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Resumo

COSTA, Ethe de Aratjo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2023. Es-
tudo do modo de interacao do farmaco cloroquina com o DNA e seu efeito
em células. Orientador: Marcio Santos Rocha. Coorientadora: Anésia Aparecida dos
Santos.

O estudo das interagoes entre a molécula de DNA e farmacos tem sido de extrema rele-
vancia para se compreender as peculiaridades intrinsecas dessas interacoes. Apesar dos
diversos avancos cientificos e t ecnoldgicos, os mecanismos d e ac¢ao molecular d e alguns
farmacos permanecem desconhecidos, principalmente no que diz respeito as interagoes in-
trinsecas desses compostos com componentes celulares como proteinas e acidos nucleicos.
A cloroquina (CLQ) é um composto amplamente usado no tratamento contra a malaria.
No inicio de 2020, alguns estudos mostraram que esse agente antimalarial poderia ser uma
alternativa no enfrentamento da pandemia da COVID-19. Contudo, muitos aspectos da

interacao entre a molécula de DNA e a cloroquina ainda sdo desconhecidos. Nesta tese

o estudo do farmaco cloroquina foi realizado em dois diferentes niveis: (7) nivel de molé-
cula tinica usando a técnica de Pinca Optica (OT) para analisar os modos de interacio
do complexo DNA-CLQ. Esse tipo de estudo é reconhecido como estado da arte para
caracterizar as interacoes do DNA com ligantes como farmacos ou proteinas, e permite
determinar os modos de ligagao e os pardmetros fisico-quimicos das interagoes; (i7) nivel
celular através de ensaios de citotoxicidade da cloroquina em trés tipos distintos de linhas
celulares normais, HEK-293 (células renais humanas), melan-a (células epiteliais murina)
e VERO (células renais de primata), que permite avaliar e comparar os efeitos do far-
maco na viabilidade celular. A citotoxicidade é um dos indicadores mais importantes de
avaliacao bioldgica em estudos in vitro, sendo que a viabilidade celular é um dos aspectos
mais relevantes para compreender os mecanismos de resposta das células apds exposicao a
agentes toxicos. Os resultados obtidos sao intrigantes. Dos ensaios de pingamento 6ptico
observamos que a CLQ tem forte afinidade com a molécula de DNA, mas os detalhes
intrinsecos dos mecanismos de interagao dependem da forca idnica do meio circundante,
que pode alterar o modo de ligagdo entre as duas moléculas. Dos ensaios de citotoxici-
dade observamos que a CLQ possui alta toxicidade nas trés linhagens celulares testadas,
de maneira que a linhagem HEK-293 possui maior sensibilidade ao farmaco, apresentando
dois valores de concentragao inibitéria média (ICsq). Esse comportamento apresentado
pela linhagem HEK-293 ¢é conhecido como efeito hormético, que é induzido pelo farmaco.
Esses resultados contribuem para o melhor entendimento tanto a nivel molecular quanto

celular da acao da cloroquina e pode auxiliar estudos posteriores.

Palavras-chave: Cloroquina. Pinga 6ptica. Ligantes. Cultura de células.



Abstract

COSTA, Ethe de Aratjo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023. Study
of the mode of interaction of the drug chloroquine with DNA and its effect
on cells. Adviser: Marcio Santos Rocha. Co-adviser: Anésia Aparecida dos Santos.

