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RESUMO 
 

BATISTA, Josiane Aparecida Duarte, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 
de 2017. Estudo do encapsulamento de compostos DNA-Fármacos por um 
polipeptídeo recombinante. Orientador: José Ésio Bessa Ramos Júnior. 
Coorientadores: Márcio Santos Rocha e Marcelo Lobato Martins. 

 

Neste trabalho, utilizando a técnica de eletroforese em gel de agarose, foi possível 

estudar o revestimento de complexos DNA- fármacos pelo polipeptídeo C4K12, assim 

como determinar a competição da intercalação dos fármacos Brometo de Etídio e 

Doxorrubicina ao DNA. Com o intuito de estudar tal comportamento, medimos a 

intensidade da fluorescência do complexo DNA 3000 pares de base - Brometo de etídio, 

usado como parâmetro de intensidade de fluorescência a várias concentrações de 

Doxorrubicina por par de bases do DNA. Observou-se que o aumento da concentração 

de Doxorrubicina implica na expressiva diminuição da intensidade de fluorescência do 

Brometo de Etídio já intercalado ao DNA, resultado do deslocamento do Brometo de 

Etídio devido à intercalação da Doxorrubicina. Outro fator relevante observado é a 

invariabilidade da fluorescência do complexo DNA - fármacos ao acrescentar a proteína 

C4K12 às mesmas concentrações de Doxorrubicina, implicando o revestimento do 

complexo, pela proteína.   
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ABSTRACT 
 

BATISTA, Josiane Aparecida Duarte, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2017. Study of Encapsulation of DNA-DRUG Compounds by a 
Recombinant Polipeptide. Adviser: José Ésio Bessa Ramos Júnior. Co-advisers: 
Márcio Santos Rocha and Marcelo Lobato Martins. 

 

In this work, using the technique of agarose gel electrophoresis, it was possible to study 

the coating of  DNA-drug compound by the C4K12 polypeptide, a well as determining 

the competition of the intercalation of the drugs Ethidium Bromide and Doxorubicin to 

the DNA. In order to study such behavior, we measured the fluorescence intensity of the 

DNA 3000 bp - Ethidium Bromide compound, used as a parameter of fluorescence 

intensity at various concentrations of Doxorubicin per base pair of DNA. It was 

observed that the increase of this Doxorubicin concentration implies in the expressive 

decrease in the fluorescence intensity of the Ethidium Bromide already intercalated to 

the DNA, resulting from the displacement of the Ethidium Bromide due to the 

intercalation of Doxorubicin. Another relevant factor observed is the invariability of the 

fluorescence of the DNA-drug compound when adding the C4K12 protein to the same 

concentrations of Doxorubicin, implying the coating of the compound by the protein. 
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Considerações Iniciais 
 

 Por ser o portador de toda a informação genética, o DNA vem despertando e 

aguçando o interesse de pesquisadores. Após sua determinação estrutural em 1953, 

realizada por Watson e Crick, muitas foram às descobertas e maiores ainda, foram suas 

implicações [1, 2, 16-18]. 

 Entre tantas aplicações, a molécula de DNA vem sendo manipulada para a 

produção de nanodispositivos inteligentes, capazes de alcançar estruturas e 

funcionalidades específicas como no direcionamento de fármacos a tumores, entrega de 

genes terapêuticos e a permanência de quimioterápicos na corrente sanguínea, 

aumentando assim, a eficácia do tratamento e evitando a rápida eliminação destes pelo 

organismo. Uma das formas de modular esses nanotransportadores de fármacos por 

meio do revestimento de complexos DNA – ligantes, com a formação de agregados 

mediante a interação destes complexos com polipeptídeos [21-27]. 

 A área de Física Biológica vem contribuindo de forma significativa na obtenção 

de informações sobre complexos DNA-ligantes. Neste trabalho, a técnica utilizada para 

tais estudos foi a Eletroforese em gel de agarose. Esta é uma técnica de múltiplas 

moléculas que permite estudar o comportamento da intercalação entre os fármacos e os 

pares de base da molécula de DNA, mediante análise de fluorescência [1]. 

 O principal objetivo deste estudo, baseado na técnica de eletroforese em gel de 

agarose em que se mede o valor médio sobre um conjunto de grandezas, é a 

caracterização do revestimento da molécula de DNA e complexos DNA – fármacos pela 

interação do polipeptídeo recombinante (C4K12), cuja interação é eletrostática [4]. Outro 

objetivo relevante deste trabalho é definir a competição entre intercalantes na molécula 

de DNA medida através da variação da intensidade de fluorescência dos complexos 

DNA – Brometo de Etídio, devido ao aumento da concentração de Doxorrubicina, por 

pares de base. Esta competição foi estudada com e sem a adição do polipeptídeo 

recombinante (C4K12) [4, 29, 30]. 

 Este trabalho está dividido em 5 capítulos. No capítulo seguinte, serão discutidas 

propriedades estruturais que formam e caracterizam o DNA, assim como características 

e propriedades dos intercalantes usados: a Doxorrubicina, o Brometo de Etídio e o 

polipeptídeo recombinante. Este polipeptídeo foi desenvolvido pelo grupo do professor 
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Renko de Vries, da Universidade de Wageningen, Holanda. Além disso, também são 

observados os princípios da técnica de eletroforese, a interação eletrostática e os 

nanocarreadores e o efeito EPR. No terceiro capítulo serão discutidos a preparação das 

amostras, as concentrações envolvidas e o procedimento dos experimentos. No quarto 

capítulo, têm-se a apresentação dos resultados experimentais obtidos, assim como as 

devidas discussões. E por fim, o último capítulo trata-se das conclusões e perspectivas 

para continuidade deste trabalho e também propostas para trabalhos futuros.  
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Capítulo 2: DNA e seus ligantes 
 

 Neste capítulo apresentaremos algumas características da molécula de DNA e 

dos fármacos, Brometo de Etídio e Doxorrubicina e o polipeptídeo recombinante C4K12. 

