrutura química planar na forma inativa

da transplatina que em meio aquoso sofre a hidrolisação para alcançar seu estado ativo.
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Figura 2.6 Ű Estrutura química planar da transplatina inerte sofrendo hidrolisação
para sua forma ativa em meio aquoso.
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III A molécula de cafeína

Uma estratégia para melhorar a eĄciência das quimioterapias é utilizar uma se-

gunda molécu-la além do agente anti-cancerígeno para modular a atividade deste último,

melhorando seus efeitos sobre o DNA. É amplamente relatado na literatura que a cafeína

aumenta os efeitos anticancerígenos da cisplatina ao inibir o reparo do DNA pela maqui-

naria celular [14, 30Ű32]. Muitos resultados especíĄcos sobre esse fato foram obtidos em

experimentos realizados em nível celular. Por exemplo, foi demonstrado que a cafeína

aumenta a atividade antiproliferativa e a apoptose causada pela cisplatina em células

cultivadas. Assim, o alcalóide mais consumido em todo o mundo diminui a viabilidade

celular quando combinado com a cisplatina [14,15]. Este efeito não foi encontrado quando

a cafeína foi testada isoladamente em ensaios de cultura de célula, o que nos indica que a

eĄciência é resultado da combinação da cafeína e cisplatina [15].

A Figura III representa a estrutura química da cafeína (1,3,7-trimethylxanthine),

que é encontrada em fontes naturais no nosso dia-a-dia como em chá, chocolate e café,

além da cafeína sintética adicionada aos produtos para melhorar a suas propriedades

estimulantes.

O N

CH3

N

N

CH3
O

N

CH3

Figura 3.1 Ű Estrutura química da molécula de cafeína.

Neste trabalho buscamos entender o real papel da cafeína nas interações envolvidas

entre os complexos formados (cafeína, compostos de platina e DNA) em uma amostra com

solução salina tamponada com fosfato (PBS) com [Na] = 150 mM utilizando à técnica

de moléculas únicas; fora da complexa maquinaria celular.
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IV Técnicas experimentais

4.1 Pinça Óptica

Com o intuito de descrever melhor nosso universo, os cientistas buscam a cada dia

respostas para diferentes fenômenos, desde escalas microscópicas até macroscópicas. No

entanto, para que isto aconteça, nos últimos anos, várias técnicas e ferramentas foram

desenvolvidas para manipular e observar os objetos de estudos, sem causar danos aos

mesmos.

Para compreender melhor a técnica utilizada neste trabalho, uma breve revisão

histórica se faz necessária. Tudo começou quando Ąlósofos da Grécia antiga queriam

responder "O que é a luz?". Porém, foi com Isaac Newton e Christian Huygens que o

estudo da luz e suas propriedades ganhou impulso. Dependendo do experimento, ora ela

se comporta como onda, ora como partícula.

Johanes Kepler foi o primeiro a propor que a luz possui a capacidade de gerar

uma força em um objeto, o que foi conĄrmado por James Clerk Maxwell ao demonstrar

teoricamente a pressão de radiação gerada pela luz [33]. Assim, o que faltava era observar

este fenômeno. Muitos experimentos foram realizados para tentar detectar a pressão de

radiação, porém a baixa intensidade e os espalhamentos causados pela luz diĄcultava a

visualização deste efeito.

Isso mudou na década de 1960, quando o laser (Light AmpliĄcation by Stimulated

Emission of Radiation) surgiu no mercado. As características especíĄcas da luz emitida

pelo laser (monocromática, coerente, colimada e com grande intensidade), possibilitou

que Arthur Ashkin aprisionasse uma partícula com sua armadilha óptica, que era com-

posta por duas fontes de feixes de laser ou a combinação de um feixe de laser e a força

gravitacional para alcançar a estabilidade da armadilha [13]. Em seu artigo, publicado

em 1986, Ashkin et al. mostraram suas primeiras pinças ópticas de feixe único, onde a

estabilidade da armadilha era devido à força do gradiente e de espalhamento. Por de-

senvolver a técnica de pinça óptica, Arthur Ashkin foi laureado em 2018 com o Nobel

de Física [34]. Esta então se tornou uma magníĄca ferramenta de micromanipulação de

objetos (como moléculas únicas), que hoje em dia é eĄcaz em várias áreas de pesquisa,

como física, biologia celular, biofísica, etc.

4.1.1 Teoria da pinça óptica

Um laser fortemente focalizado consegue aprisionar e manipular partículas em

escala de micrômetros. Devido à competição entre forças que surgem da interação luz-

partícula, estas forças dependem da potência e da velocidade de propagação da luz no
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meio de incidência.

A força total que um feixe de luz exerce sobre uma partícula é dada por: F = ∂p

∂t
.

Sabendo que o momento linear de um fóton incidente é p⃗ = ℏk⃗, esta relação pode ser

reescrita em módulo como:

F =
∂(ℏk)

∂t
(4.1)

onde k⃗ é o vetor de onda e ℏ é a constante de Planck. O vetor de onda é diretamente

proporcional a frequência angular da luz incidente, w, e inversamente proporcional a

velocidade da luz c. Logo,

F =
∂

∂t

(

ℏ
w

c

)

(4.2)

Usando o fato de que a energia do fóton é dada por E = ℏw, em um feixe de luz

formado por N fótons, a energia total é Etotal = Nℏw = NE. Assim, a força total que um

feixe de luz exerce sobre uma partícula Ąca

F =
∂p

∂t
=

∂

∂t

(

Etotal

c

)

=
∂

∂t



Nℏw

c



=
∂

∂t



NE

c



=
1
c

∂(NE)
∂t

=
Ptotal

c
, (4.3)

onde Ptotal é a potência total do feixe incidente. Em um experimento típico de manipulação

de células, vírus, bactérias e moléculas como o DNA, a potência utilizada no laser é

da ordem de alguns miliwatts, gerando uma força de pico-Newtons, como mostrado na

Equação 4.4.

F ≈
1× 10−3 W
3× 108 m/s

≈ 10−11 N = 10 pN (4.4)

Este laser, ao atingir a partícula sofrerá reĆexão, dando origem a pressão de radi-

ação. Para um único raio reĆetido, temos que

F ∝
Praio

v
(4.5)

onde v = c
nm

, sendo Praio a potência de um único raio e nm o índice de refração do meio

de incidência.

4.1.1.1 Regimes da pinça óptica

Podemos estudar a manipulação das partículas em dois regimes: o primeiro onde

o tamanho da partícula aprisionada é muito menor que o comprimento de onda da luz

e pode ser considerada um dipolo elétrico, chamado regime de Rayleigh, e o segundo

quando o tamanho da partícula aprisionada é muito maior do que o comprimento de

onda do feixe de radiação utilizado, regime da ótica geométrica, que pode ser descrito
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pelo modelo clássico de refração e reĆexão de raios ópticos [13,35] . Nas seções seguintes,

mostraremos como um feixe de laser altamente focalizado consegue aprisionar partículas

nos dois regimes citados acima.

Figura 4.1 Ű Representação dos regimes da pinça óptica.
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4.1.1.2 Regime da óptica geométrica

Quando o comprimento de onda do laser incidente é muito menor que a partícula

aprisionada podemos usar o modelo clássico de refração e reĆexão de raios ópticos para

descrever o efeito das forças de espalhamento e gradiente sobre as partículas aprisionadas.

Nos experimentos de pinça óptica, o laser utilizado possui um perĄl gaussiano que

passa por uma lente de alta abertura numérica para que forças de gradientes superem

as forças de espalhamento, levando a partícula para a região focal. Este perĄl gaussiano

contribui para que as forças resultantes possam ser direcionadas à região de interesse.

Demonstraremos a seguir, qualitativamente e com mais detalhes, as características destas

forças.

A Figura 4.2 apresenta dois raios saindo da extremidade do laser gaussiano que

passa pela lente e reĆete sobre a microesfera, representada em cinza, com índice de refração

diferente. Considerando a microesfera como partícula, esses raios exercem uma força (F)

sobre a microesfera que empurrará para o sentido de incidência do feixe. Portanto, quando

vários raios fazem o mesmo papel temos a origem da pressão de radiação.

Figura 4.2 Ű Ilustração da pressão de radiação. O raio (1) aplica uma força F⃗(1) sobre a
microesfera, enquanto o raio (2) aplica uma força F⃗(2). A força resultante
gerada pela soma do feixe total age empurrando a microesfera no sentido de
incidência do feixe.

À medida que os fótons percorrem o caminho do laser, eles carregam momento

que mudam ao interagir com a partícula aprisionada. Isso acontece pois os fótons sofrem

uma refração quando atingem a superfície da microesfera. Essa refração resulta em uma

mudança na direção do fóton e, portanto, uma alteração no momento do fóton. Como

resultado da terceira lei de Newton, a força exercida sobre o fóton devido à variação do

seu momento é de igual magnitude a força exercida sobre a microesfera e dá origem a força

de gradiente. A Figura 4.3 esquematiza a ação da força de gradiente em uma microesfera

que está fora da região focal do laser.
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Figura 4.3 Ű Ilustração da ação da força de gradiente sobre uma microesfera. Na Ągura do
lado esquerdo, a microesfera está abaixo da região focal do laser. A seta preta
é a força resultante que empurra a microesfera para cima e para esquerda
para alcançar o foco do laser. Na Ągura do lado direito, a microesfera está
acima da região focal e a força resultante aponta para baixo, levando a
microesfera para a região focal do laser gaussiano.

Na Figura 4.3 ao lado esquerdo, a microesfera está situada em uma região abaixo

do foco, e representamos dois raios incidentes, um central e um na extremidade do laser.

Como já mencionado, ao atravessar a superfície, o fóton sofre uma variação do seu mo-

mento, e como consequência da conservação do momento linear do raio-microesfera, uma

força resultante surgirá apontando para a região focal do laser, empurrando a microesfera

para esquerda e para cima. Na Figura 4.3, ao lado direito, a microesfera está localizada

acima do foco. Pelo mesmo princípio de conservação do momento linear total do sistema

raio-microesfera, temos uma força resultante que empurrará a microesfera para região

mais intensa do laser gaussiano.

