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RESUMO

BATISTA, Josiane Aparecida Duarte, M.Sc., Univeasie Federal de Vicosa, fevereiro
de 2017.Estudo do encapsulamento de compostos DNA-Farmacgsor um
polipeptideo recombinante. Orientador José Esio Bessa Ramos Junior.
Coorientadores: Marcio Santos Rocha e Marcelo loobtirtins.

Neste trabalho, utilizando a técnica de eletroforesn gel de agarose, foi possivel
estudar o revestimento de complexos DNA- farmacdés jpelipeptideoC4K,, assim
como determinam competicdo da intercalacdo dos farmacos Brordetdctidio e
Doxorrubicina ao DNA. Com o intuito de estudar tamimportamento, medimos a
intensidade da fluorescéncia do complexo DNA 30@i@pde base - Brometo de etidio,
usado como parametro de intensidade de fluorescéncvarias concentracfes de
Doxorrubicina por par de bases do DNA. Observogise o aumento da concentracao
de Doxorrubicina implica na expressiva diminuic@ointensidade de fluorescéncia do
Brometo de Etidio ja intercalado ao DNA, resultaltodeslocamento do Brometo de
Etidio devido & intercalacdo da Doxorrubicina. Outator relevante observado é a
invariabilidade da fluorescéncia do complexo DNf&rmacos ao acrescentar a proteina
C4K1, as mesmas concentragcbes de Doxorrubicina, implicandevestimento do

complexo, pela proteina.



ABSTRACT

BATISTA, Josiane Aparecida Duarte, M.Sc., Univeasid Federal de Vicosa,
February, 2017.Study of Encapsulation of DNA-DRUG Compounds by a
Recombinant Polipeptide. Adviser: José Esio Bessa Ramos Junior. Co-advisers:
Marcio Santos Rocha and Marcelo Lobato Martins.

In this work, using the technique of agarose gettebphoresis, it was possible to study
the coating of DNA-drug compound by thgKGg, polypeptide, a well as determining
the competition of the intercalation of the drugki@ium Bromide and Doxorubicin to
the DNA. In order to study such behavior, we meeduine fluorescence intensity of the
DNA 3000 bp - Ethidium Bromide compound, used agasameter of fluorescence
intensity at various concentrations of Doxorubig@ar base pair of DNA. It was
observed that the increase of this Doxorubicin eotration implies in the expressive
decrease in the fluorescence intensity of the HihdBromide already intercalated to
the DNA, resulting from the displacement of the Hiinm Bromide due to the
intercalation of Doxorubicin. Another relevant facbbserved is the invariability of the
fluorescence of the DNA-drug compound when addivg @K, protein to the same

concentrations of Doxorubicin, implying the coatiwiggthe compound by the protein.



Consideracoes Iniciais

Por ser o portador de toda a informacao genédaNA vem despertando e
agucando o interesse de pesquisadores. ApoOs seandetcdo estrutural em 1953,
realizada por Watson e Crick, muitas foram as destad e maiores ainda, foram suas
implicacdes [1, 2, 16-18].

Entre tantas aplicagcdes, a molécula de DNA vendseananipulada para a
producdo de nanodispositivos inteligentes, capades alcancar estruturas e
funcionalidades especificas como no direcionaméattarmacos a tumores, entrega de
genes terapéuticos e a permanéncia de quimiotegpi@ corrente sanguinea,
aumentando assim, a eficacia do tratamento e eatarrapida eliminacdo destes pelo
organismo. Uma das formas de modular esses nasptndadores de farmacos por
meio do revestimento de complexos DNA - ligantesn @ formacdo de agregados
mediante a interacdo destes complexos com polgesgsi[21-27].

A area de Fisica Biologica vem contribuindo derfarsignificativa na obtencéo
de informacdes sobre complexos DNA-ligantes. N&atealho, a técnica utilizada para
tais estudos foi a Eletroforese em gel de agarast&a é uma técnica de mdultiplas
moléculas que permite estudar o comportamento decalacao entre os farmacos e os
pares de base da molécula de DNA, mediante artdifleorescéncia [1].

O principal objetivo deste estudo, baseado nac¢aame eletroforese em gel de
agarose em que se mede o valor médio sobre um ntonple grandezas, é a
caracterizagdo do revestimento da molécula de DN@nmgplexos DNA — farmacos pela
interac@o do polipeptideo recombinantg ), cuja interacdo é eletrostatica [4]. Outro
objetivo relevante deste trabalho € definir a cdig@e entre intercalantes na molécula
de DNA medida através da variacdo da intensidad#udeescéncia dos complexos
DNA — Brometo de Etidio, devido ao aumento da cotraegdo de Doxorrubicina, por
pares de base. Esta competicdo foi estudada coemeasadicdo do polipeptideo
recombinante (§K12) [4, 29, 30].

Este trabalho esta dividido em 5 capitulos. Natoapseguinte, serdo discutidas
propriedades estruturais que formam e caracterz&®NA, assim como caracteristicas
e propriedades dos intercalantes usados: a Doxoimap o Brometo de Etidio e o

polipeptideo recombinante. Este polipeptideo faedsolvido pelo grupo do professor



Renko de Vries, da Universidade de Wageningen, ida@laAlém disso, também sao
observados os principios da técnica de eletrofprasateracdo eletrostatica e os
nanocarreadores e o efeito EPR. No terceiro cap$erddo discutidos a preparacao das
amostras, as concentracdes envolvidas e o procettindes experimentos. No quarto
capitulo, tém-se a apresentacdo dos resultadosirepéais obtidos, assim como as
devidas discussoes. E por fim, o Ultimo capitudtatse das conclusbes e perspectivas

para continuidade deste trabalho e também proppatadrabalhos futuros.



Capitulo 2: DNA e seus ligantes

Neste capitulo apresentaremos algumas caracatasisia molécula de DNA e
dos farmacos, Brometo de Etidio e Doxorrubicinapalipeptideo recombinantelC,,.
Além disso, é feita uma breve revisdo da técnicaleleoforese em gel de agarose e da
interacdo eletrostatica da molécula de DNA, assimacuma sucinta discussao sobre 0s

nanocarreadores e o efeito EPR.

2.1 — Caracterizacao estrutural da molécula de DNA

A determinagéo estrutural do DNA em 1953, feita\Matson e Crick, é desde a
sua descoberta, de extrema relevancia na arealdgibi molecular, bioquimica, fisica
bioldgica, medicina entre outras [16, 17].