Understanding the details of the interactions between the DNA molecule and ligands is
paramount. Despite the many breakthroughs in science and technology, the exact way
in which ligands, particularly drugs, interact with cellular components such as proteins
and nucleic acids, remains unknown. Chloroquine (CLQ) is an agent commonly used to
treat malaria. In early 2020, some studies have shown that this antimalarial drug could
be an alternative in the fight against the COVID -19 p andemic. Studying the interactions
between the DNA molecule and ligands is extremely important to understand the specifics
of these interactions. However, many aspects of the interaction between the DNA mole-
cule and chloroquine are still unknown. In this work, the study of the drug chloroquine
was performed at two different levels: (7)) The single molecule level wsing the Optical Twe-
ezers (OT) technique to analyze the interaction modes of the DNA-CLQ complex. This
type of study is considered state-of-the-art for the characterization of DNA interactions
with ligands such as drugs or proteins and allows the determination of binding modes and
physicochemical parameters of the interactions; (i) cellular level by chloroquine cytoto-
xicity assays in three different types of cell lines, HEK-293 (human kidney cells), melan-a
(mouse epithelial cells) and VERO (primate kidney cells), which allow the evaluation and
comparison of the effects of the drug on cell v i ability. C ytotoxicity is one of t he most
important indicators for biological evaluation in in vitro studies, and cell viability is one
of the most important aspects to understand cell response mechanisms after exposure to
toxic substances. The results obtained in the optical tweezers assays, we found that CLQ
has a strong affinity for the DNA molecule, but the details of the interaction mechanisms
depend on the ionic strength of the surrounding medium, which may alter the binding
mode between the two molecules. In the cytotoxicity assays, we found that CLQ exhibited
high toxicity in the three cell lines tested, with the HEK-293 cell line being more sensitive
to the drug with two IC5y values. This behavior of the HEK-293 strain is known to be a
hormetic effect induced by the d rug. These results contribute to a better understanding
of the effect of chloroquine at both the molecular and cellular levels and could be useful

for further studies.

Keywords: Chloroquine. Optical tweezers. Ligands. Cell culture.
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| Introducao

Ao longo da histéria mundial surtos intermitentes de doencgas infecciosas exter-
minaram populacoes inteiras, determinaram o desfecho de guerras, e paradoxalmente,
abriram caminhos para inovagoes e avancgos cientificos. Diversos aspectos dos avangos da
ciéncia sao relatados separadamente. Contudo, ao analisar de modo geral a historia da
humanidade é possivel observar que o desenvolvimento de instrumentos cientificos, farma-
cos, vacinas, etc., aconteceu concomitantemente a grandes fatos historicos como guerras e
pandemias. Estes fatos moldaram de maneira significativa aspectos econémicos, politicos
e sociais da civilizacao humana [1].

Nesse contexto, em dezembro de 2019, ocorréncias de uma pneumonia de etiologia
desconhecida foram relatadas em Wuhan, na China. Estudos genéticos comprovaram
que tratava-se de um novo coronavirus vinculado ao virus causador da SARS!. O virus
espalhou-se rapidamente por diversos paises e devido ao crescente nimero de infectados
e Obitos, em margo de 2020 a Organizagao Mundial da Satide (OMS ou WHO, em inglés)
caracterizou como pandemia da Doenga do Coronavirus-19 (COVID-19), sendo a primeira,
pandemia causada por um coronavirus [2]. Em abril de 2020, somavam-se 6 milhoes de
infectados e 370 mil 6bitos [3]. Varias instrugoes como isolamento social, uso de méscaras,
higienizacao frequente das maos e adaptagoes foram recomendadas [4].

Por j4 existir o SARS-CoV-1, o virus foi denominado SARS-CoV-22 e pertence
a familia Coronaviridae. Ha iniimeras pesquisas sobre os virus oriundos desta familia,
principalmente em decorréncia das epidemias causadas pelo SARS-CoV-1 e MERS-CoV?
[5, 3]. Estudos realizados com o farmaco cloroquina (CLQ) para reduzir infecgoes cau-
sadas pelo SARS-CoV-1 e MERS-CoV [6, 7, 8] foram usados para embasar e aprimorar
novas pesquisas para combater o SARS-CoV-2 [9, 10, 11]. Pesquisas preliminares in vitro
mostraram-se promissoras, a CLQ reduzia de maneira significativa a replicagdo do SARS-
CoV-2 em células infectadas [9, 12]. Em um dos primeiros ensaios clinicos em pacientes
chineses infectados com COVID-19, a CLQ teve um efeito relevante, tanto em termos de
resultados clinicos quanto de depuragao viral quando comparado ao grupo controle [13].

Com a réapida disseminacao do virus, o uso em carater off-label* da CLQ foi au-
torizado na China pela Comissao de Saide da Provincia de Guandog [15]. A Food and
Drug Administration (FDA) autorizou o uso emergencial nos EUA [16], por fim, a OMS
recomendou o uso do farmaco nos demais paises [17]. Contudo, estudos mais robustos
descartaram o uso da CLQ no combate ao SARS-CoV-2. Uma vez que nao havia com-

provagao concreta de sua eficiéncia contra COVID-19 [18, 19], a OMS e diversas agéncias

Severe Acute Respiratory Syndrome, em tradugao livre, Sindrome respiratéria aguda grave.
Em tradugao livre, Sindrome respiratéria aguda grave - coronavirus 2.
Em tradugao livre, Sindrome Respiratéria do Oriente Médio - Coronavirus 1.