Além disso, é feita uma breve revisão da técnica de eletroforese em gel de agarose e da 

interação eletrostática da molécula de DNA, assim como uma sucinta discussão sobre os 

nanocarreadores e o efeito EPR. 

2.1 – Caracterização estrutural da molécula de DNA 
 

A determinação estrutural do DNA em 1953, feita por Watson e Crick, é desde a 

sua descoberta, de extrema relevância na área da biologia molecular, bioquímica, física 

biológica, medicina entre outras [16, 17]. 

A molécula de DNA é composta basicamente por monômeros (subunidades) 

chamados de nucleotídeos, estes por sua vez, por um grupo fosfato (����), um açúcar 

do tipo pentose e por uma das quatro bases nitrogenadas (adenina ou timina ou guanina 

ou citosina) os nucleotídeos diferem entre si por suas bases [16]. O açúcar do tipo 

pentose, é chamado assim, por possuir cinco carbonos em sua estrutura, e ausência do 

grupo hidroxila (-OH) no carbono 2’ da desoxirribose. A seguir, na Figura 1 temos a 

composição estrutural de um nucleotídeo e na Figura 2, as quatro bases nitrogenadas 

que diferenciam os nucleotídeos e compõem a molécula de DNA. 

 

 

 

Figura 1: Composição de um nucleotídeo no DNA: Grupo fosfato ����, uma pentose 

(açúcar desoxirribose) e uma base nitrogenada [1,2]. 
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Figura 2: As quatro bases nitrogenadas que compõem os nucleotídeos e os diferem 

entre si [54]. 

 

As bases nitrogenadas se dividem em duas classificações: purinas e pirimidinas. 

As purinas são maiores e possuem mais de um anel aromático, já as pirimidinas são 

menores e possuem apenas um anel aromático. Sendo duas bases nitrogenadas 

purínicas, adenina (A) e guanina (G), e duas bases nitrogenadas pirimídicas, timina (T) 

e citosina (C) [1,2]. Estas bases caracterizam-se, por serem moléculas planas e 

heterocíclicas. Como mostrado na Figura 3. 

 

 

Figura 3: a) Purina                        b) Pirimidina [16]. 

 

Os números de guanina e citosina são idênticos, assim como os de timina e 

adenina, ou seja, [G] = [C] e [T] = [A]. A ligação entre as bases nitrogenadas do DNA 

são sempre formadas por ligações de hidrogênio entre as fitas duplas. Os pares são 

sempre formados por guanina-citosina e timina-adenina, adenina se liga a timina através 
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de duas ligações de hidrogênio (A=T), e a guanina se liga a citosina mediante três 

ligações de hidrogênio (C≡G), como mostrados na Figura 4.  

 

Figura 4: Pontes de hidrogênio formadas entre pares de bases nitrogenadas. Figura 

retirada de [60]. 

 

Watson e Crick observaram que a estrutura do DNA é composta por duas fitas 

polinucleotídicas enroladas em torno de um único eixo, com uma torção para a direita, 

formando uma hélice dupla de ≈ 20	Å de diâmetro. Perceberam também, que estas duas 

fitas são antiparalelas. As bases encontram-se no centro da hélice, enquanto as cadeias 

de açúcar e fosfato localizam-se na periferia. Como podemos observar na Figura 4 

acima. Este arranjo das fitas, quanto à posição dos componentes dos nucleotídeos, 

implicam na minimização das repulsões entre os grupos fosfatos carregados [16]. 

Observaram também que cada base em uma fita forma ligações de hidrogênio 

com a base da fita oposta a ela, gerando um par de bases planar. O eixo da hélice é 

aproximadamente perpendicular aos planos das bases [16]. 
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Figura 5: Pontes de hidrogênio entre as bases nitrogenadas e sentido da síntese da fita 

complementar, direção 5’→3’ para uma ligação fosfodiéster de vários nucleotídeos [1, 

2, 54]. 

 

A ligação formada entre a hidroxila ligada ao carbono 3’ da pentose e o fosfato 

do nucleotídeo formam cadeias, e a esta ligação dar-se o nome de pontes fosfodiéster. 

Estas pontes fosfodiéster é dada devido ao fato do grupo hidroxila do carbono 3’ da 

pentose do primeiro nucleotídeo unir-se ao grupo fosfato ligado ao carbono 5’ da 

pentose do segundo nucleotídeo, formando a fita de DNA. As cadeias formadas são 

complementares, ou seja, a sequência de base em uma cadeia necessariamente implica 

na sequência complementar na outra e vice e versa [2, 16]. 
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Figura 6: Formação da dupla hélice [1, 2]. 

 

A molécula de DNA admite basicamente três conformações estruturais, sendo 

nas formas A, B e Z, como mostradas na Figura 7. A forma A-DNA possui diâmetro 

médio da hélice de 2,55 nm e a distância entre os pares de base é de aproximadamente 

0,26 nm. Já a forma B-DNA apresenta diâmetro médio da hélice de 2,37 nm, distância 

entre os pares de base de aproximadamente 0,34 nm e possui por volta de 10,4 pares de 
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base de uma fenda a outra. Enquanto a forma Z-DNA possui diâmetro médio da hélice 

de 1,84 nm e a distância entre os pares de base é de 0,456 nm [2, 60-64]. 

 

 

Figura 7: Conformações do DNA.  

 

Como podemos observar na Figura 7, as conformações A-DNA e B-DNA 

apresentam um dextrogiro em relação ao sentido da hélice, ou seja, uma rotação para a 

direita, enquanto a forma Z-DNA apresenta um levogiro, uma rotação para a esquerda. 

O A-DNA possui fenda (sulco) maior: estreita e profunda, o B-DNA é larga e profunda 

e o Z-DNA é plana. Quanto à fenda menor: o A-DNA é larga e rasa, o B-DNA é estreita 

e profunda e o Z-DNA é estreita e profunda. As formas que o DNA pode assumir 

dependem do meio o qual é inserido, podendo mover-se de uma conformação para a 

outra mediante o resultado, por exemplo, da ação de forças iônicas e umidade do meio o 

qual se encontra [2, 17, 61-65]. 