Uma vez que a microesfera é centralizada devido às forças de gradiente, todos os

raios de fótons refratados serão simétricos em torno dela, levando um momento líquido

igual a zero. Sem uma mudança no momento, não haverá forças sobre a partícula e ela

permanecerá nessa posição, como mostrado na Figura 4.4.
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Figura 4.4 Ű Aprisionamento da microesfera na região focal do laser gaussiano, devido ao
equilíbrio entre as forças que surgem dos raios reĆetidos e refratados sobre a
microesfera.

4.1.1.3 Modelo do dipolo elétrico

Podemos descrever a interação dos fótons com a partícula com o modelo de dipolo

elétrico, uma vez que o comprimento de onda dos feixes incidentes é suĄcientemente maior

que o diâmetro da partícula, considerando a partícula como um dipolo pontual no campo

eletromagnético do laser [35].

Usando a equação de Lorentz que descreve a força que a partícula sofre em um

campo magnético, temos:

F = (p.▽)E +
dp
dt
×B (4.6)

onde F é a força, p é o momento de dipolo, e B, E são os campos magnéticos e elétricos,

respectivamente. Assumindo que a partícula aprisionada é composta por um meio linear,

podemos usar a polarizabilidade, α, para eliminar a polarização dipolar da equação 4.6.

Neste caso p = αE, de forma que,

F = α



(E.▽)E +
dE
dt
×B

]

. (4.7)

Manipulando 4.7,

F = α



1
2
▽E2 +

d

dt
(E×B)

]

. (4.8)

Em um experimento de pinça óptica a potência do laser é considerada constante,

pois as frequências de amostragem são menores que a frequência do feixe de laser [36].

Isto implicará no descarte do último termo da Equação 4.8, que representa o Ćuxo de

potência através de um campo elétrico, conhecido como a derivada temporal do vetor de

Poynting, Assim, com a potência constante, a força de Lorentz sobre o dipolo elétrico Ąca
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F = α
1
2
▽E2. (4.9)

Aqui podemos ver claramente o papel da força de gradiente: o termo E2 representa

a intensidade eletromagnética dos fótons que atuam sobre a partícula, a função gradiente

mostra que a força está apontando na direção do ponto de maior intensidade do campo,

que corresponde a parte da região focal do laser gaussiano. Desse modo, a força que atua

sobre a partícula irá atraí-la para esta posição.

4.2 Espectrofotômetro UV-VIS

Utilizamos uma técnica suporte para melhor compreensão dos nossos resultados,

a espectrofotometria ultravioleta visível. Ela foi desenvolvida depois que a interação da

radiação eletromagnética com a matéria despertou o interesse da comunidade cientíĄca.

Historicamente, a espectroscopia teve origem quando Isaac Newton estudou a dispersão

da luz visível através de um prisma. Mais tarde o conceito foi expandido para qualquer

interação, com a energia em função da frequência ou comprimento de onda [37].

Podemos classiĄcar a interação da radiação com a matéria através da absorção e

emissão. Na espectroscopia UV-VIS estes fenômenos ocorrem na faixa da luz visível, com

comprimento de onda de 400 nm a 800 nm, e no ultravioleta, 200 nm a 400 nm, fazendo

jus ao nome da técnica experimental [38].

Figura 4.5 Ű A radiação incidente passa pela amostra que absorve em determinados com-
primentos de onda, elevando seus elétrons de um nível de energia menor para
o maior. O gráĄco de absorbância em função do comprimento de onda apre-
senta um pico característico para cada amostra que absorve em determinado
comprimento de onda.

A Figura 4.5 ilustra uma radiação incidente sobre uma amostra, que ao atravessá-

la perde intensidade, pois as moléculas da amostra apresentam elétrons que absorvem

fótons em um determinado comprimento de onda e são promovidos a níveis de energia

mais elevados. O espectrofotômetro UV-VIS nos fornece esses comprimentos de onda

através de um espectro de absorbância por comprimento de onda, como mostrado na



Capítulo IV. Técnicas experimentais 28

Figura 4.5, pelos picos especíĄcos para cada material. Observe que para o pico maior

a energia absorvida foi menor e vice versa, pois energia é inversamente proporcional ao

comprimento de onda (E = ℏc
λ

).

Uma maneira de deĄnir a absorbância é em função do logarítmico do inverso da

transmitância,

A = log
I0

I
, (4.10)

onde a transmitância é dada pela razão da radiação transmitida pela incidente,

T =
I

I0

. (4.11)

Além disso, o matemático Johann Heinrich Lambert e o físico August Beer ob-

servaram que a intensidade da radiação transmitida ao passar pelo meio absorvedor era

proporcional à espessura (L) da amostra e a concentração da espécie absorvedora (C )

contida na amostra, respectivamente, criando a lei de Lambert-Beer que nos fornece a

absorbância como

A = εLC, (4.12)

sendo ε o coeĄciente de absorção molar. De modo que podemos obter ε para um deter-

minado comprimento de onda pela lei de Lambert-Beer, já que L e C são conhecidos.
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V Ácido desoxirribonucleico (DNA)

Neste trabalho, nosso interesse é compreender a interação do complexo formado

pelos compostos de platinas, cafeína e molécula de DNA; utilizando a técnica de pinça

óptica para retirar parâmetros mecânicos do polímero ao sofrer interações. Neste capítulo,

apresentaremos de forma breve a história e propriedades deste polímero semi-Ćexível.

5.1 Estrutura do DNA

Em 1953, ocorreu uma grande revolução na área da genética quando o biólogo

James D.Watson e o físico Francis Crick desvendaram a estrutura tridimensional do ácido

desoxirribonucleico (DNA), a molécula mais importante nos sistemas vivos, ao estudarem

a análise dos padrões de difração de raio-x obtido por Rosalind Franklin e E. Goslin

em amostras de Ąbras de DNA, juntamente com as "regras de Chargaff"criadas por Erwin

Chargaff em 1951 que formalizam as quantidades das bases nitrogenadas. Esta descoberta

lhes renderam o Prêmio Nobel de Medicina em 1962 [39].

A molécula de DNA foi descrita por eles como uma cadeia linear que contém

estruturas básicas, os nucleotídeos. Cada nucleotídeo é formado por um grupo fosfato,

um açúcar do tipo pentose, e uma base nitrogenada (adenina, guanina, citosina e timina).

As bases da cadeia formam ligações de hidrogênio com as bases da cadeia vizinha, como

ilustrado na Figura 5.1. Os grupos NH são os doadores da ligação, enquanto os grupos

carbonil (CŰŰO) são os aceptores. Este pareamento é altamente especíĄco: a citosina é

pareada com a guanina e a adenina é pareada com a timina [40].

Figura 5.1 Ű (a) e (b): Ligação de hidrogênio entre as bases das duas Ątas gerando a
estrutura da dupla hélice do DNA (c) [2].

A cadeia linear é formada através da ligação fosfodiéster estabelecida entre os gru-
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pos fosfatos e os grupos hidroxilas do nucleotídeo adjacente. No entanto, caso o carbono 5’

da pentose do primeiro nucleotídeo esteja voltado para cima, todos os demais nucleotídeos

da cadeia estarão na mesma posição, determinando o crescimento da cadeia na direção

5’ para 3’. Para a formação da dupla hélice, uma outra cadeia linear se liga através da

ligação de hidrogênio no sentindo 3’ para 5’, como ilustrado na Figura 5.2. Porém, me-

lhor correspondência entre as bases complementares é fornecida quando as duas cadeias

vizinhas se torcem, formando duas cavidades desiguais: a fenda maior e a fenda menor

como ilustrado na Figura 5.1 (c).

Figura 5.2 Ű Sentido para a formação complementar das duas Ątas do DNA, em que um
grupo de fosfato conecta o carbono 3’ de um açúcar ao carbono 5’ do próximo
açúcar [3].

Note que o interessante é que o nosso código genético esta descrito por apenas

quatro letras do alfabeto que se organizam em pares aleatórios ao decorrer da dupla

hélice.

Existem três tipos de DNA que podem ser encontrados em sistemas biológicos:

DNA-A, DNA-B e DNA-z, como ilustrado na Figura 5.3 .

O que diferencia eles são fatores da sua própria estrutura, como a direção, a

intensidade do enrolamento, a solução em que está presente, modiĄcações químicas que

ocorrem em suas bases, e etc. A Tabela 5.1 mostra as principais diferenças entre os três

tipos de DNA.
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Figura 5.3 Ű Comparação entre diferentes formas do DNA. A-DNA(rosa), B-DNA (lilás)
e Z-DNA (azul) [4].

Hélices
Propriedade

A B Z
Sentido da hélice mão direita mão direita mão esquerda
Distância média entre os pares de base ∼ 0,36 nm ∼ 0,33nm ∼ 0,456nm
Diâmetro ∼ 2,55 nm ∼ 2,37nm ∼ 1,84nm
Pares de base por volta da hélice 11 11 12
Rotação média par de bases 31◦ 34,6◦ −60◦

Tabela 5.1 Ű Principais diferenças entre os três tipos de DNA (A, B e Z) que podem ser
encontrados em sistemas biológicos [4, 11, 12].

Em nossos experimentos, utilizamos DNA encontrado no bacteriófagos λ que pos-

sui a forma B. Ele é um vírus que infecta a bactéria E. Coli, possuindo 48,502 pares de

base, que resulta em comprimento médio ponta a ponta de 16,5 µm, sendo ideal para

experimentos de estiramentos na pinça óptica.

5.2 Propriedades mecânicas dos polímeros

Para compreender melhor sobre a molécula de DNA, precisamos introduzir al-

gumas propriedades sobre a mecânica dos polímeros. Os polímeros são deĄnidos como

moléculas longas, constituídas de subunidades chamadas monômeros, que estão conecta-

dos sequencialmente. Portanto, a molécula de DNA está contida nessa deĄnição, já que

é constituída por quatro monômeros básicos que são os seus nucleotídeos [41]. Dentro da

mecânica dos polímeros, o DNA pode ser caracterizado através das seguintes proprieda-

des: comprimento de contorno, comprimento de persistência, distância quadrática média

e o raio de giro [5].