A molécula de DNA é composta basicamente por mord@snésubunidades)
chamados de nucleotideos, estes por sua vez, pgrupo fosfatoP0y;), um acucar
do tipo pentose e por uma das quatro bases nitrdgerfadenina ou timina ou guanina
ou citosina) os nucleotideos diferem entre si p@ssbases [16]. O agucar do tipo
pentose, é chamado assim, por possuir cinco carlenasua estrutura, e auséncia do
grupo hidroxila (-OH) no carbono 2’ da desoxirribo#® seguir, na Figura 1 temos a
composicao estrutural de um nucleotideo e na Figuis quatro bases nitrogenadas
que diferenciam os nucleotideos e compdem a malé=uDNA.

[ Base(Citosina)

Grupo fosfato J B b 0—CH

LS

2'- Desoxirribose

Figura 1: Composicdo de um nucleotideo no DNA: Grupo fosfadg, uma pentose

(agucar desoxirribose) e uma base nitrogenada [1,2]
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Figura 2: As quatro bases nitrogenadas que compdem os tideles e os diferem

entre si [54].

As bases nitrogenadas se dividem em duas clag@iésapurinas e pirimidinas.
As purinas sdo maiores e possuem mais de um ameifco, ja as pirimidinas sao
menores e possuem apenas um anel aromatico. Sara® lihses nitrogenadas
purinicas, adenina (A) e guanina (G), e duas baisegenadas pirimidicas, timina (T)
e citosina (C) [1,2]. Estas bases caracterizampse, serem moléculas planas e

heterociclicas. Como mostrado na Figura 3.

H

Figura 3: a) Purina b) Pirimidina [16

Os numeros de guanina e citosina sédo idénticognassmo os de timina e
adenina, ou seja, [G] = [C] e [T] = [A]. A ligac&mtre as bases nitrogenadas do DNA
sdo sempre formadas por ligagcbes de hidrogéni@ exstrfitas duplas. Os pares sdo
sempre formados por guanina-citosina e timina-a@er@denina se liga a timina atravées



de duas ligacdes de hidrogénid={T), e a guanina se liga a citosina mediante trés

ligacdes de hidrogéni®EG), como mostrados na Figura 4.

Base

Fosfato nitrogenada

Desoxirribose

Ligagao de
hidrogénio

Figura 4: Pontes de hidrogénio formadas entre pares de l@segenadas. Figura
retirada de [60].

Watson e Crick observaram que a estrutura do DNMAnéposta por duas fitas
polinucleotidicas enroladas em torno de um Unigo,etom uma tor¢ao para a direita,
formando uma hélice dupla = 20 A de didmetro. Perceberam também, que estas duas
fitas sdo antiparalelas. As bases encontram-semoocda hélice, enquanto as cadeias
de acucar e fosfato localizam-se na periferia. Comdemos observar na Figura 4
acima. Este arranjo das fitas, quanto a posicdocdagonentes dos nucleotideos,
implicam na minimizag&o das repulsdes entre os grigefatos carregados [16].

Observaram também que cada base em uma fita fogagdés de hidrogénio
com a base da fita oposta a ela, gerando um paaskes planar. O eixo da hélice &

aproximadamente perpendicular aos planos das [f&es
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Figura 5: Pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenaskstido da sintese da fita
complementar, direcdo 53’ para uma ligacao fosfodiéster de varios nuatisats [1,
2, 54].

A ligacao formada entre a hidroxila ligada ao cah8’ da pentose e o fosfato
do nucleotideo formam cadeias, e a esta ligacdsalarnome de pontes fosfodiéster.
Estas pontes fosfodiéster é dada devido ao fatgrajeo hidroxila do carbono 3’ da
pentose do primeiro nucleotideo unir-se ao grupmdafo ligado ao carbono 5 da
pentose do segundo nucleotideo, formando a fit®MA. As cadeias formadas sao
complementares, ou seja, a sequéncia de base emad®ia necessariamente implica

na sequéncia complementar na outra e vice e V2rds].



P = Fosfato D = Desoxirribose

Dupla-hélice

Cadeia de nucleotideos Duas cadeias pareadas, no plano Dupla-hélice

Fenda
menor

Figura 6: Formacéao da dupla hélice [1, 2].

A molécula de DNA admite basicamente trés confofieagestruturais, sendo
nas formas A, B e Z, como mostradas na Figura forma A-DNA possui didmetro
médio da hélice de 2,55 nm e a distancia entreacssple base é de aproximadamente
0,26 nm. Ja a forma B-DNA apresenta diametro médibélice de 2,37 nm, distancia

entre os pares de base de aproximadamente 0,34oosse por volta de 10,4 pares de



base de uma fenda a outra. Enquanto a forma Z-Dd$&up didmetro médio da hélice
de 1,84 nm e a distancia entre os pares de bas€,456 nm [2, 60-64].

B-DNA Z-DNA

A-DNA

Sulco
maior:
profundo &
gstreito

Mais curto

Base Sulco mator:
Sulco ligeiramen . muito raso
/ menor: te
largoe inclinada :
siarticial \\ Sulco menor:

profundo &
estreifo

?

Dextrogiro Levogira

Figura 7: Conformagdes do DNA.

Como podemos observar na Figura 7, as conformadéedlA e B-DNA
apresentam um dextrogiro em relacdo ao sentid@lizehou seja, uma rotacéao para a
direita, enquanto a forma Z-DNA apresenta um lewgima rotacdo para a esquerda.
O A-DNA possui fenda (sulco) maior: estreita e prafa, o B-DNA é larga e profunda
e 0 Z-DNA é plana. Quanto a fenda menor: o A-DNAr§a e rasa, o0 B-DNA é estreita
e profunda e o Z-DNA ¢é estreita e profunda. As fsngue o DNA pode assumir
dependem do meio o qual € inserido, podendo ma&velesuma conformacgédo para a
outra mediante o resultado, por exemplo, da acdordas idnicas e umidade do meio o
gual se encontra [2, 17, 61-65].

Darei énfase em meu trabalho, a forma B-DNA porasenais encontrada no
meio intracelular, na natureza, considerada biokogente funcional e objeto de
grandes e relevantes estudos. O DNA utilizado nesb@alho é o de 3000 pares de base
(3kbp), um DNA produzido por PCRP@lymerase Chain Reactippomo mostrado no
Apéndice A [17].