Darei ênfase em meu trabalho, a forma B-DNA por ser a mais encontrada no 

meio intracelular, na natureza, considerada biologicamente funcional e objeto de 

grandes e relevantes estudos. O DNA utilizado neste trabalho é o de 3000 pares de base 

(3kbp), um DNA produzido por PCR (Polymerase Chain Reaction) como mostrado no 

Apêndice A [17]. 
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2.2 - Interação eletrostática 
 

Devido à presença dos grupos fosfatos (����), a molécula de DNA em solução 

aquosa apresenta densidade de carga negativa. Cada nucleotídeo possui um grupo 

fosfato, sendo a densidade ao longo do eixo da molécula do DNA dada por 2 cargas 

elementares para cada 0,34 nm, causando uma forte interação repulsiva entre diferentes 

partes da molécula do DNA. Espera-se a ocorrência de interações atrativas entre a 

molécula de DNA e ligantes carregados positivamente. Em condições próximas às 

fisiológicas, o DNA encontra-se em solução com íons monovalentes positivos 

(�
�, ��) e negativos (���).  Para os íons positivos (contra-íons) observa-se atração 

eletrostática à molécula de DNA. A aproximação dos contra-íons diminui a densidade 

de carga efetiva assim como a interação repulsiva entre as fitas, causada pelos grupos 

fosfatos ao longo da molécula [1]. 

O estudo analítico da distribuição dos contra-íons e a molécula de DNA é 

baseado na equação de Poisson-Boltzmann. Trata-se de uma abordagem de campo 

médio, que assume que a densidade de carga da molécula de DNA é basicamente 

homogênea e está distribuída em uma superfície de formato cilíndrico. No equilíbrio 

termodinâmico, a distribuição espacial de todos os íons segue uma distribuição de 

Boltzmann, resolvendo a equação de Poisson para a distribuição de carga encontramos o 

potencial eletrostático médio ∅(�)����: [1] 

∇�∅(�)���� = 
�∑ ��� ��� 

! "#
$%�&∅
'() *

    (3.1) 

Em que: +, é a valência dos íons do tipo -; 

" é a carga elementar (1,6 x 10-19 C); 

.,/ é a concentração em solução de íons do tipo  -; 

0 é a permissividade elétrica do solvente; 

12 é a constante de Boltzmann; 

3 é a temperatura absoluta. 
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Podemos expandir a Eq. (3.1) e manter apenas o primeiro termo linear, quando a 

superfície carregada não possui uma densidade efetiva de carga muito alta e a 

concentração dos contra-íons é moderada. Para eletrólitos, a equação resultante é 

conhecida como equação de Debye-Huckel (DH), dada por: [1] 

∇�∅(��) = 	1�∅         (4.2) 

2.3 - Intercalantes e Efeitos de Intercalação 
 

2.3.1- Intercalação e Brometo de Etídio 
 

A intercalação é dada pela inserção de compostos que possuem anéis aromáticos 

planares entre os pares de base da molécula de DNA. A estabilização desta ligação não 

covalente é dada principalmente pelas interações de empilhamento que ocorre entre os 

anéis aromáticos do intercalante e os orbitais aromáticos heterocíclicos dos pares de 

base do DNA, assim como, ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e 

eletrostáticas. A Figura 8 apresenta a estrutura química dos principais intercalantes [55]. 

  

Figura 8: Estrutura química dos intercalantes [55].  

 

O Brometo de Etídio, de fórmula molecular C21H20N3Br, é um intercalante que 

se liga fortemente à cadeia dupla do DNA, alterando sua torção helicoidal. Exposto à 

luz ultravioleta entre (260 nm e 360 nm), emite luz vermelho-alaranjada (590 nm). 

Ligado à molécula de DNA este composto fluoresce, sendo sua intensidade acrescida 

cerca de 20 vezes. Este é um dos motivos pelo qual o Brometo de Etídio é muito 

utilizado em experimentos de eletroforese em gel de agarose, como marcador de DNA. 
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O Brometo de etídio pode ser usado de três formas distintas, no tampão da 

amostra a ser aplicada, diretamente no gel e ainda após a corrida quando o gel é 

mergulhado em solução de Brometo de Etídio. O Brometo de Etídio faz parte da família 

das Fenantridinas [2, 19, 20]. 

Detentor de um grande efeito mutagênico, a intercalação do Brometo de Etídio 

ao DNA, gera efeitos na molécula de DNA, como alteração da rigidez da molécula, do 

seu comprimento e de sua massa. O Brometo de Etídio possui estrutura aromática que 

possibilita sua inserção entre dois pares de base da cadeia dupla do DNA, causando, 

assim, um desenrolamento local da dupla hélice, girando a molécula em 26°. O 

resultado é uma significativa diminuição da repetição helicoidal, aumentando o passo da 

hélice, ou seja, aumentando a distância entre os pares de base do DNA em 0,34 nm em 

relação ao DNA puro [1, 2, 19, 20]. A quantidade de moléculas intercaladas à molécula 

de DNA varia com a concentração iônica da solução aquosa [20]. Já sua constante 

química de ligação Ki é dependente da concentração de Na+ presente na solução. 

 

 

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

 

2.3.2- Doxorrubicina 
 

A doxorrubicina faz parte da família das antraquinonas entre os intercalantes. É 

um intercalante de extrema importância e largamente utilizada em processos de 

quimioterapias, em tratamentos de mielomas, sarcomas, leucemia entre diversos outros 

tipos de câncer de diversas regiões do corpo [55]. Sua ação interfere na multiplicação e 

também na ação das células tumorais. A sua eficácia vem despertando cada dia mais o 

interesse de pesquisadores e, tornando-a um objeto de estudo valioso [3]. 
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Figura 10: Doxorrubicina - Figura adaptada [3]. 