O comprimento de contorno (L) é deĄnido como o tamanho do polímero, de uma
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extremidade a outra, quando este está em uma conformação completamente retilínea. Já

o comprimento de persistência (A) está diretamente relacionado à rigidez do polímero;

quanto maior a rigidez, maior será o comprimento de persistência, sendo mensurado como

a distância média entre duas dobras consecutivas ao longo da cadeia polimérica.

Ao colocar o DNA em solução aquosa, ele sofrerá choques das moléculas do

meio aquoso até atingir um estado de equilíbrio termodinâmico; de modo que podemos

caracterizá-lo com o raio de giro, que nos informa o volume ocupado pelo polímero, e a

distância quadrática média que nos dá o valor médio da distância entre as duas extre-

midades da cadeia polimérica. Essas características dependem diretamente da rigidez do

polímero e da temperatura, como descrito a seguir.

Ao aumentar a temperatura do sistema, o número das interações da moléculas do

meio aquoso com a molécula de DNA aumenta. Podemos descrever este fenômeno através

da entropia, que relaciona o número de conĄgurações possíveis para o polímero, Ω, [42],

s = kBlnΩ, (5.1)

onde kB é a constante de Boltzmann. Quando a temperatura é mínima, tendendo a zero,

o polímero se encontra em uma conformação retilínea, de modo que o comprimento de

persistência tende ao inĄnito. Podemos ver este resultado através da Equação 5.2 que nos

informa o comprimento de persistência em função da temperatura e da rigidez Ćexural do

polímero, kf ,

A =
1

kBT
kf . (5.2)

Ao aumentar a temperatura, as moléculas do meio vão se colidindo com o DNA, fa-

zendo com que suas extremidades se aproximem, aumentando a entropia, já que o número

de dobras e as possíveis conĄgurações aumentam. Ao atingir o equilíbrio termodinâmico

com a solução aquosa, o número de conĄgurações possíveis para o polímero é máximo,

implicando uma entropia máxima. Neste caso, os choques causados pela moléculas do

meio aquoso sobre o polímero não alteram mais a distância média entre as extremidades

do polímero.

Portanto, para conseguir estirar às pontas da molécula de DNA, precisamos aplicar

uma força externa sobre ele. Existem dois regimes em que este estiramento pode acontecer,

o regime entrópico que acontece quando a força aplicada possui uma magnitude pequena

(∼ 5pN), de modo que o DNA não sofre alterações nas suas ligações químicas e como

consequência retorna a sua posição inicial ao cessar da força. E o regime entálpico, em

que a força é suĄcientemente grande de modo a modiĄcar à estrutura da dupla hélice,

aumentando o comprimento de contorno original da molécula. Em nossos experimentos,

tivemos o cuidado de fazer a análise no regime entrópico, que pode ser descrito pelo

modelo Worm-like chain (WLC) para um polímero semi-Ćexível.
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5.2.1 Modelo de Kratky-Porod

Antes de descrevermos o modelo WLC, introduziremos a análise matemática para

descrever a energia gasta para dobrar uma vareta Ćexível. Considere uma vareta rígida

de comprimento L; a energia gasta para dobrá-la em um semicírculo de raio R é [5],

Ecurva =
KfL

2R2
, (5.3)

sendo Kf a rigidez Ćexural da vareta, que é proporcional ao módulo de Young (Y) e ao

momento geométrico de segunda ordem da seção reta (I). Para generalizarmos a Equação

5.3 consideramos uma curva aleatória ilustrada na Figura 5.4,

Figura 5.4 Ű Curva arbitrária em laranja.

Observe que na Equação 5.3, o termo 1
R

é a curvatura C do semicírculo, de modo

que para a curva arbitrária podemos substituir 1
R2 por C2. Iremos parametrizar a curva,

usando o vetor posição r⃗(s) que localiza um ponto arbitrário ao longo da curva e o vetor

unitário tangente em cada ponto, t̂(s), que estão relacionados como

t̂(s) =
∂r⃗

∂s
(5.4)

Assim, a curvatura é dada por

C =

∣

∣

∣

∣

∣

∂2r⃗

∂s2

∣

∣

∣

∣

∣

=

∣

∣

∣

∣
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∂t̂

∂s

∣

∣

∣

∣

∣

, (5.5)

que pode ser substituída na Equação 5.3, e ao integrarmos ao longo de toda a curva de

comprimento L, obtemos a energia total gasta para dobrar a curva neste formato aleatório,

EkP =
1
2

kf

∫ L

0

∣

∣

∣

∣

∣

∂t̂

∂s

∣

∣

∣

∣

∣

2

ds. (5.6)

A Equação 5.6 é o modelo desenvolvido por Kratky-Porod em 1949 para descrever

a energia de curvatura de um polímero.
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5.2.2 Modelo Worm Like-Chain (WLC)

O modelo Worm Like-chain de Marko e Siggia descreve as propriedades elásticas de

polímeros semi-Ćexíveis, como a molécula de DNA. Ele utiliza a Equação 5.6 de Kratky-

Porod para introduzir a energia gasta para introduzir uma curvatura no polímero. No

entanto, este modelo é utilizado apenas para o regime em que os estiramentos não alteram

as propriedades intrínsecas do polímeros, ou seja, no regime entrópico.

Este modelo nos fornece de maneira satisfatória a curva de força por extensão para

realizar ajustes dos dados experimentais obtidos pela técnica de pinçamento óptico, para

ambos os estiramentos, próximos e distantes, da conformação de equilíbrio.

Os cálculos para estes estiramentos podem ser encontrados nas referências [43,44].

Para pequenos estiramentos do polímero, a força exercida em função da extensão (z) é

dada por F = −−3kBT
2AL

z, e distante da conformação de equilíbrio F = kBT
4A



1

(1−
z

L)2

]

. Note

que a expressão para grandes estiramentos não contêm o estiramento para pequenas dis-

tâncias. Este problema foi contornado ao adicionar dois termos de correção na expressão

de longo estiramento, que não sejam relevantes nesse regime, mas que contemplam tam-

bém o regime de pequenos estiramentos. Então, em 1995, Marko e Siggia descreveram de

maneira satisfatória o comportamento de polímeros semi-Ćexíveis para estiramento longo

e curto do polímero da sua posição de equilíbrio [45], descrito pela Equação 5.7.

F ∼=
kBT

A







z

L
−

1
4

+
1

4


1− z
L

)2






, (5.7)

onde kB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, L e A são o comprimento de

contorno e persistência, respectivamente, e z é a extensão do polímero. Esta equação é

uma aproximação, pois quando z = L ela diverge, sendo válida na prática até z ∼= 0,95L.
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VI Interações DNA-ligantes

Ao estudar a escala molecular, precisamos compreender fenômenos biológicos en-

volvidos neste meio, como a interação e associação entre moléculas. E para isto, intro-

duziremos os principais modos de ligação de agentes químicos com a molécula de DNA,

representados na Figura 6.1.

Figura 6.1 Ű Principais tipos de interações possíveis entre pequenos ligantes e a molécula
de DNA.

Primeiramente, observamos a interação por intercalação, ilusrada na Figura 6.1

(a), que ocorre pois compostos que apresentam anéis aromáticos planares se encaixam

entre os pares de bases da molécula de DNA, causando um desenrolamento da dupla-

hélice e gerando um pequeno aumento no comprimento de contorno para acomodar as

moléculas intercaladas dos ligantes. A estabilidade desta acomodação é devido as intera-

ções eletrostáticas, hidrofóbicas, ligações de hidrogênio, mas principalmente às interações

de empilhamento π entre os anéis aromáticos do agente intercalante e os orbitais aro-

máticos heterocíclicos dos pares de base. Exemplos de intercalantes são a daunomicina,

doxorrubicina e o brometo de etídio, composto utilizado como corante de eletroforese em

gel [46, 47].

A ligação covalente ocorre quando os átomos dos ligantes e das bases nitrogenadas

do DNA compartilham seus elétrons para se manterem estáveis, formando ligação conhe-

cida como aduto. Como ilustrado na Figura 6.1(b), os monoadutos ocorrem quando há

apenas uma ligação química, enquanto nos diadutos existem duas ligações entre o ligante

e o DNA. Esta ligação é geralmente irreversível e inibe os processos de replicação do

DNA. As platinas, objetos de estudo deste trabalho, possuem a ligação covalente como o

mecanismo de ação para interagir com o DNA [48].

Na Figura 6.1 (c) e (d), estão representadas as interações por fendas menor ou

maior na dupla hélice que é o grande alvo de agentes de ligação não covalentes. Esta
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interação está dentro do grupo de compostos que interagem eletrostaticamente, por meio

de ligação de hidrogênio e de van der Waals, entre os sítios AT da molécula de DNA. É

uma interação que forma complexos reversíveis, mas que causam alterações na elasticidade

da molécula [49]. Os principais ligantes de fenda são o alcaloide cafeína, e os antibióticos

netropsina e berenil, entre outros.

Observamos que a interação eletrostática é fundamental para praticamente todas

as interações entre o DNA e o agente químico, devido à atração e à repulsão das cargas

elétricas dos mesmos. O DNA possui uma densidade de carga negativa em solução aquosa

devido aos seus grupos fosfato, PO4
– , resultando em uma distribuição de carga negativa

discreta de duas cargas elementares por distância entre pares de base. Os contraíons

presentes em solução podem diminuir esta repulsão interfosfato devido à interação atrativa

com os mesmos.

Com isto, observamos que a interação com ligantes de cargas positivas, como os

íons e macro-íons, especialmente cátions multivalentes, é de extrema relevância, podendo

causar a condensação da molécula de DNA em solução.

A condensação pode ser causada por cátions multivalentes, que possuem carga

igual ou superior a +3, que se ligam ao longo da dupla hélice, e as correlações posicionais

entre eles desempenham papel na transição do DNA disperso para a forma condensada,

onde o polímero dobra em si mesmo, aumentando a densidade local de segmentos de

DNA [50]. O comprimento de contorno é uma propriedade mecânica de grande inte-

resse ao estudar esta interação, já que as moléculas catiônicas ligadas ao longo do DNA

promovem a atração de segmentos distintos, devido às correlações posicionais íons-íons.