2.2 - Interacao eletrostatica

Devido a presenca dos grupos fosfaP0,), a molécula de DNA em solucao
aguosa apresenta densidade de carga negativa. Mhatiotideo possui um grupo
fosfato, sendo a densidade ao longo do eixo dacmlelé&lo DNA dada por 2 cargas
elementares para cada 0,34 nm, causando umaritaetagéo repulsiva entre diferentes
partes da molécula do DNA. Espera-se a ocorréngigntbracdes atrativas entre a
molécula de DNA e ligantes carregados positivameBta condi¢cdes proximas as
fisiolégicas, o DNA encontra-se em solucdo com ienenovalentes positivos
(Na*,K*) e negativos(Cl~). Para os ions positivos (contra-ions) observatssgcao
eletrostatica a molécula de DNA. A aproximacao dmstra-ions diminui a densidade
de carga efetiva assim como a interacao repulsitie @s fitas, causada pelos grupos

fosfatos ao longo da molécula [1].

O estudo analitico da distribuicdo dos contra-iena molécula de DNA é
baseado na equacdo de Poisson-Boltzmann. Trata-send abordagem de campo
meédio, que assume que a densidade de carga dautaotbe DNA é basicamente
homogénea e esta distribuida em uma superficimmeafo cilindrico. No equilibrio
termodinamico, a distribuicdo espacial de todosioms segue uma distribuicdo de

Boltzmann, resolvendo a equacédo de Poisson pastribuicdo de carga encontramos o

potencial eletrostatico méd(Z)(r_)): [1]

v = 22t [57) 3.1)
Em que:z; é a valéncia dos ions do tijjo
e é a carga elementar (1,6 X42@);
p? é a concentracdo em solucéo de ions doipo
€ € a permissividade elétrica do solvente;
kg € a constante de Boltzmann;

T é a temperatura absoluta.
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Podemos expandir a Eq. (3.1) e manter apenas eipoitermo linear, quando a
superficie carregada ndo possui uma densidadeveefdi® carga muito alta e a
concentracdo dos contra-ions é moderada. Par®ligdstr a equacdo resultante é

conhecida como equacao de Debye-Huckel (DH), dadd
ViQ(#) = k2@ (4.2)

2.3 - Intercalantes e Efeitos de Intercalacao

2.3.1- Intercalacdo e Brometo de Etidio

A intercalagcéo é dada pela insercdo de compos®mgagsuem anéis aromaticos
planares entre os pares de base da molécula de PNstabilizacdo desta ligacdo nédo
covalente é dada principalmente pelas interacoesrgelhamento que ocorre entre 0s
anéis aromaticos do intercalante e os orbitais ations heterociclicos dos pares de
base do DNA, assim como, ligagbes de hidrogéniteragbes hidrofébicas e
eletrostaticasA Figura 8 apresenta a estrutura quimica dos jpaneintercalantes [55].

.-

W T H*'T]'\“

Antracenos Acridinas Antraquinonas
O
N—
Q| “N
CHS ]
—N N=— H
O
Fenantridinas Fenantrolinas Elipticinas

Figura 8: Estrutura quimica dos intercalantes [55].

O Brometo de Etidio, de férmula molecu@s;H2oN3Br, € um intercalante que
se liga fortemente a cadeia dupla do DNA, alterasubp torcdo helicoidal. Exposto a
luz ultravioleta entre (260 nm e 360 nm), emite Wermelho-alaranjada (590 nm).
Ligado & molécula de DNA este composto fluoreseads sua intensidade acrescida
cerca de 20 vezes. Este € um dos motivos pelo @ugdometo de Etidio € muito

utilizado em experimentos de eletroforese em gelgdeose, como marcador de DNA.
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O Brometo de etidio pode ser usado de trés fornsitds, no tampao da
amostra a ser aplicada, diretamente no gel e apda a corrida quando o gel é
mergulhado em solucdo de Brometo de Eti@iddrometo de Etidio faz parte da familia
das Fenantriding®, 19, 20].

Detentor de um grande efeito mutagénico, a inta¢éa do Brometo de Etidio
ao DNA, gera efeitos na molécula de DNA, como alféo da rigidez da molécula, do
seu comprimento e de sua massa. O Brometo de piddgui estrutura aromatica que
possibilita sua insercéo entre dois pares de basmdizia dupla do DNA, causando,
assim, um desenrolamento local da dupla hélicgndo a molécula em 26°. O
resultado é uma significativa diminuicédo da reg@etibelicoidal, aumentando o passo da
hélice, ou seja, aumentando a distancia entre res pl@ base do DNA em 0,34 nm em
relacdo ao DNA puro [1, 2, 19, 20]. A quantidadam®éculas intercaladas a molécula
de DNA varia com a concentracdo ionica da solugfimsa [20]. J& sua constante

quimica de ligagéo ¢ dependente da concentracéo depdesente na solugéo.

Figura 9: Brometo de Etidio, figura adaptada [2].

2.3.2- Doxorrubicina

A doxorrubicina faz parte da familia das antraquasoantre os intercalantes. E
um intercalantede extrema importancia e largamente utilizada ewocgssos de
quimioterapias, em tratamentos de mielomas, sarsol@acemia entre diversos outros
tipos de cancer de diversas regides do corpo fitg.acéo interfere na multiplicagcéo e
também na acgdo das células tumorais. A sua efivéamdespertando cada dia mais o

interesse de pesquisadores e, tornando-a um algetstudo valioso [3].
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Intercalante

Figura 10: Doxorrubicina - Figura adaptada [3].

A Figura 11 representa a intercalacdo da doxorindoita molécula de DNA.

Molécula de DNA

molécula
de DA

Figura 11: Doxorrubicina intercalando ao DNA - Figura adapt§g].

2.3.3- Proteina GK 1

As proteinas fazem parte do grupo de macromoléquésentes nos seres vivos
em geral. Além das proteinas, temos os acidos inasl§RNA e DNA) e os
polissacarideos. Estas macromoléculas sé@o sirteizatravés da unido de unidades

monoméricas de forma modular. As unidades monoa®sgéo adquiridas pela célula
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como nutrientes ou a partir de substancias maiplsgnsintetizadas enzimaticamente
[17].

Em relacédo a sintese de proteinas, sabemos quedaddormadas através dos
mesmos 20 tipos de aminoacidos. Temos 8 nucleatide® formam os acidos
nucléicos, sendo 4 para o RNA e 4 para o DNA, entguaos polissacarideos, temos 8
acucares formadores. Mediante a um enorme numeposkibilidades pelas quais as
unidades monoméricas podem ser combinadas e, a#sm, dnodificadas em muitos
casos, temos uma variacdo significativa nas prdpdes de cada tipo de

macromoléculdl7].