1
2
3
4 Uso divergente do aprovado em bula ou produto sem registro no érgio de vigilancia sanitaria [14].
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de saide suspenderam a orientac¢ao de uso do farmaco [20, 21].

No Brasil, o primeiro caso de paciente infectado com o SARS-CoV-2 foi confirmado
pelo Ministério da Satde no dia 26 de fevereiro de 2020 [22]. Em maio, estimava-se mais
de 300 mil casos registrados, com 18 mil 6bitos [23]. A fim de direcionar a comunidade
médica, o Ministério da Satide publicou uma nota informativa® em maio de 2020 contendo
orientacoes para manuseio medicamentoso precoce da CLQ em pacientes infectados com
COVID-19 [25]. Devido a nota informativa de N° 9/2020, a Sociedade Brasileira de
Medicina de Familia e Comunidade moveu uma acao judicial® contra a Advocacia Geral
da Unido para invalidar e anular a nota em vigor [26].

Apesar da suspensdao e nao recomendacao de uso da CLQ em pacientes com
COVID-19 pela OMS, no Brasil a producao e distribuicdo da CLQ foi intensificada,
tornando-se um medicamento controlado devido ao uso indiscriminado e sem orientacao
médica especializada [27, 28]. Embora houvesse uma agao judicial para anular as notas
informativas divulgadas pelo Ministério da Saide e diversas orientagoes relacionadas ao
uso indevido do farmaco por entidades brasileiras de satde [29, 30], a procura e uso do
medicamento tornou-se cada vez maior.

Por que o Brasil se tornou o pais da cloroquina?

De acordo com o Instituto Humanitas, o Governo Federal e as Forgcas Armadas
distribuiram 2,8 milhoes de comprimidos de cloroquina para todos os estados da Fede-
racdo. O Laboratério Quimico e Farmacéutico do Exército (LQFEx) e o Laboratoério
Farmacéutico da Marinha (LFM) fabricaram 3,2 milhoes de comprimidos de cloroquina
entre os meses de marco e junho de 2020 sem qualquer tipo de licitagao, ao passo que a
producao antes da pandemia era de 250 mil comprimidos a cada dois anos para combater
a malaria. Parte do medicamento era distribuido via Ministério da Saide para as secre-
tarias de saude de estados e municipios. As regides que mais receberam a CLQ foram
as regioes Norte e Sul, totalizando mais de 1,2 milhdo de comprimidos, ao passo que as
outras regioes receberam 1,1 milhdo de comprimidos [31].

Mas o que é de fato a cloroquina?

A cloroquina é um medicamento de primeira linha para prevencao e tratamento da
malaria, também é indicada para controle de doencas autoimunes como artrite reumatoide
e lupus eritematoso, tornando-se um dos medicamentos mais usados no mundo [32, 33, 34].
Desde o final da década de 1960, o papel antiviral in vitro da CLQ foi observado [35],
sendo objeto de estudo em diversas pesquisas que apontam sua eficacia in vitro contra vi-
rus como HIV, Ebola, Influenza, Dengue, além de infec¢oes fingicas, infecgoes bacterianas
e neoplasias malignas [6, 36, 37]. Apesar de ser um farmaco indicado para o tratamento da,

malaria e controle de doencas autoimunes reumatolégicas ha décadas, inimeras peculiari-

> A primeira nota informativa foi publicada em marco de 2020 (N° 5/2020 - DAF/SCTIE/MS), nota
substitutiva em 20 de maio de 2020 (N°© 9/2020 - SE/GAB/SE/MS) [24].

6 De acordo com a Justica Federal do Rio de Janeiro, a Acdo Civil Publica de n°® 5030353-
65.2020.4.02.5101/RJ deu-se inicio em 22 de maio de 2020 [26].
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dades relativas aos mecanismos de a¢ao moleculares da CLQ permanecem desconhecidas,
especialmente no que diz respeito as interagoes intrinsecas do farmaco com biomoléculas
como proteinas e acidos nucleicos [38, 39, 40].