Assim, o ideal é sempre estudar polímeros em que o comprimento de contorno seja maior

que o comprimento de persistência, já que pequenos DNAs não são facilmente condensa-

dos. Alguns exemplos de agentes que se ligam com o DNA por condensação de origem

eletrostática são a espermina4+ e espermidina3+.

6.1 Equilíbrio químico nas interações DNA-ligantes

Sabemos que ao misturar duas ou mais substâncias, elas podem gerar uma terceira,

produto da reação química. Nesta seção estamos interessados na descrição do equilíbrio

químico da reação destas moléculas. Para nosso estudo, vamos considerar a associação

entre a molécula A, deĄnida como ligante, e a outra molécula B, que é capaz de se ligar

em apenas um sítio da molécula A, produzindo um complexo C. Esta dinâmica pode ser

expressada como a reação direta [2],

A + B
Ki→ C. (6.1)
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Podemos ter, também, a reação inversa,

A + B
Kd← C. (6.2)

onde Ki e Kd são, respectivamente, as constantes de associação e dissociação.

Para a formação do complexo C, A e B reagem de modo que as quantidades de A e

B presentes na solução diminuem, pois são consumidos na reação. A quantidade de com-

plexo C vai aumentando gradativamente. O equilíbrio por outro lado, será estabelecido

quando as concentrações de reagentes e produtos não variam mais. Portanto, podemos

deĄnir o equilíbrio químico do sistema como o estado em que número médio das moléculas

em cada partição do sistema permanece constante.

A reação 6.1 é caracterizada pela constante de associação de equilíbrio, Ki, deĄnida

em termos das concentrações molares das espécies no equilíbrio, como uma razão direta

das concentrações dos complexos e inversa das concentrações dos reagentes,

Ki =
[C]

[A] [B]
. (6.3)

Observe que não importa a quantidade inicial dos reagentes ou complexos adicionados na

solução, o equilíbrio acontecerá apenas para uma proporção Ąxa das concentrações dessas

espécies, de tal forma a fazer Ki uma constante numérica.

A constante de dissociação de equilíbrio é deĄnida como o processo inverso da

reação direta (Kd = K−1
i ), ou seja,

Kd =
[A] [B]

[C]
= K−1, (6.4)

que representa o processo de dissociação da molécula C em moléculas A e B, e é

frequentemente expressa em molar, [Kd] = M .

No intuito de formalizar nosso estudo de interações DNA-ligantes, podemos deĄnir

[A] ≡ Cf como sendo a concentração de ligantes livres em solução, [C] ≡ Cb como a

concentração de ligantes ligados à molécula de DNA e [B] ≡ Cbp−Cb, sendo a concentração

de sítios livres ligáveis à molécula de DNA, onde Cbp é a concentração constante de pares

de bases. Substituindo na Equação 6.3, temos:

Ki =
Cb

Cf (Cbp − Cb)
. (6.5)

E deĄnindo a razão entre a concentração dos sítios ligados pela concentração de pares de

base como r,

r =
Cb

Cbp

, (6.6)
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encontramos a conhecida isoterma de ligação de Scatchard, ao substituir 6.6 em 6.5,

r =
KiCf

1 + KiCf

. (6.7)

Originalmente proposta em 1949, ela relaciona a fração de sítios ligados com a

concentração de ligantes livres em solução [51]. Uma vez que a constante de associação

química apresenta variação com a temperatura, a isoterma de Scatchard é válida apenas

para experimentos realizados à temperatura constante.

Ainda que seja um modelo interessante, a isoterma descrita por Scartchard, apre-

senta duas simpliĄcações que não descrevem a maioria das interações entre ligantes e

DNA. A primeira é que o modelo é válido apenas para pequenas moléculas que ocupam

apenas um par de bases do DNA quando ligadas e a segunda é que a interação é não

cooperativa, ou seja, a ligação do primeiro ligante não altera a aĄnidade com a qual os

demais se ligarão.

Podemos corrigir a primeira simpliĄcação introduzindo na Equação 6.7 o parâme-

tro de fração de ligante ligado na saturação, rmax, ou seja, o máximo da fração do ligante

ligado. Este valor deve possuir valor menor ou igual a um, em que rmax = 1 é a situação

do ligante ocupando apenas um par de base:

r =
rmaxKiCf

1 + KiCf

. (6.8)

Note que o inverso rmax é o número médio de pares de bases ocupados por cada

molécula de ligante ligada, N = 1/rmax.

Para contornar a segunda simpliĄcação A.V. Hill propôs, em 1910, a isoterma

de ligação de Hill quando descreveu a interação do oxigênio à hemoglobina dentro dos

glóbulos vermelhos como descrito no próximo capítulo [52].
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VII Modelo de Hill e cooperatividade

Compreender às propriedades dos receptores usando as leis da física e matemática

se tornou umas das grandes tentativas no século XX, introduzindo importantes cientistas

destas áreas na farmacologia. Em 1910, o matemático que se tornou Ąsiologista Archibald

Vivian Hill (1886Ű1977) se interessou por receptores de compostos estudando a ligação do

oxigênio à hemoglobina [53]; embora tenha sido reconhecido por seu trabalho mais famoso,

a energia muscular, que lhe rendeu o prêmio Nobel de medicina em 1922 [54]. A conquista

de Hill realmente marca o início da farmacologia quantitativa, além do surgimento da

biofísica como uma disciplina distinta [53].

Ao estudar a ligação entre o oxigênio com as moléculas de hemoglobina, Hill obser-

vou de forma empírica que a isoterma de ligação medida para esta interação não podia ser

explicada como o proposto por Scartchard, Equação 6.7. O problema abordado por ele

está ilustrado na Figura 7.1, onde a cada molécula de hemoglobina (Hb) pode comportar

até quatro moléculas de oxigênio (O2) na saturação.

Figura 7.1 Ű Moléculas de oxigênio (círculo vermelho) interagindo com a hemoglobina.
Lado esquerdo ilustra o estado r = 0 e o lado direito o estado de saturação
r = rmax [5].

A interação química global, pode ser descrita como,

Hb + nO2 → Hb(O2)n, (7.1)

sendo que Hb representa a molécula de hemoglobina, O2 de oxigênio, e Hb(O2)n o com-

plexo Ąnal formado, uma molécula de hemoglobina mais n moléculas de oxigênio ligadas.

Hill introduziu o coeĄciente n, que é o número de sítios que a molécula de hemoglobina

fornece para as moléculas de oxigênio se ligarem [55].

Neste caso, observe que a constante de associação de equilíbrio deĄnida para um

sítio de ligação já não é mais útil. Para contornar este problema, Hill deĄniu uma nova

constante chamada de constante de associação de ligação aparente, KA, que é dada como

sendo a razão entre a concentração do complexo gerado pelo produto das concentrações

da hemoglobina e do oxigênio, sendo a concentração da moléculas de oxigênio elevada ao
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número de sítios de ligação,

KA =
[Hb(O2)n]
[Hb] [O2]

n . (7.2)

Ao fazer o expoente de Hill unitário voltamos para o caso em que apenas um

sítio de ligação está disponível e a isoterma de Scatchard é válida. Para uma melhor

compreensão, vamos considerar o caso em que não há cooperatividade, isto signiĄca, que

uma molécula de oxigênio se liga a hemoglobina de cada vez. A reação química para

n = 1 pode ser descrita como,

Hb + O2 ⇌ HbO2. (7.3)

Neste caso a constante de associação de equilíbrio Ki é

Ki =
[Hb(O2)]
[Hb] [O2]

. (7.4)

Para uma segunda reação,

HbO2 + O2 ⇌ Hb(O2)2, (7.5)

e a constante de associação de equilíbrio, Ąca

K2 =
[Hb(O2)2]

[HbO2] [O2]
. (7.6)

Já para a n-ésima reação,

Hb(O2)n−1 + O2 ⇌ Hb(O2)n, (7.7)

temos a constante de associação de equilíbrio Kn,

Kn =
[Hb(O2)n]

[Hb(O2)n−1] [O2]
. (7.8)

Note que,

KA =
[Hb(O2)n]
[Hb] [O2]

n =
[Hb(O2)]
[Hb] [O2]

[Hb(O2)2]
[HbO2] [O2]

...
[Hb(O2)n]

[Hb(O2)n−1] [O2]
= K1K2...Kn. (7.9)

Ou seja, a constante de associação de ligação aparente é o produto das constantes de

associação de equilíbrio de cada etapa. Para o caso em que todas as constantes são

idênticas, temos

KA = Kn
i . (7.10)

Vamos introduzir este modelo nos nossos estudo da interação de ligantes a molécula
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de DNA, considerando por simplicidade que um ligante ocupa apenas um par de base.

Fazendo [Hb(O2)n] como sendo a concentração de ligantes ligado à molécula de DNA Cb,

[O2] a concentração de ligantes livres em solução Cf , e [Hb] = Cbp − Cb a diferença entre

a concentração de pares de base na molécula de DNA Cbp e a concentração de ligantes

ligados ao DNA [55]. Portanto, a constante de associação de ligação aparente pode ser

escrita como,

KA =
Cb

(Cbp − Cb)Cn
f

. (7.11)

A fração de sítios ligados r na molécula de DNA pode ser escrita como,

r =
KACn

f

1 + KACn
f

. (7.12)

Fazendo todas as constantes de associação de equilíbrio iguais, podemos reescrever a

fração de sítios ligados como,

r =
(KiCf )n

1 + (KiCf )n
. (7.13)

Esta equação é conhecida como a isoterma de ligação de Hill ou equação de Hill. Para

generaliza-la acrescentaremos o parâmetro rmax que leva em consideração os ligantes que

ocupam mais de um par de base da molécula de DNA,

r =
rmax(KiCf )n

1 + (KiCf )n
. (7.14)

Portanto, ao introduzir o coeĄciente n em sua equação, além de levar em consideração a

quantidade de sítios possíveis para uma ligação do ligante, este coeĄciente traz o conceito

de cooperatividade. Por exemplo, ao admitir valores Ąxos para Ki e rmax na Equação 7.14,

quanto maior o coeĄciente n, mais rápido a saturação do sistema vai acontecer, ou seja,

com concentração de ligantes livres cada vez menor. Imagine a interação de ligantes na

molécula de DNA, o que basicamente ocorre é que quando uma molécula do ligante se liga,

a probabilidade de uma segunda molécula de se ligar aumenta, e assim sucessivamente,

até a ocupação de todos os sítios livres da cadeia polimérica.