A proteina GKj, utilizada neste trabalho € um polipeptideo recoaritim
desenvolvido pelo grupo do professor Renko de YdadJniversidade de Wageningen,
Holanda. Como mostrado na Figura 12, o polipeptideo recoamten GK;, é
constituido de dois blocos, um bloco de estabikdemloidal que possui a combinacéo
de 400 aminoéacidos, sendo el@icina (G) e Prolina (P)aminoacidos com cadeias
laterais apolares, ou seja, apresentam grupos cpsndie hidrocarbonetos apolares ou
hidrocarbonetos modificados, é importante ressaltakcecdo deste grupoGicina
(G), que possui apenas um atomo de hidrogénio emesiggaclateral. JaRrolina (P) é
0 Unico aminoacido secundario ciclico entre os @inaacidos ditos “padréo”, esse
fator ciclico em sua férmula estrutural, conferstrigdes conformacionais em sua
cadeia lateral Asparagina (N), Serina (S), Glutamina (Q¥ao aminoacidos com
cadeias laterais polares sem cardaigo glutamico (E)e Lisina (K) aminoacidos com
cadeias polares com carga. E um bloco de ligagigsymndo 12 residuos deésina (K),
formando um bloco de ligag&o catidnico, pois arlast um aminoacido que apresenta o

grupo amino, sendo basico e hidrofilico, este bitigado a um&ilicina (G) [17].

O proposito da utilizagdo do polipeptidegks; para revestimento do DNA é
justificado por um bloco de estabilizacdo coloi@al formado por uma cadeia aleatéria
de 400 aminoécidos hidrofilicos, o que ndo confempriedades auto montantes em
solucéo, e um bloco de ligacdo catibnicg (€strutura composta por 12 residuos de
lisinas). Os aspectos importantes do bloco col@éal seu grande volume, sendo capaz
de proporcionar uma forte estabilidade sem que ¢mpdigagcdo com o DNA e que ndo
0 condense. Quanto ao bloco de ligagdo catibnieae der pequeno, evitando assim

ligacdes intra e inter moleculares, impedindo Iigescde varias moléculas, assim como
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a agregacdo destas, e a0 mesmo tempo ser suimenite longo para se ligar
fortemente ao DNA [4].

A juncéo desses dois blocos distintos acarreta ewastimento de moléculas
individuais de DNA termodinamicamente estavel, seqresenca de qualquer ponte

e/ou condensacao do DNA [4].

Proténa GK2:

Blocode ligacdoao DNAK;;

Bloco de estabilizacdo coloidal, ¢100aa):

GPPGEPGNPGSPONOGOPGNRGSPGNPGOPGNEGOPGOPGONGOPGEPGINGPOGSOGNPGENGOPGSPGSQGSPONOGSR
GOPGNPGOPGEQGRPGNOGPAGEPGNPGSPGNOGOPGNEGSPGHPGOPGNEGOPGOPGONGOPGEPG NG POGSOGNPGE
RGOPGSPGSAGSPENAGSPGOPGNPOOPGEQGKPGNOGPAGEPGNPGSPGNOGOPCNKGSPGNPGOPGNEGOPGOPGONG

QPGEPGENGPOGSOGHPGENGOPGEPGSOGSPGNOGSPGOPGNPGOPGEQGEPGNOGPAGEPGNPGSPOGNOGOPGNEGIPG
HPGOPGNEGOPGOPGONGOPGEPGINGPOGSOGNPGENGOPGSPESOGSPGHOGSPGOPGNPGOPGEQGKPGNOGPAGG

Bloco de ligac&o catidnica;K(12aa):

-KKKKKKKKKKKKG

Figura 12: Diblocos da Proteina&1,. Bloco de estabilizacdo coloidal e o bloco de

ligacdo catibnica. Figura modifica de [4].

Na Figura 13 temos os aminoacidos que compdemtaipaoGK ;2.
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MNMome. simbolo de trés letras

e simbolo de uma letra Foérmula estrutural
Aminodcidos com cadeias laterais apolares
Glicina COO
Gly
NHZ
Prolina H->
Pro coo ,C—~cH,
P e o
Mol o #15 "
I—I'( N m (—_.j_ i‘)
H;

A minodcidos com cadeias laterais polares sem carga

Serina COO
ger H—C—CH,—OH
NH
Asparagina’ COO— O
;S’l O
NHS NH>

Glutamina’ COO~ o
gh’ H—(ll—CHg——CHz —c{

NH3 NH;

Aminodacidos com cadeias laterais polares com carga
Lisina

COO~
Lys |
K E=— (%_CH:_(:I'IZ_‘CHZ _CHE _NH’E.I:
NH3
Acido glutamico’ COO~ O
Glu I /4
B H—?—CHZ—CHZ—C
NH3 O

Figura 13: Estrutura quimica dos aminoacidos presentes nteiRaoGKi,. Figura
modifica de [17].
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2.4 — A Técnica de Eletroforese

A Eletroforese foi utilizada pela primeira vez e®B1 pelo bioquimico sueco
Arne Tiselius como mecanismo de separagdo de pasteA técnica incorporada por
Tiselius, chamada de eletroforese de fronteira mdee pioneira, poderosa e de
extrema importancia para os estudos de quimicaadeipas [5-15].

No entanto, esta técnica apresentava limitacOesisafivas: ela necessitava de
amostras grandes e sO poderia ser realizada megita em solugdo, para assim evitar
as forcas de conveccdo e também, a mistura dasimastdurante o processo de
migracéo [5-17].

Devido essas limitagbes, houve a necessidade dtaigéio da eletroforese de
fronteira movel pela eletroforese de zona. A eletesfe de zona consiste na migracéo
de amostras em suportes soélidos, ndo fazendo peeseiimitacdes da eletroforese de
fronteira movel [5-17].

A migracdo de ions em um campo elétrico € amplanetitizada para a
separacdo de moléculas biologicadorca elétrica (F) sobre um ion de carga Q em um
campo elétrico E esta relacionada por,

Feetica= Q . E

A migracéo resultante desses ions atraves da sodafée oposicao da forca de
atrito, também chamada for¢a de friccdo. Esté festa relacionada com a velocidade
de migracdo destes ions e também o coeficientdridle @a solugdo em que os ions
estdo migrando. Este coeficiente de atrito depdadéscosidade da solucéo, da forma,
do tamanho e do estado de solvatacdo do ion. Ngermr@ de um campo elétrico
constante temos a igualdade entre as forcas eegias forcas de atrito [5-17, 53].

Faito=V . f

A eletroforese em gel € um poderoso método de agfparde macromoléculas.
Os poros do gel de agarose séao capazes de filtrégrar essas moléculas, retardando
as moléculas maiores em relagdo as menores, sdpanaféculas de diferentes pesos
moleculares Os géis possuem uma resisténcia intrinseca (Bfa Eesisténcia é
determinada pela forga idnica do seu tampao. O tarufbzado para producdo dos
géis de agarose é 0 mesmo da solucéo eletrolissamie na culja-17, 53].