 

A Figura 11 representa a intercalação da doxorrubicina na molécula de DNA.  

 

Figura 11: Doxorrubicina intercalando ao DNA - Figura adaptada [3]. 

 

2.3.3- Proteína C4K12 

As proteínas fazem parte do grupo de macromoléculas presentes nos seres vivos 

em geral. Além das proteínas, temos os ácidos nucléicos (RNA e DNA) e os 

polissacarídeos. Estas macromoléculas são sintetizadas através da união de unidades 

monoméricas de forma modular. As unidades monoméricas são adquiridas pela célula 
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como nutrientes ou a partir de substâncias mais simples, sintetizadas enzimaticamente 

[17]. 

Em relação à síntese de proteínas, sabemos que todas são formadas através dos 

mesmos 20 tipos de aminoácidos. Temos 8 nucleotídeos que formam os ácidos 

nucléicos, sendo 4 para o RNA e 4 para o DNA, e quanto aos polissacarídeos, temos 8 

açúcares formadores. Mediante a um enorme número de possibilidades pelas quais as 

unidades monoméricas podem ser combinadas e, além disso, modificadas em muitos 

casos, temos uma variação significativa nas propriedades de cada tipo de 

macromolécula [17]. 

A proteína C4K12 utilizada neste trabalho é um polipeptídeo recombinante 

desenvolvido pelo grupo do professor Renko de Vries, da Universidade de Wageningen, 

Holanda. Como mostrado na Figura 12, o polipeptídeo recombinante C4K12 é 

constituído de dois blocos, um bloco de estabilidade coloidal que possui a combinação 

de 400 aminoácidos, sendo eles: Glicina (G) e Prolina (P) aminoácidos com cadeias 

laterais apolares, ou seja, apresentam grupos químicos de hidrocarbonetos apolares ou 

hidrocarbonetos modificados, é importante ressaltar a exceção deste grupo, a Glicina 

(G), que possui apenas um átomo de hidrogênio em sua cadeia lateral. Já a Prolina (P) é 

o único aminoácido secundário cíclico entre os 20 aminoácidos ditos “padrão”, esse 

fator cíclico em sua fórmula estrutural, conferi restrições conformacionais em sua 

cadeia lateral. Asparagina (N), Serina (S), Glutamina (Q) são aminoácidos com 

cadeias laterais polares sem carga e Ácido glutâmico (E) e Lisina (K) aminoácidos com 

cadeias polares com carga. E um bloco de ligação, possuindo 12 resíduos de Lisina (K), 

formando um bloco de ligação catiônico, pois a Lisina é um aminoácido que apresenta o 

grupo amino, sendo básico e hidrofílico, este bloco é ligado a uma Glicina (G) [17]. 

O propósito da utilização do polipeptídeo C4K12 para revestimento do DNA é 

justificado por um bloco de estabilização coloidal C4, formado por uma cadeia aleatória 

de 400 aminoácidos hidrofílicos, o que não confere propriedades auto montantes em 

solução, e um bloco de ligação catiônica K12 (estrutura composta por 12 resíduos de 

lisinas). Os aspectos importantes do bloco coloidal são: seu grande volume, sendo capaz 

de proporcionar uma forte estabilidade sem que impeça a ligação com o DNA e que não 

o condense. Quanto ao bloco de ligação catiônica, deve ser pequeno, evitando assim 

ligações intra e inter moleculares, impedindo ligações de várias moléculas, assim como 
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a agregação destas, e ao mesmo tempo ser suficientemente longo para se ligar 

fortemente ao DNA [4].  

A junção desses dois blocos distintos acarreta um revestimento de moléculas 

individuais de DNA termodinamicamente estável, sem a presença de qualquer ponte 

e/ou condensação do DNA [4]. 

Proténa C4K12: 

 

 

 

Bloco de estabilização coloidal C4 (400aa): 

 

 

 

Bloco de ligação catiônica K12 (12aa): 

 

 

 

Figura 12: Diblocos da Proteína C4K12. Bloco de estabilização coloidal e o bloco de 

ligação catiônica. Figura modifica de [4]. 

 

Na Figura 13 temos os aminoácidos que compõem a proteína C4K12. 
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Figura 13: Estrutura química dos aminoácidos presentes na Proteína C4K12. Figura 

modifica de [17]. 
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2.4 – A Técnica de Eletroforese 
 

A Eletroforese foi utilizada pela primeira vez em 1937 pelo bioquímico sueco 

Arne Tiselius como mecanismo de separação de proteínas. A técnica incorporada por 

Tiselius, chamada de eletroforese de fronteira móvel, foi pioneira, poderosa e de 

extrema importância para os estudos de química de proteínas [5-15]. 

No entanto, esta técnica apresentava limitações significativas: ela necessitava de 

amostras grandes e só poderia ser realizada inteiramente em solução, para assim evitar 

as forças de convecção e também, a mistura das proteínas durante o processo de 

migração [5-17]. 

Devido essas limitações, houve a necessidade da substituição da eletroforese de 

fronteira móvel pela eletroforese de zona. A eletroforese de zona consiste na migração 

de amostras em suportes sólidos, não fazendo presente as limitações da eletroforese de 

fronteira móvel [5-17]. 

A migração de íons em um campo elétrico é amplamente utilizada para a 

separação de moléculas biológicas. A força elétrica (F) sobre um íon de carga Q em um 

campo elétrico E esta relacionada por, 

F elétrica = Q . E 

A migração resultante desses íons através da solução sofre oposição da força de 

atrito, também chamada força de fricção. Está força está relacionada com a velocidade 

de migração destes íons e também o coeficiente de atrito da solução em que os íons 

estão migrando. Este coeficiente de atrito depende da viscosidade da solução, da forma, 

do tamanho e do estado de solvatação do íon. Na presença de um campo elétrico 

constante temos a igualdade entre as forças elétricas e as forças de atrito [5-17, 53]. 