Podemos interpretar o coeĄciente de Hill como um parâmetro que contabiliza o

conceito de cooperatividade. Temos três situações: se n > 1, a cooperatividade é positiva,

ou seja, uma molécula de ligante ligada aumenta a aĄnidade aparente do DNA para a

ligação subsequente do ligante. Se n < 1, neste caso a interação é cooperativamente

negativa e uma molécula de ligante ligada diminui a aĄnidade aparente do DNA para a

ligação subsequente do ligante. Por último, se n = 1 a interação é não cooperativa e a

aĄnidade é independente do número de moléculas ligantes previamente ligadas [56].

Dois pontos interessantes sobre este modelo são descritos aqui: o primeiro é que

não se conhece na literatura interação DNA-ligante com cooperatividade negativa; e o

segundo ponto diz que o modelo descrito por Hill para compreender a ligação do oxigênio
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com a hemoglobina dentro dos glóbulos vermelhos obteve um valor de n = 2,5, que não

era o esperado, já que a hemoglobina possui quatro sítios de ligação. Portanto, a nova

interpretação para o coeĄciente de Hill passou a ser como um limite inferior para o número

de moléculas de ligante cooperantes envolvidas na reação, ou seja, que cooperam de modo

efetivo [57,58].
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VIII Rotina experimental

8.1 Montagem experimental

A Figura 8.1 representa o esquema do aparato experimental utilizado em nossos

experimentos, onde a região delimitada pelas linhas pontilhadas esboça o microscópio óp-

tico invertido Nikon Eclipse Ti-U, com a óptica corrigida no inĄnito, além de uma objetiva

com aumento de 100x e abertura numérica de 1,4, que focaliza o feixe de laser infraver-

melho responsável pelo aprisionamento das microesferas de poliestireno na região focal.

Estas microesferas podem ser deslocadas por um piezoelétrico, modelo PI nano E-727,

que está conectado a um computador responsável pelo controle com precisão nanométrica

em três dimensões. O deslocador é montado sobre um estágio de controle manual que nos

possibilita mover a amostra apenas nos eixos x e y.

Figura 8.1 Ű Esquema do aparato experimental utilizado nas medidas [6].

Utilizamos um laser infravermelho (IV), modelo MIL-III (CNi Lasers, China), que

possui a potência máxima de 2 W e o comprimento de onda de λ = 1064 nm. A radiação

emitida passa por um conjunto de aparatos ópticos que alinha a pinça óptica para o

aprisionamento. L1 e L2 são lentes responsáveis pela expansão do diâmetro e correção

da divergência do laser, respectivamente, tornando-o cilíndrico. E1 e E2 são espelhos que

ajustam o caminho óptico para o laser chegar ao microscópio.

O microscópico possui um espelho dicróico, E3, que seleciona a radiação desejada

para chegar a objetiva, que aprisiona a microesfera a uma distância h da superfície da

lamínula. A curva tracejada em vermelho representa o poço de potencial criado pela pinça
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óptica. A imagem do experimento é transmitida por duas saídas do microscópio, onde

conectamos duas câmeras CCD, modelo JAI-BM-500GE e JAI-CV-A50 IR, com taxa

máxima de captura na ordem de 15 fps, frames por segundo, que encaminha as imagens

até um monitor para visualização e para um computador que realizamos a análise dos

dados. A calibração da pinça óptica pode ser encontrada em trabalhos anteriores [44,59].

8.2 Preparação da amostra

Para a realização dos experimentos precisamos que as duas pontas da molécula

do λ-DNA (New Englan Biolabs) estejam Ąxas. Isto é possível construindo um porta-

amostra que consiste de uma lamínula com uma espessura de aproximadamente 0,150

mm, em que um anel de borracha do tipo o-ring com diâmetro de 0,7 cm é colado com

paraĄna em seu centro, como ilustrado na Figura 8.2. Posteriormente adicionamos a

solução de microesfera de poliestireno com 3,0 µm de diâmetro (Bangs Laboratories,

Inc.) recobertas com estreptavidina juntamente com o DNA do bacteriófago λ, um vírus

que infecta a bactéria E. Coli.

Figura 8.2 Ű Ilustração do porta-amostra utilizado nos experimentos, onde as duas pontas
do λ-DNA estão presas, uma na lamínula previamente tratada e a outra na
microesfera recoberta por estreptavidina [6].

Para a preparação desta solução, colocamos as microesferas de poliestireno reco-

bertas com estreptavidina (Bangs labs) juntamente com o DNA biotinilado, em que a

biotina é um composto orgânico que possui alta aĄnidade com a estreptavidina, em um

banho à 37°C; para que uma das pontas do DNA se ligue a microesfera. O porta-amostra

é recoberto com 20 µL da solução de proteína albumina de soro bovino biotinilada (BSA-

biot), na concentração de 1,8 µg/mL e levado à luz ultravioleta por 20 minutos para

evitar a proliferação de bactérias. Esta proteína interage com o vidro, já a vitamina bio-

tina Ącará exposta, para uma futura ligação com a proteína estreptavidina (STP), que é

adicionada após a lavagem da BSA-biot com o tampão de magnésio (Tampão A). Ao adi-

cionar 20 µL de STP na concentração de 0,1 µg/mL, levamos novamente o porta-amostra

à luz ultravioleta por 20 minutos. Ao Ąnalizar este tempo, lavamos o porta-amostra com
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solução salina tamponada com fosfato (PBS) para receber a solução de microesferas e

DNA já no microscópio. Após um tempo de espera, as interações entre a microesfera,

DNA e lamínula acontecem e devemos encontrar a conĄguração ideal para realização do

experimento que está representada na Figura 8.2, onde uma extremidade da molécula de

DNA está presa na microesfera e a outra na lamínula, sendo possível ser estirada pela

pinça óptica.

8.3 Procedimento experimental

Na solução, podemos encontrar várias conĄgurações possíveis, não apenas a ideal

como mencionado anteriormente. Temos microesfera que executa movimento browniano,

DNA com extremidades soltas, DNA grudado na lamínula e etc. Para encontrar a conĄ-

guração ideal capturamos uma microesfera que escape do poço de potencial criado pela

pinça e volte para a sua posição de equilíbrio, sabendo então que possui molécula de

DNA. Ao atingir o objetivo, realizamos cinco medidas, das quais retiramos a média dos

parâmetros mecânicos de interesse.

A medida é realizada ao movimentar o estágio piezoelétrico com uma velocidade

de v = 0,1 µm/s, com uma força máxima de Fpinça = 6 pN como mostrado na Figura 8.3.

Essa velocidade é suĄcientemente baixa para que o estiramento não perturbe o estado de

equilíbrio inĄnitesimal, mantendo o regime quase-estático, e a força não quebre às ligações

químicas do DNA. Os dados são obtidos via videomicroscopia e analisados no software

ImageJ, no qual extraímos a posição do centro da microesfera em função do tempo, para

obter a curva de força aplicada pelo deslocamento do estiramento, xDNA que é ajustado

pelo modelo Worm-Like chain de Marko e Siggia [45].

Figura 8.3 Ű Estiramento da molécula de DNA num regime quase-estático [6].

Note que precisamos ajustar a Equação 5.7, já que o estiramento está ocorrendo

ao longo do eixo x. Usando regras básicas de trigonometria, temos
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Fx = Fcosβ = F (
xDNA

z
) (8.1)

e

z =
√

x2
DNA + h2, (8.2)

substituindo na Equação 5.7, encontramos

F =
kBT
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xDNA
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. (8.3)

Ajustamos os dados obtidos com a Equação 8.3, e determinamos as propriedades

mecânicas do polímero, onde o comprimento de contorno L0 deve estar entre 14 ∼ 21µm

e o comprimento de persistência entre 40 ∼ 50nm [60, 61].

Após realizarmos as medidas com o DNA puro, iniciamos as trocas de alíquotas,

que são concentrações do ligantes desejados dentro do tampão. Na troca, removemos o

quanto é possível da solução presente no interior do o-ring e inserimos a alíquota. Repeti-

mos este processo várias vezes para garantir a homogenização e o alcance da concentração

desejada. Esperamos um tempo de reação do ligante com a molécula de DNA e reali-

zamos as cinco medidas novamente para extrair os novos comprimentos de contorno e

persistência do complexo DNA-ligante. Outras alíquotas são trocadas em concentrações

crescentes e realizamos o mesmo processo; de modo a obter uma curva de propriedades

mecânicas por concentrações no Ąnal.

Ao encontrar DNA com as propriedades mecânicas de interesse, introduzimos 2

mM de cafeína na amostra, que permaneceu constante durante todo o experimento. Es-

peramos por 30 min para atingir o equilíbrio termodinâmico, realizamos os estiramentos.

Em seguida, um composto à base de platina foi escolhido e inserida na amostra em con-

centrações crescentes, e os parâmetros mecânicos foram determinados para cada uma

dessas concentrações escolhidas. Aguardamos pelo menos 30 min para ocorrer o equi-

líbrio termodinâmico entre o composto e o DNA após a troca de cada concentração.

Depois, traçamos os valores de comprimento de persistência e comprimento de contorno

dos complexos formados (DNA-cafeína-fármaco de platina) em função da concentração do

fármaco para cada um dos quatro fármacos testados: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina

e transplatina.
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IX Modelo quenched-disorder

Para retirar os parâmetros físico-químicos dos dados experimentais do compri-

mento de persistência em função da concentração do fármaco, um modelo fenomenológico

simples proposto por Rocha considera a molécula de DNA parcialmente recoberta de mo-

léculas de ligantes ao longo de sua estrutura, como uma associação de molas entrópicas

em série [62].

Vamos considerar a associação em série de n molas entrópicas com comprimentos

de persistências A0, A1, A2,..., An−1 que resulta em uma mola entrópica efetiva de compri-

mento de persistência efetivo dado por

1
AE

=
f0(r)
A0

+
f1(r)
A1

+
f2(r)
A2

+ ..., (9.1)

onde a função fi(r) é probabilidade de encontrar uma mola entrópica ao longo do compri-

mento do contorno com um comprimento de persistência local Ai (note que são funções

que dependem da fração do ligante ligado r) [57,63].