Durante a corrida eletroforética € impressa umaaterf¥) ao longo do gel,

fluindo uma corrente (I) por todo sistema. A téeande eletroforese é realizada sobre
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tensao (V), corrente (I) e poténcia (P), constarissas grandezas sdo assim mantidas,
gracas a uma fonte de energia capaz de transfaramsgnte alternada em corrente
continug5-17, 53].

Durante o processo de eletroforese, ocorre o quaarhas de efeito Joule, a
energia elétrica € convertida em energia térmisaalenergia térmica, ou seja, o calor
se ndo mantido sobre condi¢Bes adequadas, € cadieide a atividade da enzima,
desnaturar proteinas, distorcer bandas e aumedifusao.

As proteinas sdo substancias compostas por amdosacacidos, basicos e
neutros, ou seja, elas possuem a capacidade deilassota carga positiva, quanto
carga negativa em funcdo do pH das solu¢des gapresentam. A carga liquida total
das moléculas € dada pelo somatoério de todas gascdos aminoacidos presentes em
solugcéo. O uso de solucédo-tampédo em eletroforede guma importancia, pois ela,
mantém constante o pH das solugfes protéicas @uaargalizacdo do experimento. O
pH da solugcédo-tampao deve assumir um valor demtriotérvalo, em que as proteinas
em estudo permanecam estaveis, mantendo sua déwdadgica [5-17, 53].

Sendo assim podemos relacionar essas grandezas spglintes leis:
« Lei de Ohm:V=IR, onde a tensdo (V) € dado em volts, a correnteer(l)
amperes e a resisténcia (R) em ohms.
« Lei de JouleP=V?/R, onde a poténcia ou também chamado de fluxo de ()

é dada em watts.

2.5 — Nanocarreadores e Efeito EPR

Almeja-se em diversas areas como a hanomedicinaci@ncia voltada a fisica
biologica e a fisica médica a entrega de farmaeo$odna especifica, tendo maior
eficacia e um melhor direcionamento ao alvo doeoteseja, diminuindo assim os
efeitos colaterais devido ao tratamento com a a&#uigdo farmaco e um resultado mais
rapido e eficaz contra a doenca. Para alcancaol@sivos diversos estudos vem sendo
realizados. Observaram que o0 encapsulamento deadésme/ou a producdo de
nanoparticulas, capazes de transportar e liberdarasacos de forma controlada e

direcionada € um instrumento poderosissimo pafaaeaosito [65-70].

A figura 14 ilustra a aplicacdo dos nanocarreadoaesorrente sanguinea com o

objetivo de atingir e atacar o tumor localizadopadmao. A figura 14 A apresenta 0s
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dois mecanismos em que 0s nanocarreadores podacusailar no tumor, sendo o
mecanismo passivo, conhecido como eféitbanced Permeability and Retection
mediante a permeabilidade vascular aumentada r&oregnoral, e 0 mecanismo ativo,
também mediante a permeabilidade vascular aumentedaque possui a caracteristica
de modificar a superficie dos nanocarreadores édrae moléculas que possuem a
capacidade de serem reconhecidas mediante recepfoméicos existentes na
superficie da membrana celular. As principais narimp#as estudadas até o momento,
capazes de fazer o nonocarreamento, ou seja, egantr liberacdo controladas de
nanoparticulas sao apresentadas na figura 14 Ber@hsainda, em 14-B, a
nanoparticula de Doxorrubicina, como sabe, € umdao largamente utilizado em
tratamentos de varios tumores e que necessita erdarde sua eficacia e a inibicao de
seus efeitos colaterais [65-70].
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Figura 14: Aplicacdo de nanocarreadores, em A, ilustracdondoanismo passivo e
ativo e em B exemplos de nanocarreadores, funcxagdlo da superficie e as

moléculas terapéuticas [69].
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Os efeitos colaterais mediante a admissdo do farnsasgem devido a
ineficiéncia do direcionamento, tempo de retengé@lao tumoral e o ataque tanto de
células tumorais quanto as células saudaveis.alsstece, pois os farmacos em geral
sdo pequenos o suficiente para atravessar o eiodetél todas as regides do corpo,
atacando sem distincdo, matando assim, tanto akgé&ancerosas como as normais.
As células saudaveis possuem uma distancia umauties de aproximadamente 15 a
30 nm em média, ja os farmacos encapsulados démtnanoparticulas de 50 a 800 nm
0 que inviabilizara a insercdo desses farmacospsuntados em células saudaveis,
atacando assim somente as células tumorais as egtais mais espacadas umas das
outras [68-71].
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Figura 15: Atuacdo de macromoleculas, ou seja, farmacospsualzaos, e pequenas
moléculas, ou seja, farmacos livre, sobre a di&tingevido ao tamanho desses, nos
tecidos normais e em tecidos tumorais [71].

Como podemos observar na Figura 15 existe uma ®sipee diferenca na
estrutura anatdbmica dos vasos dos tecidos normmarglacao aos tecidos tumorais. Os
vasos dos tecidos tumorais apresentam um espagticial maior e possuem as
propriedades de retencdo e a permeabilidade autiasntas quais exercem um
importante papel na distribuicAo do farmaco, coitweccomo o efeito EPR,
EnhancedPermeability andRetention.Os vasos dos tecidos tumorais apresentam as
seguintes caracteristicas: falta de sistema lodapara drenagem, resultando na

aglomeracdo de farmacos encapsulados no interioseds tecidos; aumento da



20

permeabilidade microvascular ocorrendo o favorestmele insercdo dos farmacos
encapsulados e também o possivel retardamentotdwvasamento de macromoléculas

devido a alta presséo intersticial [67-71].

O encapsulamento de farmaco é altamente promisstiaéamento de canceres,
essas macromoléculas trazem diversos beneficioenggaradas a admissao do farmaco
livre na corrente sanguinea, como, por exemplo,eatema absorcdo do farmaco no
tecido tumoral, altera a farmacocinética dos fameagrotege o farmaco contra a
degradacdo no organismo evitando assim diversasosefeolaterais, entre outros

beneficios.
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Capitulo 3: Materiais e Métodos

Neste capitulo descreve-se detalhadamente o pnoeetti experimental
utilizado para obtencdo, a partir dos graficRivbx X Cr, 0 revestimento dos
complexos, assim como, a competicdo entre farmexdescalados entre os pares de

base da molécula de DNA 3000 pares de base.