 F atrito = v . f  

A eletroforese em gel é um poderoso método de separação de macromoléculas. 

Os poros do gel de agarose são capazes de filtrar e migrar essas moléculas, retardando 

as moléculas maiores em relação às menores, separando moléculas de diferentes pesos 

moleculares. Os géis possuem uma resistência intrínseca (R). Esta resistência é 

determinada pela força iônica do seu tampão. O tampão utilizado para produção dos 

géis de agarose é o mesmo da solução eletrolítica presente na cuba [5-17, 53]. 

Durante a corrida eletroforética é impressa uma tensão (V) ao longo do gel, 

fluindo uma corrente (I) por todo sistema.  A técnica de eletroforese é realizada sobre 
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tensão (V), corrente (I) e potência (P), constantes. Essas grandezas são assim mantidas, 

graças a uma fonte de energia capaz de transformar corrente alternada em corrente 

contínua [5-17, 53]. 

Durante o processo de eletroforese, ocorre o que chamamos de efeito Joule, a 

energia elétrica é convertida em energia térmica. Essa energia térmica, ou seja, o calor  

se não mantido sobre condições adequadas, é capaz de alterar a atividade da enzima, 

desnaturar proteínas, distorcer bandas e aumentar a difusão. 

As proteínas são substâncias compostas por aminoácidos, ácidos, básicos e 

neutros, ou seja, elas possuem a capacidade de assumir tanto carga positiva, quanto 

carga negativa em função do pH das soluções que se apresentam. A carga líquida total 

das moléculas é dada pelo somatório de todas as cargas dos aminoácidos presentes em 

solução. O uso de solução-tampão em eletroforese é de suma importância, pois ela, 

mantêm constante o pH das soluções protéicas durante a realização do experimento. O 

pH da solução-tampão deve assumir um valor dentro do intervalo, em que as proteínas 

em estudo permaneçam estáveis, mantendo sua atividade biológica [5-17, 53]. 

Sendo assim podemos relacionar essas grandezas, pelas seguintes leis: 

•  Lei de Ohm: V=IR, onde a tensão (V) é dado em volts, à corrente (I) em 

ampères e a resistência (R) em ohms. 

•  Lei de Joule: P=V2/R, onde a potência ou também chamado de fluxo de calor (P) 

é dada em watts. 

2.5 – Nanocarreadores e Efeito EPR 

Almeja-se em diversas áreas como a nanomedicina, nanociência voltada à física 

biológica e à física médica a entrega de fármacos de forma específica, tendo maior 

eficácia e um melhor direcionamento ao alvo doente, ou seja, diminuindo assim os 

efeitos colaterais devido ao tratamento com a admissão do fármaco e um resultado mais 

rápido e eficaz contra a doença. Para alcançar tais objetivos diversos estudos vem sendo 

realizados. Observaram que o encapsulamento de fármacos e/ou a produção de 

nanopartículas, capazes de transportar e liberar os fármacos de forma controlada e 

direcionada é um instrumento poderosíssimo para tal propósito [65-70]. 

A figura 14 ilustra a aplicação dos nanocarreadores na corrente sanguínea com o 

objetivo de atingir e atacar o tumor localizado no pulmão. A figura 14 A apresenta os 
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dois mecanismos em que os nanocarreadores podem se acumular no tumor, sendo o 

mecanismo passivo, conhecido como efeito Enhanced Permeability and Retection, 

mediante a permeabilidade vascular aumentada na região tumoral, e o mecanismo ativo, 

também mediante a permeabilidade vascular aumentada, mas que possui a característica 

de modificar a superfície dos nanocarreadores através de moléculas que possuem a 

capacidade de serem reconhecidas mediante receptores protéicos existentes na 

superfície da membrana celular. As principais nanopartículas estudadas até o momento, 

capazes de fazer o nonocarreamento, ou seja, a entrega e liberação controladas de 

nanopartículas são apresentadas na figura 14 B. Observe, ainda, em 14-B, a 

nanopartícula de Doxorrubicina, como sabe, é um fármaco largamente utilizado em 

tratamentos de vários tumores e que necessita o aumento de sua eficácia e a inibição de 

seus efeitos colaterais [65-70]. 

 

Figura 14: Aplicação de nanocarreadores, em A, ilustração do mecanismo passivo e 

ativo e em B exemplos de nanocarreadores, funcionalização da superfície e as 

moléculas terapêuticas [69]. 
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Os efeitos colaterais mediante a admissão do fármaco surgem devido à 

ineficiência do direcionamento, tempo de retenção no alvo tumoral e o ataque tanto de 

células tumorais quanto às células saudáveis. Isso acontece, pois os fármacos em geral 

são pequenos o suficiente para atravessar o endotélio em todas as regiões do corpo, 

atacando sem distinção, matando assim, tanto as células cancerosas como as normais. 

As células saudáveis possuem uma distância uma das outras de aproximadamente 15 a 

30 nm em média, já os fármacos encapsulados dentro de nanopartículas de 50 a 800 nm 

o que inviabilizara a inserção desses fármacos encapsulados em células saudáveis, 

atacando assim somente as células tumorais as quais estão mais espaçadas umas das 

outras [68-71]. 

 

Figura 15:  Atuação de macromoleculas, ou seja, fármacos encapsulados, e pequenas 

moléculas, ou seja, fármacos livre, sobre a distinção devido ao tamanho desses, nos 

tecidos normais e em tecidos tumorais [71]. 

Como podemos observar na Figura 15 existe uma expressiva diferença na 

estrutura anatômica dos vasos dos tecidos normais em relação aos tecidos tumorais.  Os 

vasos dos tecidos tumorais apresentam um espaço intersticial maior e possuem as 

propriedades de retenção e a permeabilidade aumentadas as quais exercem um 

importante papel na distribuição do fármaco, conhecido como o efeito EPR, 

Enhanced Permeability and Retention. Os vasos dos tecidos tumorais apresentam as 

seguintes características: falta de sistema linfático para drenagem, resultando na 

aglomeração de fármacos encapsulados no interior de seus tecidos; aumento da 
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permeabilidade microvascular ocorrendo o favorecimento de inserção dos fármacos 

encapsulados e também o possível retardamento do extravasamento de macromoléculas 

devido à alta pressão intersticial [67-71]. 