Sabemos da literatura que ligantes induzem comportamentos monotônicos do com-

primento de persistência em função da concentração do fármaco na molécula de DNA.

Para descrever este comportamento, vamos considerar no modelo apenas duas molas en-

trópicas que possuem apenas um sítio de ligação [64Ű66]. Aqui, consideramos um sítio

como sendo o lugar efetivamente ocupado por uma única molécula de ligante, ou por um

agregado de moléculas, caso a cooperatividade seja positiva.

Uma mola entrópica representa o DNA puro, com comprimento de persistência

local A0 e a outra representando a estrutura local formada pela molécula ligante ligada

ao DNA, com comprimento de persistência local A1. Portanto, a Equação 9.1 Ąca,

1
AE

=
f0(r)
A0

+
f1(r)
A1

. (9.2)

Precisamos encontrar as distribuições de probabilidade dos ligantes ligados associ-

ados aos comprimentos de persistência local. A probabilidade do sítio estar ocupado por

um ligante é x com o comprimento de persistência local A1. Onde x = r/rmax é a fração

de sítios ligados normalizada.

Já a probabilidade de encontrar o sítio desocupado é 1− x, como o comprimento

de persistência A0. Portanto, o comprimento de persistência efetivo da Equação 7.1, pode

ser reescrito como

1
AE

=
1− x

A0

+
x

A1

, (9.3)

onde x = r/rmax pode ser conectado a uma isoterma de ligação. Este é o modelo quenched-
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disorder de um sítio que pode ser usado para ajustar o comprimento de persistência

determinado experimentalmente em função da concentração do fármaco, retornando os

parâmetros de ligação que caracterizam as interações. Para nossos experimentos, este

dados foram obtidos utilizando a isoterma de Hill (Equação 7.14) que pode ser expressa

como

r

rmax

=
(KiCf )n

1 + (KiCf )n
. (9.4)

Fazendo o uso do vínculo Cf = CT − rCbp = CT − rmaxCbpx na isoterma de ligação de

Hill, obtemos

x =
[Ki(CT − rmaxCbpx)]n

1 + [Ki(CT − rmaxCbpx)]n
, (9.5)

que pode ser conectada a Equação 9.3 para nos fornecer os parâmetros físico-químicos ao

medir as propriedades mecânicas da molécula de DNA.

A Equação 9.5 pode ser resolvida numericamente retornando x para cada valor

de CT . Para isto é necessário um algoritmo que ajuste melhor a equação para valores

quaisquer dos parâmetros físicos-químicos, considerando as concentrações dos ligantes

estudados nos experimentos, retornando ao Ąnal melhores valores para x. Estes valores são

inseridos na Equação 9.3, e ajustados aos dados experimentais da variação do comprimento

de persistência pela concentração de ligantes, satisfazendo os critérios para a convergência

do método dos mínimos quadrados. Ao Ąnal o algoritmo nos fornece os parâmetros físico

químicos dos complexos DNA-ligantes, além do comprimento de persistência A0, A1 e A2.
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X Resultados

10.1 Resultados obtidos da pinça óptica

A Figura 10.1 mostra algumas curvas de força-extensão representativas para um

complexo de DNA formado com uma platina especíĄca (10.1a cisplatina, 10.1b carbopla-

tiina,10.1c oxaliplatina e 10.1d transplatina) obtidas para a concentração constante de 2

mM de cafeína e concentrações de platinas indicadas nas legendas. As linhas contínuas

são ajustes de alta precisão do modelo worm like-chain, do qual foram determinados os

comprimentos de persistência e o comprimento de contorno.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 10.1 Ű Curvas de força-extensão representativas para um determinado complexo de DNA
formado com (a) cisplatina, (b) carboplatina, (c) oxaliplatina e (d) transplatina,
obtidas para as concentrações de cafeína e os compostos de platina indicadas
nas legendas. As linhas contínuas são ajustes à equação de Marko-Siggia, de
onde os parâmetros mecânicos (persistência e comprimentos de contorno) foram
determinados.
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A Figura 10.2 mostra os dados de comprimento de persistência obtidos para os

complexos DNA-cisplatina em função da concentração do fármaco na amostra (círculos

pretos), sendo que o DNA foi previamente tratado com 2 mM de cafeína. Fazemos uma

comparação dos dados com aqueles obtidos sem o uso da cafeína na amostra originalmente

obtidos da referência [7](quadrados abertos no inset).

Figura 10.2 Ű Dados de comprimento de persistência obtidos para complexos de DNA cis-
platina em função da concentração do fármaco na amostra (círculos pretos),
sendo o DNA previamente tratado com cafeína a 2 mM. O inset mostra uma
comparação desses dados com os equivalentes obtidos sem o uso de cafeína
na amostra (quadrados abertos), originalmente obtidos na referência [7]. As
linhas sólidas são ajustes ao modelo quenched-disorder para o comprimento
de persistência, a partir do qual se pode obter o parâmetros de ligação da
interação em cada situação.

As linhas sólidas são ajustes do modelo quenched-disorder para o comprimento

de persistência, do qual retiramos os parâmetros de ligação das interações que estão

mostrados na Tabela 10.1, juntamente com os resultados obtidos para os outros fármacos

estudados neste trabalho para Ąns de comparação. [56,57].

Observe que concentrações crescente da cisplatina induzem uma diminuição mo-

notônica no comprimento de persistência dos complexos formados. Este comportamento

ocorre exclusivamente devido à cisplatina, pois a cafeína induz um efeito contrário, aumen-

tando o comprimento de persistência da molécula de DNA nas condições experimentais

utilizadas, ou seja, com 2 mM de cafeína e uma solução salina tamponada com fosfato

(PBS) com [Na]= 150 mM [67].

Podemos tirar algumas conclusões da comparação dos gráĄcos de comprimento de

persistência em função da concentração crescente de cisplatina com (linha vermelha) e

sem (linha azul) cafeína. Observe que na presença de cafeína na amostra, o comprimento
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Fármacos Cafeína K (M−1) n
cisplatina 2 mM (6.5± 1.0)× 105 1 (Ąxo)

carboplatina 2 mM (1.2± 0.2)× 105 1 (Ąxo)
oxaliplatina 2 mM (9.6± 1.5)× 105 1 (Ąxo)
transplatina 2 mM (5.2± 1.0)× 104 1 (Ąxo)
cisplatina 0 (2.4± 0.4)× 104 3.4± 0.4 [7]

carboplatina 0 (1.6± 0.2)× 104 5.1± 0.7 [8]
oxaliplatina 0 (4.0± 0.7)× 104 1.0± 0.2 [9]
transplatina 0 (1.8± 0.2)× 103 1.0± 0.1 [10]

Tabela 10.1 Ű Parâmetros de ligação obtidos dos ajustes do modelo para os quatro fárma-
cos de platina testados que interagem com DNA sob 2 mM de cafeína. Os
resultados equivalentes para a situação sem cafeína, obtidos em trabalhos
anteriores [7Ű10], também são mostrados para Ąns de comparação. K é a
constante de ligação da associação de equilíbrio e n é o expoente de Hill,
que mede a cooperatividade das reações de ligação.

de persistência do complexo DNA-cisplatina satura em concentrações mais baixas do

fármaco. Tiramos como conclusão que a cafeína funciona como um catalisador da ligação

DNA-cisplatina, já que é uma molécula que aumenta a eĄciência desta interação. De

fato a cafeína aumenta a constante de ligação de associação efetiva, K, da interação. Da

referência [7] sabemos que K = (2,4 ± 0,4) × 104 M−1 para o caso em que a amostra

não possui cafeína. Para nossos experimentos com 2 mM de cafeína, encontramos uma

constante de equilíbrio igual a K = (6,5 ± 1,0) × 105 M−1. Observe que o valor de K

aumentou cerca de ∼27× na presença de cafeína. Em outras palavras, a cafeína aumenta

a aĄnidade efetiva da cisplatina ao DNA em mais de uma ordem de grandeza quando 2

mM de cafeína foi utilizada em nossas condições experimentais.

Note também que a curva perde sua forma sigmoidal quando o alcalóide está

presente. Este formato da curva está fortemente ligado ao grau de cooperatividade da

interação [56, 57]. Para o caso em que há ausência de cafeína, o ajuste nos retorna o

expoente de Hill de aproximadamente 3,4 (referência [7]), mostrando que a interação da

cisplatina com o DNA na ausência da cafeína é cooperativa, pois o expoente é maior que

a unidade. O melhor ajuste em nossos dados com 2 mM de cafeína retorna um expoente

de Hill igual à unidade, mostrando que a interação da cisplatina com o DNA não é mais

cooperativa na presença do alcalóide.

O comportamento do aumento do valor de k e do expoente de Hill unitário (não

cooperatividade) ao adicionar a cafeína na amostra foram recorrentes para os demais

fármacos à base de platina testadas em nosso trabalho, conforme apresentaremos nas

Ąguras seguintes. A interpretação completa desses resultados será discutida em detalhes

na seção de discussões.

A Figura 10.3 mostra os dados do comprimento de persistência obtidos para o

complexo DNA-carboplatina em função do aumento concentração do fármaco na amostra
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(círculo preto) em que o DNA foi previamente tratado com 2 mM de cafeína.

Figura 10.3 Ű GráĄco dos dados de comprimento de persistência (A) obtidos para comple-
xos DNA-carboplatina em função da concentração do fármaco na amostra
(círculos pretos), tendo o DNA sido previamente tratado com cafeína a
2mM. O inset mostra uma comparação de tais dados com o equivalente
obtido sem o uso de cafeína na amostra (quadrados abertos), originalmente
obtido na referência [8]. As linhas sólidas são ajustes ao modelo quenched-
disorder para o comprimento de persistência, de onde se pode obter os
parâmetros de ligação da interação em cada situação.

Note que o comportamento da curva é semelhante ao da cisplatina quando o al-

calóide foi adicionado a amostra, em que há a perda de cooperatividade entre a ligação

da caborplatina na molécula de DNA e existe um aumento da aĄnidade efetiva, pois a

saturação acontece para menores concentrações da carboplatina na presença da cafeína.