3.1 — Metodologia

A técnica de eletroforese em gel de agarose é ulerpso método de separacao
de macromoléculas. No presente trabalho, a agatdzada para a preparagéo del
foi da SIGMA-ALDRICH, preparado a 1%, a concentmgdo gel é de suma
importancia, pois € responsavel pelo sucesso daragdpa da amostra. Se a
concentracdo é demasiada, pode ocorrer a exclusgwoteinas pelo gel durante a
corrida eletroforética [12, 65].

A Figura 16 mostra o recipiente utilizado para anfagéo do gel de agarose, no
decorrer de todos os experimentos deste traba#tte.récipiente possui capacidade para
a formacdo de 13 pocos com o auxilio de um pentplaiico o qual é inserido na
solucdo do gel ainda em forma liquida e sendoadgiapos a solidificagcdo do gel de

agarose.

Pente

Figura 16: Recipiente utilizado para formacao do gel e pamsieposicéo, producao

de um gel com 13 pocos de alocagéo de solucéo.
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Apés a formacdo do gel de agarose, retira-se oepeatmesmo, o qual é
responsavel pela formacdo dos pogos onde se depssi#olucdes que serdo estudadas,
emerge o0 gel de agarose na cuba eletrolitica e emuida realiza a insercdo da
respectiva solugdo ao poco, dando inicio logo apdssorrida eletroforética. E
importante ressaltar que, cada po¢o possui a agueeimaxima de 20 pl de locacao de
volume de solugdo. Outro fator importante quant@réparacdo das solucdes, é
agitarmos os eppendorfs da Doxorrubicina, BrometoEtidio e da proteinasKa,
antes de comecar a realizacdo das solucdes, essa deita com o auxilio do Vortex
(VELP scientific) durante aproximadamente 30 segandom velocidade angular de
2000 rotacdes por minuto e garante a uniformidaalesalucdo em todo o volume
contido no eppendorf, sem uma maior concentracadifarentes partes da solucédo, o
gue pode interferir no experimento, mediante aeiifea de concentragao.

Na Figura 17, tem-se o equipamento de eletroforese 0s pocgos do gel estao

ocupados com as solucdes estudadas neste trabalho.

Figura 17: Cuba eletrolitica com solugBes depositadas no gegberimento em

funcionamento.

O tampéao (TAE) Tris-acetato (400 mM) e EDTA (10mmlijuido dez vezes, foi
utilizado para a preparacao da solucao eletrolfffteaente na cuba de acrilico, a qual é
realizada a corrida eletroforética, e também nagregado da solucdo tampao utilizado
para producédo do gel de agard3arante toda a corrida eletroforética, a tempeaatiar
sala € mantida a 20°C com o auxilio de um ar camticlo. Todos os experimentos
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foram realizados a uma diferenca de potencial d&,54sponsavel pelo aparecimento
do campo elétrico através do gel de agarose, deyaea corrida das macromoléculas
presentes nos pocos do gel e as separacdes dassnemdiante as caracteristicas
como o tamanho da molécula e seu peso mole@uldnracao da corrida foi de hora,
em seguida procedeu-se a revelacdo das imagendraessiluminador. As imagens
foram analisadas com o auxilio do software Imdggdav.

3.2- Preparacao das Solucbes

O pH do tampédo TRIS-HCI (10mM) utilizado na pregdka de todas as
solugdes foi de 7,4. O DNA utilizado em todos ogezimentos no presente trabalho foi
0 DNA 3kbp da Thermo SCIENTIFIC, inicialmente a centracdo de Oy&/ul. Sendo
diluido a 50 ngll e desta solucdo de estoque, foi utilizadd dara a producdo da
solucdo de cada amostra. Os experimentos foranradas de forma comparativa
referente & solugcdo de cada pogo. Foram efetuanmiesedperimentos: No primeiro
experimento, o primeiro po¢o continha apenas DNAp3E® ng), Brometo de Etidio e
o tampé&o, no segundo poc¢o a concentracdo de DNaraddo de Etidio permaneceram
constantes, acrescentando a concentracdo de Dbiimeu E a partir do segundo poco
um aumento gradual na concentracdo de Doxorrubicmadiante as mesmas
concentracdes de Brometo de Etidio e DNA 3kbp. éyusdo experimento, o primeiro
poco possuia a mesma solugcdo que o primeiro expetdmsendo que a partir do
segundo as solucbes eram acrescidas da protgiia @s reacbes ocorrem em um
intervalo de tempo de aproximadamente 30 min, apéeatura 20° C e pressdo
ambiente. A concentragcdo do DNA 3kbp em pares ate htilizado em todos as
amostras foi de 3,78, sendo a concentracdo do Brometo de Etidio de leni

concentracdo do polipeptideo recombinante, protgjida, de 0,6uM.
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Capitulo 4: Resultados e Discussodes

Neste capitulo apresenta-se o0s resultados obtidoa p interagcdo da
Doxorrubicina e o DNA 3000 bp, assim como, o desioento do Brometo de Etidio
intercalado ao DNA, devido a presenca da DoxormdicAlém disso, elucida-se o

revestimento do complexo DNA - farmacos pelo pgifpeo GK .

A interacdo entre a doxorrubicina e o0 DNA vem seedtudada através de
diversas técnicas como espectroscopia Raman denéessa [50], espectroscopia de
dicromismo circular [51], eletroforese em gel darage, AFM, [31] espectrofotometria
UV-Vis, voltametria, espectrofluorometria, pincgstiéas entre outras. Técnicas essas
que vem confirmando a intercalacdo de Doxorrubioiog& pares de base do DNA. Esta
interacdo, faz ocorrer a diminuicdo da fluoresc@ulc DNA ja intercalado com algum
farmaco marcador, indicando o deslocamento de tencedante fluorescente [29-31].
Como sabe-se a Doxorrubicina quando intercaladdlnéesce; fluorescendo somente

guando néo intercalada [29-31].

Na Tabela 1, temos a relacdo da razdo entre ac@iaridas concentracdes de
Doxorrubicina por pares de base do DNA 3000 bp,temalo constante a concentracao

molar de Brometo de Etidio.

Poco

| 1l 1} \ V Vi 1l Vil IX X XI Xl X

DNA
3kbp
(3,75pM) DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO
+ BrEt 1/6bp 1/5bp 1/4bp 1/3bp 1/2bp 1/1bp 2/1bp 3/1bp 4/1bp 5/1bp 6/1bp 7/1bp
(ImM)

Tabela 1: Variacdo das Concentracdes de Doxorrubicina eagdelao DNA 3kbp.