O encapsulamento de fármaco é altamente promissor em tratamento de cânceres, 

essas macromoléculas trazem diversos benefícios se comparadas à admissão do fármaco 

livre na corrente sanguínea, como, por exemplo, aumenta a absorção do fármaco no 

tecido tumoral, altera a farmacocinética dos fármacos, protege o fármaco contra a 

degradação no organismo evitando assim diversos efeitos colaterais, entre outros 

benefícios. 
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Capítulo 3: Materiais e Métodos 

Neste capítulo descreve-se detalhadamente o procedimento experimental 

utilizado para obtenção, a partir dos gráficos IN/IMax  x CT, o revestimento dos 

complexos, assim como, a competição entre fármacos intercalados 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 um poderoso método de separação 

de macromoléculas. No presente trabalho, a agarose utilizada para a preparação do gel 

foi da SIGMA-ALDRICH, preparado a 1%, a concentração do gel é de suma 

importância, pois é responsável pelo sucesso da separação da amostra. Se a 

concentração é demasiada, pode ocorrer a exclusão de proteínas pelo gel durante a 

corrida eletroforética [12, 65]. 

A Figura 16 mostra o recipiente utilizado para a formação do gel de agarose, no 

decorrer de todos os experimentos deste trabalho. Este recipiente possui capacidade para 

a formação de 13 poços com o auxílio de um pente de plástico o qual é inserido na 

solução do gel ainda em forma líquida e sendo retirado após a solidificação do gel de 

agarose. 

 

Figura 16: Recipiente utilizado para formação do gel e poços de deposição, produção 

de um gel com 13 poços de alocação de solução. 
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Após a formação do gel de agarose, retira-se o pente do mesmo, o qual é 

responsável pela formação dos poços onde se deposita as soluções que serão estudadas, 

emerge o gel de agarose na cuba eletrolítica e em seguida realiza a inserção da 

respectiva solução ao poço, dando início logo após, a corrida eletroforética. É 

importante ressaltar que, cada poço possui a capacidade máxima de 20 µl de locação de 

volume de solução. Outro fator importante quanto à preparação das soluções, é 

agitarmos os eppendorfs da Doxorrubicina, Brometo de Etídio e da proteína C4K12, 

antes de começar a realização das soluções, essa ação e feita com o auxílio do Vortex 

(VELP scientific) durante aproximadamente 30 segundos, com velocidade angular de 

2000 rotações por minuto e garante a uniformidade da solução em todo o volume 

contido no eppendorf, sem uma maior concentração em diferentes partes da solução, o 

que pode interferir no experimento, mediante a diferença de concentração. 

Na Figura 17, tem-se o equipamento de eletroforese, onde os poços do gel estão 

ocupados com as soluções estudadas neste trabalho.  

 

Figura 17: Cuba eletrolítica com soluções depositadas no gel, experimento em 

funcionamento. 

O tampão (TAE) Tris-acetato (400 mM) e EDTA (10mM), diluído dez vezes, foi 

utilizado para a preparação da solução eletrolítica presente na cuba de acrílico, a qual é 

realizada a corrida eletroforética, e também na preparação da solução tampão utilizado 

para produção do gel de agarose. Durante toda a corrida eletroforética, a temperatura da 

sala é mantida a 20°C com o auxílio de um ar condicionado. Todos os experimentos 
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foram realizados a uma diferença de potencial de 54 V, responsável pelo aparecimento 

do campo elétrico através do gel de agarose, o que leva a corrida das macromoléculas 

presentes nos poços do gel e as separações das mesmas mediante as características 

como o tamanho da molécula e seu peso molecular. A duração da corrida foi de 1 hora, 

em seguida procedeu-se a revelação das imagens pelo trans-iluminador. As imagens 

foram analisadas com o auxílio do software  ImageJ 1.37v.  

 

3.2- Preparação das Soluções 
 

O pH do tampão TRIS-HCl (10mM) utilizado na preparação de todas as 

soluções foi de 7,4. O DNA utilizado em todos os experimentos no presente trabalho foi 

o DNA 3kbp da Thermo SCIENTIFIC, inicialmente à concentração de 0,5µg/µl. Sendo 

diluído a 50 ng/µl e desta solução de estoque, foi utilizado 1µl para a produção da 

solução de cada amostra. Os experimentos foram realizados de forma comparativa 

referente à solução de cada poço. Foram efetuados dois experimentos: No primeiro 

experimento, o primeiro poço continha apenas DNA 3kbp (50 ng), Brometo de Etídio e 

o tampão, no segundo poço a concentração de DNA e Brometo de Etídio permaneceram 

constantes, acrescentando a concentração de Doxorrubicina. E a partir do segundo poço 

um aumento gradual na concentração de Doxorrubicina, mediante as mesmas 

concentrações de Brometo de Etídio e DNA 3kbp. No segundo experimento, o primeiro 

poço possuía a mesma solução que o primeiro experimento, sendo que a partir do 

segundo as soluções eram acrescidas da proteína C4K12. As reações ocorrem em um 

intervalo de tempo de aproximadamente 30 min, à temperatura 20° C e pressão 

ambiente.  A concentração do DNA 3kbp em pares de base utilizado em todos as 

amostras foi de 3,75µM, sendo a concentração do Brometo de Etídio de 1mM e a 

concentração do polipeptídeo recombinante, proteína C4K12 de 0,6 µM. 
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Capítulo 4: Resultados e Discussões 
 

Neste capítulo apresenta-se os resultados obtidos para a interação da 

Doxorrubicina e o DNA 3000 bp, assim como, o deslocamento do Brometo de Etídio 

intercalado ao DNA, devido a presença da Doxorrubicina. Além disso, elucida-se o 

revestimento do complexo DNA - fármacos pelo polipeptídeo C4K12. 