Do ajuste obtido dos dados, mostrados na Tabela 10.1, notamos que a constante

de equilíbrio de associação, K, aumentou cerca de ∼7,5× quando a cafeína estava presente

na amostra em comparação aos resultados para a amostra sem o alcalóide originalmente

obtidos da referência [8]. Já o expoente de Hill diminuiu de ∼5 sem cafeína para 1 quando

a cafeína foi adicionada , portanto a reação é não cooperativa, ou seja, a ligação de uma

molécula não inĆuencia na ligação da próxima.

Na Figura 10.4 mostramos o gráĄco do comprimento de persistência para as con-

centrações de oxaliplatina, onde o DNA já havia sido tratado com 2 mM de cafeína. O

resultado do ajuste dos dados (Tabela 10.1) nos mostrou que a cafeína aumentou a cons-

tante de associação de equilíbrio cerca de ∼24× em comparação ao dados com apenas

oxaliplatina e DNA na amostra obtidos da referência [9]. Mas para o caso da oxaliplatina,

a cooperatividade já não existia na ausência da cafeína (formato da curva é não sigmoidal)

mantendo este mesmo comportamento com 2 mM do alcalóide, ou seja, o coeĄciente de

Hill do ajuste para ambos os casos é unitário.
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Figura 10.4 Ű GráĄco dos dados de comprimento de persistência (A) obtidos para comple-
xos DNA-oxaliplatina em função da concentração do fármaco na amostra
(círculos pretos), tendo o DNA sido previamente tratado com cafeína a 2
mM. O inset mostra uma comparação de tais dados com o equivalente ob-
tido sem o uso de cafeína na amostra (quadrados abertos), originalmente
obtido na referência [9]. As linhas sólidas são ajustes ao modelo quenched-
disorder para o comprimento de persistência, de onde se pode obter os
parâmetros de ligação da interação em cada situação.

Por Ąm, a Figura 10.5 mostra os dados para o comprimento de persistência em

função da concentração da transplatina, o isômero trans da cisplatina, neste caso o DNA

também havia interagido com 2 mM de cafeína.

A constante de associação de equilíbrio passou de K = (1,8± 0,2)× 103 M−1 para

os dados sem a cafeína obtidos da referência [10], para K = (5,2 ± 0,6) × 104 M−1 ao

adicionar 2 mM de cafeína. Portanto, a constante de ligação aumentou cerca de ∼29×,

melhorando a aĄnidade de ligação até para o isômero trans que era considerado inativo

em tratamentos quimioterápicos, enquanto o expoente de Hill permaneceu unitário em

ambos os casos para um melhor ajuste dos dados.

Para concluir os resultados da pinça óptica, a Figura 10.6 apresenta os dados do

comprimento de contorno em função da concentração crescente de cada platina. Note

que o comprimento de contorno foi normalizado pelo comprimento médio do contorno dos

complexos DNA-cafeína obtidos sem qualquer fármaco de platina na amostra.

Podemos observar que para os dados da cisplatina (círculo vermelho), carbopla-

tina (quadrado azul) e oxaliplatina (losango verde), o comprimento de contorno permanece

constante à medida que os fármacos se ligam à dupla hélice do DNA. No caso da trans-

platina (triângulo preto) tal parâmetro mecânico apresenta um decréscimo inicial muito

leve, aumentando para concentrações maiores do fármaco.

O comportamento do comprimento de contorno dos complexos DNA-platina veri-

Ącado para os três primeiros fármacos (cisplatina, carboplatina, e oxaliplatina) é quali-
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Figura 10.5 Ű GráĄco dos dados de comprimento de persistência obtidos para complexos
DNA-transplatina em função da concentração do fármaco na amostra (cír-
culos pretos), tendo o DNA sido previamente tratado com cafeína a 2 mM.
O inset mostra uma comparação de tais dados com o equivalente obtido sem
o uso de cafeína na amostra (quadrados abertos), originalmente obtido na
referência [10]. As linhas sólidas são ajustes ao modelo quenched-disorder
para o comprimento de persistência, de onde se pode obter os parâmetros
de ligação da interação em cada situação.

Figura 10.6 Ű GráĄco dos dados de comprimento do contorno (normalizado pelo compri-
mento médio do contorno dos complexos DNA-cafeína obtidos sem qualquer
droga de platina na amostra) dos mesmos complexos de DNA formados com
os quatro fármacos à base de platina estudados aqui, com cafeína Ąxada
em 2 mM na amostra. Observe que tal parâmetro mecânico permanece
constante à medida que os fármacos se ligam à dupla hélice do DNA para
cisplatina, carboplatina e oxaliplatina e apresenta uma ligeira diminuição
seguida de um aumento subsequente para a transplatina.
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tativamente diferente dos resultados obtidos em trabalhos anteriores como mostrado na

Figura 10.7a, na ausência de cafeína na amostra. Para estes casos, o comprimento de

contorno dos complexos DNA-platinas em uma solução salina tamponada com fosfato

(PBS) com [Na]= 150 mM apresentou uma ligeira diminuição monotônica, em torno de

∼10-16 % do comprimento inicial. Esta diminuição se deve ao fato que os fármacos à base

de platinas formam ligações intraĄtas (diadutos) na dupla hélice do DNA, aproximando

segmentos distintos, promovendo a aproximação da molécula. Ao aumentar a concen-

tração do fármaco, mais ligações acontecem de modo a compactar a molécula de DNA.

Então, concluímos que com a presença da cafeína na amostra, estas ligações não ocorrem,

mantendo o comprimento de contorno constante (Figura 10.6).

Comparando os dados da Figura 10.6 e o dados obtidos da referência [10], mos-

trados na Figura 10.7b para a transplatina, notamos que o comportamento qualitativo

é semelhante com ou sem o alcalóide na amostra. No entanto, o decréscimo máximo

veriĄcado para o parâmetro na presença da cafeína é menor, embora dentro da barra de

erro. Isto indica que a transplatina ainda é capaz de formar ligações intraĄtas ao longo

do comprimento da molécula de DNA, mesmo com a adição de 2 mM de cafeína. Para

maiores concentrações veriĄcamos um aumento do comprimento de contorno devido ao

rearranjo das ligações das moléculas de transplatina para alcançar uma maior estabilidade

através de ligações interĄtas.

(a) (b)

Figura 10.7 Ű (a) Comprimento de contorno em função das concentrações da oxaliplatina (lo-
sango azul), carboplatina (círculo preto), cisplatina (quadrado vermelho), em
PBS= 150 mM, dados obtidos originalmente das referências [7Ű9] . (b) Compri-
mento de contorno em função das concentrações de transplatina em em PBS= 150
mM, dados obtidos originalmente da referência [10].
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10.2 Resultados obtidos da espectroscopia UV-VIS

A espectroscopia UV-VIS foi utilizada como uma técnica experimental comple-

mentar para compreensão dos dados obtidos pela técnica de pinça óptica mencionados

na seção 10.1. O intuito era avaliar se existe uma interação relevante entre a cafeína e

os fármacos de platina em solução com PBS =150 mM (sem a molécula de DNA). Nossa

análise foi realizada para a cisplatina, e generalizada para os demais fármacos à base de

platina, devido a semelhança das estruturas químicas.

Primeiramente, estudamos a concentração de cisplatina Ąxa em 500 µM enquanto

a da cafeína variou de 1 a 10 µM para temperatura ambiente e pH = 7,4 na solução. Os

espectros de absorbância por comprimento de onda para os resultados estão mostrados na

Figura 10.8a. Note que a presença da cafeína alterou o espectro de absorção da cisplatina,

deslocando o pico principal para comprimentos de onda mais altos e aumentando muito a

absorbância desse pico, indicando uma interação signiĄcativa entre a cafeína e a cisplatina.

(a) (b)

Figura 10.8 Ű (a) Absorbância para várias concentrações diferentes de cafeína em função do
comprimento de onda de absorção, mantendo a concentração de cisplatina Ąxada
em 500 µM. (b) valores de absorbância em 297 nm para várias concentrações
diferentes de cafeína, obtidos a partir dos dados do painel 10.8a. A linha sólida
vermelha é um ajuste ao modelo proposto, que permite estimar a constante de
ligação de equilíbrio entre os dois compostos.

Para estimar a constante de ligação de equilíbrio para a interação entre a cisplatina

e a cafeína, escolhemos um comprimento de onda e analisamos a absorbância em função da

concentração de cafeína. A Figura 10.8(b) mostra o resultado obtido para o comprimento

de onda em 297 nm. Observe que a absorbância aumenta linearmente com a concentração

de cafeína para valores menores que 6 µM, desviando para concentrações maiores. A

constante de ligação de equilíbrio, KCC pode ser estimada supondo por simplicidade uma

ligação um-para-um entre a cisplatina e cafeína, de modo que KCC pode ser escrito como
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Kcc =
Ccc

Cf
cafCf

cisp

, (10.1)

onde Ccc é a concentração do complexo cisplatina-cafeína formado e Cf
caf e Cf

cisp são as

concentrações de cafeína e cisplatina livres em solução, respectivamente.

Usando a lei de Beer-Lambert (Equação 4.12), podemos escrever a absorbância

(Abs) da solução como

Abs =
∑

ϵxLCx, (10.2)

onde ϵx e Cx são a absortividade molar e a concentração da espécie x em solução, e L é o

comprimento da cubeta utilizada (1 cm no presente caso). Assim,

Abs = ϵcisLCcis + ϵcafLCcaf + ϵccLCcc, (10.3)

usando as condições C0
x = Cf

x −Ccc para a cisplatina e cafeína, onde C0
x é a concentração

total adicionada na preparação da amostra da espécie x, e o fato que a concentração total

de cisplatina é muito maior que a da cafeína em nosso sistema (C0
cisp ≫ C0

caf ), encontramos

que

Abs ∼ ϵcisLC0
cisp + (ϵcc − ϵcisp)L

KccC
0
cispC0

caf

1 + KccC0
cisp

. (10.4)

Observe que usando a aproximação C0
cisp ≫ C0

caf , a absorbância medida deve

crescer linearmente com a concentração total na amostra. Analisando os dados da Figura

10.8b, notamos que essa região corresponde a concentrações de cafeína menores que 6 µM.