Pode-se observar, na Figura 18, no decorrer dasspog sentido da esquerda
para direita, um decaimento significativo da iniéade de fluorescéncia do Brometo de
Etidio intercalado ao DNA, implicando no deslocarneateste devido a intercalagédo da
Doxorrubicina [31]. Ao ligar-se a molécula de DNsADoxorrubicina vai deslocando o

Brometo de Etidio, de forma a contribuir na dimg&a da intensidade de fluorescéncia
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deste, ao DNA. Ee decréscimo de intensidade de fluoresia sera avaliado nes
trabalho pela técnia FID, andlise de deslocamento de intante fluorescente. Es
técnica é de alta relucio e rapidez e ndo possui exigéncias jestabelecer a afinida
de pequenas molulas e a seletividade de DNA -30]. Sab+se também que a
porcentagem do deéscimo de intensidade esta diretamentecionada a extensao
ligacdo do DNA [2¢€ 30.

Figura 18: Compotamento da intensidade de fluorescéncivido a competicao ¢
intercalagcdo entre ; farmacos Eometo de Etidio e Doxoubicna, para concentragi

fixa de Brometo d&tidio, G- = 1mM, e aumento da concentra de Doxrrubicina.

Observe qu¢o valor da intensidade de fluorescénciascresce em funcéo
aumento da concelacdo de Doxrrubicinapor pares de base) DNA, implicando ne
substituicdo de inrcalacdo do lometo de Etidiopela Doxrrubicina, ou seja, 0
deslocamento do Bmeto deEtidio devido a intercalacdo de Dorrubicina.

No primeiro 20¢o de cada eerimento, tense a auséna da Loxorrubicina na
solugéo, presentesNA 3000 bp (3,75uM), BrEt (ImM) e Tis (10 mM). Logo, ¢
intensidade de fluescéncia di-se somente pela interegho © Brometo de tidio a
molécula de DNA 900 bp. Para construcaos graficos referetes a Figuras 18 e 19,
0 primeiro pogo s& o parametro de referéncia de medidaitensidade yax = 1),
chamado de conceacgéo zero de oxorrubicina (Gerg, OUseja,nenhuma concentrag
de Doxorrubicina prsente no poco e, portanto, maxima interde de fluorescénc

Na Tabela2, como podemos vetema mesma relacdo . razao entre a variag
das concentragdes: Doxdarubicina por pres de base de DNda Tabela 1, diferindo

samente o acréscin do polipeptido CK 2.
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Poco

| Il I v \ \ Vil Vil IX X Xl Xl Xl

DNA
3kbp
(3,75uM) DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO DOXO
+ BrEt 1/6bp 1/5bp 1/4bp 1/3bp 1/2bp 1/1bp 2/1bp  3/1bp  4/1bp  5/1bp 6/1bp 7/1bp
(1,0mM
+ C4Ky2
0,6 pM)

Tabela 2: Variacdo das Concentracdes de Doxorrubicina eatd&elao DNA 3kbp, na

presenca da proteinakG..

Na Figura 19, uma expressiva semelhanca no decréste fluorescéncia da
Figura 18, é observada. Mostrando-nos que a prasgmgolipeptideo ndo altera a
capacidade de intercalacdo entre farmacos e DNAficamdo o revestimento do
composto pelo polipeptideo devido a inexisténcimtiracdes intra e inter moleculares
do polipetideo com o composto farmaco-DNA, causpeéto dominio catibnico
acoplado ao dominio hidrofilico do polipeptideo 2428, 32-45]. Muitas aplicacdes
deste revestimento vem sendo estudado, como ponpbxeDeRouchey et al. Que
estudaram o revestimento de moléculas unicas de, DOigada et al. que estudaram a
inducdo de multiplas dobras em moléculas de DNAreetdantos outros estudos
extremamente relevantes. Podemos observar tambémgtardamento da corrida pelo
composto no gel de agarose durante a eletrofoB8s81], 52], mediante a presenca do
polipeptideo GK1,, sabe-se que a ligacao deste, ao composto DNAmatd, altera a
carga, a forma e o tamanho, alterando assim, alinende eletroforética do composto

encapsulado, como observado [4].
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Figura 19: Comportamento da intensidade de fluorescénciadde&i competicdo da
intercalacdo entre os farmacos Brometo de Etiddmxorrubicina, para concentracao
fixa de Brometo de Etidio, {C= 1mM, e aumento gradual da concentracdo de

Doxorrubicina na presenca do polipeptide& G.

Observe que o descréscimo da intensidade de faéarem em funcdo do
aumento da concentracdo de Doxorrubicina por padeebase do DNA permaneceu
inalterado com a presenca do polipeptidgd,&e temos, também, um atraso na corrida
do gel de agarose. Este atraso na corrida, reabrnregestimento do complexo DNA —
Doxorrubicina - Brometo de Etidio pelo polipeptid€gKi,, pois como vimos o
polipeptideo possui carga liquida positiva o querétardar a mobilidade do complexo
durante a corrida, o que néo ocorreria se 0 coropiér estivesse encapsulado.
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Gréfico 1: Gréficos da razdo da intensidade de fluorescéhgiaax, em funcédo da
concentracdo total de Doxorrubicina. A) sem a pregelo polipeptideo £&12. B) na

presenca do polipeptideatG..

Ao compararmos o decréscimo de porcentagem desffuéncia no Grafico 1 A
e B, tomando como 100% de fluorescéncia o primpanto de ambos os graficos
podemos comprovar uma semelhanca significativeesleBlas razées de Doxorrubicina
por pares de base de DNA 1:6 e 1.5, ou seja, nondege terceiro po¢co do gel de
agarose, segundo e terceiro pontos dos Graficdee 1l B, temos um decréscimo de
1% para o grafico A e 3% para o gréfico B, ou saenas 2% difere o descréscimo de
fluoerescéncia na presenca do polipepti@gd;,. O sexto, 0 sétimo e 0 nono pontos
também apresentaram uma média de 2%. Sendo queto goeo, apresentou 0% de
diferenca, ou seja, o quarto ponto do Grafico 1 B €40 idénticos quanto a razédo da
intensidade de fluorescéncia. A média da difereamgee 0os outros pontos foram 4%,

gue também é considerada baixa.

Devemos levar em consideracao, na Figura 20, queaggens apresentam uma
diferenca de tonalidade e brilho e isto possivelmeinfluenciou na analise de
comparacao da porcentagem, mas mesmo na presesigadderenca de tonalidade e
brilho das imagens, ainda obtivemos uma semelhamgi#éo expressiva quanto ao

decréscimo da porcentagem de fluorescéncia.

Provando que a presenca do polipeptidgdi£néo interfere na interagdo do
composto, de forma que este composto foi encapspkldgolipeptideo.
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Figura 20: Compaiag¢do das image da corrida do gel de jaros na auséncia da

proteina e na preseada proteina ¢K..