A interação entre a doxorrubicina e o DNA vem sendo estudada através de 

diversas técnicas como espectroscopia Raman de ressonância [50], espectroscopia de 

dicromismo circular [51], eletroforese em gel de agarose, AFM, [31] espectrofotometria 

UV-Vis, voltametria, espectrofluorometria, pinças ópticas entre outras. Técnicas essas 

que vem confirmando a intercalação de Doxorrubicina nos pares de base do DNA. Esta 

interação, faz ocorrer a diminuição da fluorescência do DNA já intercalado com algum 

fármaco marcador, indicando o deslocamento de um intercalante fluorescente [29-31]. 

Como sabe-se a Doxorrubicina quando intercalada não fluoresce; fluorescendo somente 

quando não intercalada [29-31]. 

Na Tabela 1, temos a relação da razão entre a variação das concentrações de 

Doxorrubicina por pares de base do DNA 3000 bp, mantendo constante a concentração 

molar de Brometo de Etídio.  

 

Poço 

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII 

DNA 

3kbp 

(3,75µM) 

+ BrEt 

(1mM) 

 

 

DOXO 

1/6bp 

 

 

DOXO 

1/5bp 

 

 

DOXO 

1/4bp 

 

 

DOXO 

1/3bp 

 

 

DOXO 

1/2bp 

 

 

DOXO 

1/1bp 

 

 

DOXO 

2/1bp 

 

 

DOXO 

3/1bp 

 

 

DOXO 

4/1bp 

 

 

DOXO 

5/1bp 

 

 

DOXO 

6/1bp 

 

 

DOXO 

7/1bp 

  

Tabela 1: Variação das Concentrações de Doxorrubicina em relação ao DNA 3kbp. 

Pode-se observar, na Figura 18, no decorrer dos poços, no sentido da esquerda 

para direita, um decaimento significativo da intensidade de fluorescência do Brometo de 

Etídio intercalado ao DNA, implicando no deslocamento deste devido à intercalação da 

Doxorrubicina [31]. Ao ligar-se à molécula de DNA, a Doxorrubicina vai deslocando o 

Brometo de Etídio, de forma a contribuir na diminuição da intensidade de fluorescência 
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Poço 

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII 

DNA 

3kbp 

(3,75µM) 

+ BrEt 

(1,0mM 

+ C4K12 

0,6 µM) 

 

 

DOXO 

1/6bp 

 

 

DOXO 

1/5bp 

 

 

DOXO 

1/4bp 

 

 

DOXO 

1/3bp 

 

 

DOXO 

1/2bp 

 

 

DOXO 

1/1bp 

 

 

DOXO 

2/1bp 

 

 

DOXO 

3/1bp 

 

 

DOXO 

4/1bp 

 

 

DOXO 

5/1bp 

 

 

DOXO 

6/1bp 

 

 

DOXO 

7/1bp 

 

Tabela 2: Variação das Concentrações de Doxorrubicina em relação ao DNA 3kbp, na 

presença da proteína C4K12. 

Na Figura 19, uma expressiva semelhança no decréscimo de fluorescência da 

Figura 18, é observada. Mostrando-nos que a presença do polipeptídeo não altera a 

capacidade de intercalação entre fármacos e DNA, verificando o revestimento do 

composto pelo polipeptídeo devido a inexistência de interações intra e inter moleculares 

do polipetídeo com o composto fármaco-DNA, causado pelo domínio catiônico 

acoplado ao domínio hidrofílico do polipeptídeo [4, 21-28, 32-45]. Muitas aplicações 

deste revestimento vem sendo estudado, como por exemplo DeRouchey et al. Que 

estudaram o revestimento de moléculas únicas de DNA,  Osada et al.  que estudaram a 

indução de múltiplas dobras em moléculas de DNA, entre tantos outros estudos 

extremamente relevantes. Podemos observar também, um retardamento da corrida pelo 

composto no gel de agarose durante a eletroforese [29-31, 52], mediante a presença do 

polipeptídeo C4K12, sabe-se que a ligação deste, ao composto DNA – fármaco, altera a 

carga, a forma e o tamanho, alterando assim, a mobilidade eletroforética do composto 

encapsulado, como observado [4]. 
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Figura 19: Comportamento da intensidade de fluorescência devido a competição da 

intercalação entre os fármacos Brometo de Etídio e Doxorrubicina, para concentração 

fixa de Brometo de Etídio, CT = 1mM, e aumento gradual da concentração de 

Doxorrubicina na presença do polipeptídeo C4K12. 

Observe que o descréscimo da intensidade de fluorescência em funcão do 

aumento da concentração de Doxorrubicina por pares de base do DNA permaneceu 

inalterado com a presença do polipeptídeo C4K12 e temos, também, um atraso na corrida 

do gel de agarose. Este atraso na corrida, reafirma o revestimento do complexo DNA – 

Doxorrubicina - Brometo de Etídio pelo polipeptídeo C4K12, pois como vimos o 

polipeptídeo possui carga líquida positiva o que fez retardar a mobilidade do complexo 

durante a corrida, o que não ocorreria se o complexo não estivesse encapsulado. 
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Gráfico 1: Gráficos da razão da intensidade de fluorescência, IN/IMAX ,  em função da 

concentração total de Doxorrubicina. A) sem a presença do polipeptídeo C4K12. B) na 

presença do polipeptídeo C4K12. 

Ao compararmos o decréscimo de porcentagem de fluorescência no Gráfico 1 A 

e B, tomando  como 100% de fluorescência o primeiro ponto de ambos os gráficos 

podemos comprovar uma semelhança significativa destes. Das razões de Doxorrubicina 

por pares de base de DNA 1:6 e 1:5, ou seja, no segundo e terceiro poço do gel de 

agarose, segundo e terceiro pontos dos  Gráficos 1 A e 1 B, temos um decréscimo de 

1% para o gráfico A e 3% para o gráfico B, ou seja, apenas 2% difere o descréscimo de 

fluoerescência na presença do polipeptídeo C4K12. O sexto, o sétimo e o nono pontos 

também apresentaram uma média de 2%. Sendo que o quarto poço, apresentou 0% de 

diferença, ou seja, o quarto ponto do Gráfico 1 A e B são idênticos quanto a razão da 

intensidade de fluorescência. A média da diferença entre os outros pontos foram 4%, 

que também é considerada baixa.  