Usando a Equação 10.4 para ajustar os dados (linha vermelha), estimamos a constante

de ligação de equilíbrio da ligação: KCC ∼ 105 M−1. Este resultado é encontrado mesmo

se não negligenciarmos o termo da absortividade molar da cafeína pura da Equação 10.3.

Outro experimento de espectroscopia UV-VIS foi realizado para conĄrmar este

resultado. Neste caso, mantivemos a concentração de cafeína Ąxa em 2 mM em solução,

e adicionamos concentrações crescentes de cisplatina variando de 1 a 100 µM, como mos-

trado na Figura 10.9. Para este caso, note que a absorbância diminui com aumento de

cisplatina na amostra.

Para estimar a constante KCC dos dados do experimento, utilizamos a condição

de que a concentração total de cafeína é muito maior que a concentração da cisplatina

(C0
caf ≫ C0

cisp) e analisamos os dados no comprimento de onda em 290 nm para o caso

em que a curva se comporta linearmente(Figura 10.9b). Portanto, encontramos do ajuste

proposto a constante de ligação de equilíbrio da reação: KCC ∼ 105 M−1.

Os valores encontrados para KCC são relativamente altos em comparação a inte-

rações com a cisplatina e a molécula de DNA, indicando uma interação forte entre as

moléculas de cisplatina e cafeína em solução.
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(a) (b)

Figura 10.9 Ű (a) Absorbância para várias concentrações diferentes de cisplatina em função do
comprimento de onda de excitação, mantendo a concentração de cafeína Ąxada
em 2 mM. (b) valores de absorbância a 290 nm para várias concentrações diferen-
tes de cisplatina, obtidos a partir dos dados 10.9a. A linha vermelha é um ajuste
ao modelo proposto, que permite estimar a constante de ligação de equilíbrio
entre os dois compostos.
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XI Discussões

Concluímos dos dados de comprimento de persistência para os complexos de DNA

formados com os quatro fármacos de platina, com o ajuste realizado do modelo quenched-

disorder que na presença de cafeína há uma maior aĄnidade efetiva de todos os compostos

de platina com a molécula de DNA, aumentando a constante de ligação de associação de

equilíbrio em ∼7,5× para a carboplatina e ∼24-29× para os outros fármacos. Além de

observar a perda da forma sigmoidal da curva, mostrando que não há mais cooperatividade

para a interação do DNA com a cisplatina e a carboplatina na presença do alcalóide.

Dos dados de comprimento de contorno, mostrados no gráĄco 10.6, corresponden-

tes para os complexos DNA-platina, notamos que a presença da cafeína anula a maior

parte das ligações intraĄtas ao longo do comprimento de contorno da dupla hélice do

DNA.

Da referência [67] sabemos que a cafeína se liga nas fendas maiores e menores da

dupla hélice, aumentando o comprimento de contorno e de persistência na concentração

utilizada neste trabalho (2 mM), além de desidratar o polímero. Um elevado número

de moléculas do alcalóide irão impor restrições espaciais ao longo da cadeia polimérica,

diĄcultando a ligação intraĄtas (diadutos) dos compostos de platinas em pares de bases

distintos do DNA.

Para compreender melhor os dados obtidos investigamos a interação direta entre a

cafeína e os fármacos de platina em solução contendo apenas PBS= 150 mM, sem DNA,

usando a técnica de espectroscopia de absorção UV-VIS, em que concluímos que existe

uma interação direta entre a cafeína e as moléculas dos compostos de platina. Devido à

semelhança da estrutura química do alcalóide com as bases purinas da molécula de DNA,

notamos que os fármacos de platina também possuem uma grande aĄnidade química com

a cafeína.

É importante lembrar que todos os fármacos de platina possuem dois sítios dis-

poníveis para ligações covalentes independentes com as bases de DNA depois de sofrer a

hidrolisação em meio intracelular. Com o resultado obtido pelas amostras UV-VIS, sabe-

mos que a cafeína interage com as moléculas de platina, provavelmente deixando apenas

um sítio da molécula disponível para se ligar ao DNA. Isto explica o fato das ligações

intraĄtas dos fármacos de platina terem sido suprimidas na presença da cafeína.

Portanto, o fato das ligações intraĄtas serem suprimidas quando a cafeína é previa-

mente ligada ao DNA explica o motivo do comprimento de contorno permanecer constante

com a adição crescente das concentrações para os três fármacos (cisplatina, carboplatina

e oxaliplatina) e mudam menos para transplatina, como mostrado na Figura 10.6, pois as

ligações intraĄtas tendem a aproximar diferentes segmentos da cadeia polimérica resul-

tando em uma compactação efetiva [68, 69]. A transplatina possui uma distância maior



Capítulo XI. Discussões 60

entre os dois sítios que se ligam covalentemente aos pares de base do DNA, possuindo

uma probabilidade ligeiramente maior de encontrar sítios disponíveis para ocorrer as li-

gações intraĄtas, explicando o comportamento de pequena diminuição do comprimento

de contorno para as concentrações iniciais. Observe que para maiores concentrações de

transplatina o comprimento de contorno aumenta novamente, isto acontece pois as ligações

intraĄtas não são mais estáveis para essas concentrações, e um rearranjo do comprimento

de contorno acontece para ligações interĄtas estáveis [10].

Note que a perda da cooperatividade das ligações da cisplatina e carboplatina como

o DNA pode ser compreendida também pelo fato das ligações de intraĄtas diminuírem.

De fato, para interações desses compostos com o DNA, a cooperatividade surge devido

a compactação do DNA imposta pelas ligações intraĄtas de longo alcance formadas ao

longo da cadeia polimérica, pois tal efeito aumenta a probabilidade de formar ainda mais

dessas ligações devido ao aumento da proximidade dos segmentos. Ou seja, a perda da

compactação do DNA diĄculta a cooperatividade das reações de ligações dos fármacos de

platina.

Os nossos dados não provam a existência das ligações de intraĄtas e interĄtas dos

compostos de platinas na molécula de DNA, porém elas foram amplamente estudadas por

várias técnicas experimentais. Podemos veriĄcar suas existência através da espectroscopia

de força de molécula única (pinça óptica) realizados no regime entálpico de alta força,

como descrito nas referências [8, 9].

Para concluir nossa análise, classiĄcamos a cafeína como um agente catalisador

alostérico que modiĄca a aĄnidade efetiva do DNA com os fármacos de platina, quando

ligada previamente ao DNA em solução, aumentando signiĄcativamente a constante de

ligação de equilíbrio entre eles, como mostrado na Tabela 10.1; embora um estudo mi-

croscópio em nível de pares de bases ainda seja necessário para avançar na compreensão

deste efeito.

Muitos estudos relataram que a cafeína aumenta a eĄcácia dos compostos a base de

platinas em matar células cancerosas em cultura e em tratamento de tumores reais in vivo

[14,15,70,71]. Neste trabalho, trazemos novas informações físico-químicas das interações

envolvidas medidas em ensaios simples realizados em nível molecular, independente da

complexidade do ambiente intra-celular.

Um fato interessante é que a propriedade que a cafeína possui de aumentar a ligação

dos fármacos de platina com o DNA não se reproduz quando o o alcalóide é utilizado

junto com fármacos que intercalam na dupla hélice do DNA, como no caso do brometo

de etídio [72]. Neste último caso, a cafeína diĄculta a interação destes compostos para

ligar com DNA em solução, diminuindo a concentração efetiva desses compostos capazes

de intercalar com o DNA. Isto mostra que mais estudos sobre a papel da cafeína para

modular a ligação de outros fármacos ao DNA se faz necessário para trazer melhorias em

tratamentos quimioterápicos atuais e futuros.
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XII Conclusões

Neste trabalho realizamos o estudo da interação dos complexos DNA, cafeína e

um fármaco à base de platina, em uma amostra simples contendo uma solução salina

tamponada com fosfato, sendo estudado no Ąnal quatro fármacos: cisplatina, carbopla-

tina, oxaliplatina e transplatina, através da espectroscopia de molécula única e UV-VIS

. O principal interesse foi veriĄcar o papel explícito da físico-química das interações en-

volvidas na conhecida propriedade da cafeína no aumento da toxicidade dos fármacos de

platina dentro de células reais, já mencionado na literatura para a cisplatina.

Nossos resultados mostram que esse efeito promovido pelo alcalóide pode ocorrer,

já fora do ambiente celular complexo, pois a cafeína aumenta a constante de ligação de

equilíbrio efetiva medida para as interações do DNA com os quatro fármacos de platina

estudados, e também altera o comportamento cooperativo associado às interações entre

o DNA e a cisplatina e carboplatina.

De modo que, nossos experimentos mostraram com a técnica de pinça óptica jun-

tamente com a UV-VIS, que para o estudo de moléculas únicas já existe uma interações

signiĄcativa entre o complexo DNA-platinas e a cafeína. Observe que este resultado é

muito promissor, pois nos fornece mais informações além das já estudadas em cultura de

células, como mencionado na literatura. Ou seja, com estes dados e com mais estudos,

acreditamos que problemas que antes estavam presentes no tratamento de câncer, como

a resistência ao medicamento e os efeitos colaterais, podem ser reduzidos ou até mesmo

acabar, melhorando a eĄciência dos fármacos à base de platinas.

Podemos considerar que tal efeito parece ser geral para os fármacos à base de

platina porque as mesmas formam alcançadas para os quatro fármacos clássicas desses

compostos.

Note que, nossos dados não fornecem de forma direta como as ligações molecula-

res ocorrem. Assim, novos estudos em nível molecular são necessários para compreender

melhor como as ligações ocorrem, qual átomo liga em qual. Mas dos resultados do com-

primento de persistência e do comprimento de contorno, e das informações retiradas deles,

mostramos que existe estas ligações que podem ser obtidas por outras técnicas experi-

mentais, como a espectroscopia Raman, por exemplo.

Como conclusão, este trabalho apresenta novas perspectivas sobre O mecanismos

de ação envolvendo a combinação de fármacos de platina e cafeína para aplicações quimi-

oterápicas.
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