Para a conrucdo do rafico 2 que concede aomstante de ligacdo ¢
Doxorrubicina utilize-sea técnica FID, a qual medimos o deamento de Eometo de
Etideo em funcdc do decréscimo de fluorescéncia do a intercalagdo c
Doxorrubicina Este técnicaproporciona constantes de ligas consistentes com
modelo de Scatchd e McGhee e von Hippel entre outro9,30. Observe que o
grafico é dado pe razdo entre a variacdo de fluorescérpela concentracéo
Doxorrubicina livre AF/ Dox, em fuicdo da variagéo de fluoreincia, AF.

Para @termnarmos a concentragcdo deoxorrubicina livre realizamos o
seguinte procedimédo, tomamos como parametro o primeiroo, onde temos somer
Brometo de Etidiantercalado ao DNA na concracdo satwada, ou seja, todos
pares de base do [A encontrar-se intercalados ao 8meto d¢Etidio. E para o DNA
3000 bp utilizado teremos 1500 moléculas de ometo (e Etidio intercaladas
inicialmente. Nesse condi¢des a intensidade de fluorescénmaxima, e chamarem
de lMax =1. Para $aix =1 teremos zero moléculas de Doxbicine intercaladas ao
DNA. Para calculanos a razdo entre as intensidades de fscéncia devemos lev
em consideracdo az&o das moléculas Brometo de Etidi@ue se deslocaram devi
aintercalacao das nléculas de loxorrubicina.

De forma,

|MAX/ li= ms/ m;, (4.1

onde lhax € | representam, respectivamente, a intensicde fluorescéncia dt

complexos de DN - Brometo de Etidiosaturado com mecculas ligadas s e a
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intensidade de fluorescéncia dos complexos de DA a&s moléculas de Brometo de
Etidio ligadas m A medida que aumentamos a razdo da concentragab de
Doxorrubicina ao composto DNA - Brometo de Etidas, moléculas de Brometo de
Etidio ja intercaladas ao DNA séo deslocadas, suinsto-as pela Doxorrubicina. No
primeiro poco da Figura 18, inicialmente tinham®& QA moléculas de Brometo de
Etidio e zero moléculas de Doxorrubicina. Ao aceetmrmos a Doxorrubicina,
obtemos no segundo poco mediante a equacédo 4Xcluesd@ de 255 moléculas de
Brometo de Etidio, ou seja, ficaram intercaladasesien1245 moléculas de Brometo
de Etidio ao DNA, resultando em 510 pares de baseDMNA intercalados pela
Doxorrubicina. Com base no numero de pares de dasBNA intercalados pela
Doxorrubicina, calculamos o numero de moléculasDadxorrubicina e assim sua
concentracdo ligada. Sabe-se que a concentragda@eoDoxorrubicina € igual a soma
da concentragéo livre e a concentragao ligada aé,d¢ssa forma encontramos a
concentracdo de Doxorrubicina livre em cada pocagelode agarose. De posse da
concentracdo de Doxorrubicina livre, podemos emaond razdo da variagcdo de
fluorescéncia pela concentracdo de Doxorrubicvre,lAF/ Dox e assim construirmos

o Gréfico 2.

2x10* . T . T T .

L — xk=27x10" MY |

2x10* - -

dox

2 a0t -

5x10° [~ -

AF

Grafico 2: Gréfico da razdo entre a variacdo de fluorescépela concentracdo de

Doxorrubicina livre AF/ Dox, em funcéo da variacao de fluorescéntia,

O grafico 2 n6s da a razéo entre a variacao destigéncia pela concentracéo de
Doxorrubicina livre AF/ Dox, em funcéo da variacéo de fluorescéntig,a inclinacao
deste grafico d4 a medida da constante de lig&ste.grafico foi realizado com base
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na literatura [29,30]. A constante quimica de l&@maga Doxorrubicina dada pela
inclinacéo do gréfico 5,2 foi k& 2,7 x 1T M™. Que estad em bom acordo com aquele
obtido por Chem et al (3,2 x 101 [31].
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Capitulo 5: Conclusdes e Perspectivas

Neste trabalho ao utilizar o método FID [29-30], fobssivel estudar o
revestimento do complexo DNA-Brometo de Etidio -Dwubicina pelo polipeptideo
C4K12, assim como, o deslocamento do intercalante Bimrdet Etidio inicialmente
intercalado ao DNA 3000 pares de base, devido arcmiacdo do farmaco
Doxorrubicina. Os estudos foram medidos em funcawat@mcao da intensidade de
fluorescéncia. Além disso, mostramos a constantgagio quimica da Doxorrubicina,
através da inclinacdo da reta do grafico entrezdorala variacdo de intensidade de
fluorescéncia pela concentracdo molar da Doxoridicversus a variacdo de
fluorescéncia, que apresentou valor coerente eagdela literatura. O aprofundamento
e 0 enriquecimento das informag¢fes quanto ao enleepsnto de farmacos trardo
inumeros beneficios em diversas areas como fisaadita, biomedicina, engenharia
genética entre outras, devido a aprimoramentosneaio significativo da eficiéncia de
tratamentos quimioterapicos mediante a permanéecidrmacos na corrente sanguinea
e o direcionamento somente a células tumorais [27-31

Pretende-se para o enriquecimento de informacdestieais do complexo
DNA - ligante - proteina (§K12) deste trabalho, 0 uso de outras técnicas expetaise
Mais precisamente, a técnica de Microscopia dedétmica (AFM), que é uma
técnica de molécula Unica, que possibilita um estudis detalhado de um Unico
complexo DNA - ligante, sendo possivel observar mgads estruturais minuciosas

deste complexo.
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Apéndice A

Reacao em cadeia da polimerase (PCR) - [17]

A PCR é uma técnica de amplificacdo de um segmeat®NA de até 6kb
inventada por Kary Mullis em 1985, esta técnicaxtteenamente rapida, cerca de 30
minutos em procedimentas vitro e consiste de uma “clonagem molecular livre de
células” [17].

A amplificacdo por PCR possui inumeras aplicaco®snando-se uma
ferramenta indispensavel na area clinica, pringipate pela sua utilizacdo diagndstica
célere em mutacdes cancerosas, doencas infeceipsdslogias raras [17].

O procedimento consiste em dois ciclos, no prime&oorre basicamente,
desnaturacao térmica da fita dupla do DNA origisaeguida do resfriamento deste, para
que assim, ocorra 0 anelamento dos iniciadorestgios de DNA, com 0s segmentos
complementares de cada fita inicialmente desnadsrapor fim o alongamento destes

iniciadores sintéticos pela DNA-polimerase, como tnaak® na figura abaixo [17].
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