Devemos levar em consideração, na Figura 20, que as imagens apresentam uma 

diferença de tonalidade e brilho e isto possivelmente influenciou na análise de 

comparação da porcentagem, mas mesmo na presença desta diferença de tonalidade e 

brilho das imagens, ainda obtivemos uma semelhança muito expressiva quanto ao 

decréscimo da porcentagem de fluorescência. 

Provando que a presença do polipeptídeo C4K12 não interfere na interação do 

composto, de forma que este composto foi encapsulado pelo polipeptídeo. 
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intensidade de fluorescência dos complexos de DNA com as moléculas de Brometo de 

Etídio ligadas mi. À medida que aumentamos a razão da concentração total de 

Doxorrubicina ao composto DNA - Brometo de Etídio, as moléculas de Brometo de 

Etídio já intercaladas ao DNA são deslocadas, substituindo-as pela Doxorrubicina. No 

primeiro poço da Figura 18, inicialmente tínhamos 1500 moléculas de Brometo de 

Etídio e zero moléculas de Doxorrubicina. Ao acrescentarmos a Doxorrubicina, 

obtemos no segundo poço mediante a equação 4.1, a exclusão de 255 moléculas de 

Brometo de Etídio, ou seja, ficaram intercaladas somente 1245 moléculas de Brometo 

de Etídio ao DNA, resultando em 510 pares de base do DNA intercalados pela 

Doxorrubicina. Com base no número de pares de base do DNA intercalados pela 

Doxorrubicina, calculamos o número de moléculas de Doxorrubicina e assim sua 

concentração ligada. Sabe-se que a concentração total de Doxorrubicina é igual à soma 

da concentração livre e a concentração ligada ao DNA, dessa forma encontramos a 

concentração de Doxorrubicina livre em cada poço do gel de agarose. De posse da 

concentração de Doxorrubicina livre, podemos encontrar a razão da variação de 

fluorescência pela concentração de Doxorrubicina livre, ∆F/ Dox e assim construirmos 

o Gráfico 2. 

 

Gráfico 2: Gráfico da razão entre a variação de fluorescência pela concentração de 

Doxorrubicina livre, ∆F/ Dox, em função da variação de fluorescência, ∆F. 

O gráfico 2 nós dá a razão entre a variação de fluorescência pela concentração de 

Doxorrubicina livre, ∆F/ Dox, em função da variação de fluorescência, ∆F, a inclinação 

deste gráfico dá a medida da constante de ligação. Este gráfico foi realizado com base 
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na literatura [29,30]. A constante química de ligação da Doxorrubicina dada pela 

inclinação do gráfico 5,2 foi Ki = 2,7 x 104 M-1. Que  está em bom acordo com aquele 

obtido por Chem et al  (3,2 x 104 M-1) [31]. 
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Capítulo 5: Conclusões e Perspectivas 
 

Neste trabalho ao utilizar o método FID [29-30], foi possivel estudar o 

revestimento do complexo DNA-Brometo de Etídio -Doxorrubicina pelo polipeptídeo 

C4K12, assim como, o deslocamento do intercalante Brometo de Etídio inicialmente 

intercalado ao DNA 3000 pares de base, devido a intercalação do fármaco 

Doxorrubicina. Os estudos foram medidos em função da variação da intensidade de 

fluorescência. Além disso, mostramos a constante de ligação química da Doxorrubicina,  

através da inclinação da reta do gráfico entre a razão da variação de intensidade de 

fluorescência pela concentração molar da Doxorrubicina versus a variação de 

fluorescência, que apresentou valor coerente em relação a literatura. O aprofundamento 

e o enriquecimento das informações quanto ao encapsulamento de fármacos trarão 

inúmeros benefícios em diversas áreas como física biológica, biomedicina, engenharia 

genética entre outras, devido a aprimoramentos e aumento significativo da eficiência de 

tratamentos quimioterápicos mediante a permanência de fármacos na corrente sanguínea 

e o direcionamento somente a células tumorais [27-31]. 

Pretende-se para o enriquecimento de informações estruturais do complexo 

DNA - ligante - proteína (C4K12) deste trabalho, o uso de outras técnicas experimentais. 

Mais precisamente, a técnica de Microscopia de Força Atômica (AFM), que é uma 

técnica de molécula única, que possibilita um estudo mais detalhado de um único 

complexo DNA - ligante, sendo possível observar mudanças estruturais minuciosas 

deste complexo.  
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Apêndice A 

 

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

A PCR é uma técnica de amplificação de um segmento de DNA de até 6kb 

inventada por Kary Mullis em 1985, esta técnica é extremamente rápida, cerca de 30 

minutos em procedimentos in vitro e consiste de uma “clonagem molecular livre de 

células” [17]. 

A amplificação por PCR possui inúmeras aplicações, tornando-se uma 

ferramenta indispensável na área clínica, principalmente pela sua utilização diagnóstica 

célere em mutações cancerosas, doenças infecciosas e patologias raras [17]. 

O procedimento consiste em dois ciclos, no primeiro ocorre basicamente, 

desnaturação térmica da fita dupla do DNA original, seguida do resfriamento deste, para 

que assim, ocorra o anelamento dos iniciadores sintéticos de DNA, com os segmentos 

complementares de cada fita inicialmente desnaturadas, e por fim o alongamento destes 

iniciadores sintéticos pela DNA-polimerase, como mostrado na figura abaixo [17]. 
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Figura 21. Figura Amplificação por PCR [17]. 
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