Embora muito se conheca sobre como a maquinaria celular preserva e transmite
as informagoes genéticas, e como sao regulados esses processos, ainda existem lacunas na
literatura acerca das interagOes entre os componentes responsaveis por esses pProcessos.
Com isso, o estudo das interagoes de farmacos e proteinas com a molécula de DNA é
de grande relevancia cientifica, pois detalha mecanismos celulares basicos como a repli-
cagao, transcricao do DNA e traducao de RNA mensageiro em proteinas, até a prépria
compacta¢ao da molécula de DNA no interior do ntcleo celular [41, 42]. O &cido deso-
xirribonucleico é um biopolimero semiflexivel responsavel por armazenar toda informacao
genética dos seres vivos. Devido a sua natureza polimérica, as propriedades mecanicas
como comprimento de contorno (L) e comprimento de persisténcia (A) podem variar de-
pendendo das caracteristicas do meio ou composto a que estiver exposto. Alguns farmacos
sao considerados ligantes, ou seja, interagem com a molécula de DNA através de um ou
mais modos de ligagao [41].

O estudo das propriedades mecanicas do DNA pode ser feito através das técnicas
de molécula tnica. Tais técnicas sao conhecidas como o estado da arte no estudo das inte-
racoes DNA-ligantes, pois analisa e detalha de maneira individual o comportamento das
propriedades mecéanicas do DNA ao interagir com compostos como farmacos, marcadores
fluorescentes, proteinas etc. Ao passo que, o estudo do equilibrio quimico da molécula
de DNA e o ligante em solu¢do é de vital importancia para compreensao das particula-
ridades da interagao, sobretudo as caracteristicas fisico-quimicas [41]. Neste trabalho, a
técnica usada para andlise das interagoes DNA-ligante foi a pinga 6ptica. Desenvolvida
por Arthur Ashkin, a pinga 6ptica tinha como objetivo manipular particulas nanométri-
cas [43]. Na década de 80, a técnica passou a ser usada na area das ciéncias bioldgicas,
possibilitando caracterizar as propriedades mecénicas do DNA [44, 45]. Em 2018, Ash-
kin foi laureado com o Prémio Nobel por sua dedicagdo em desenvolver a pinga Optica e
aplicacao da técnica em sistemas biol6gicos [46].

Diante do exposto, a motivacao inicial para realizacao deste trabalho é compre-
ender o comportamento das propriedades mecanicas do DNA ao interagir com o farmaco
cloroquina, assim como analisar a citotoxicidade em diferentes linhagens celulares.

Este trabalho foi dividido em duas partes: (i) andlise do mecanismo de ac¢ao do
farmaco cloroquina a nivel molecular com uso da técnica de pinga Optica. Serao analisa-
das as alteracoes nos parametros mecanicos, comprimento de contorno e comprimento de
persisténcia da molécula de DNA ao interagir com variadas concentracoes de cloroquina;
(77) estudo da acdo da cloroquina a nivel celular através do ensaio de MTT. Serao reali-
zados ensaios de citotoxicidade em trés diferentes linhagens celulares Melan-a, HEK-293

e Vero, para analisar o grau de toxicidade do farmaco.
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A organizacao dos capitulos foi feita com o intuito de facilitar a leitura e com-
preensdo dos conteddos aqui abordados. E importante salientar que o trabalho nao é
relacionado a pandemia da COVID-19, mas sobre a interacao do farmaco cloroquina com
a molécula de DNA. Contudo, o impulso inicial para realizar este estudo foi o uso inde-
vido da cloroquina como método profilatico e no tratamento de pacientes infectados com
0 SARS-CoV-2, mesmo sem comprovacao de sua eficacia para este fim.

De maneira que os capitulos a seguir descrevem o objeto de estudo que é a formacao
do complexo DNA-Cloroquina, a fundamentagao tedrica da técnica de pinga Optica e o
modelo Worm-Like chain (WLC) usado para ajustar os dados experimentais obtidos. Sao
descritos os procedimentos experimentais dos ensaios de pingamento 6ptico, redugao de
MTT para anélise da concentragao inibitéria média (IC5g) e eletroforese em gel de agarose.
Por fim, sao apresentados os resultados obtidos em cada técnica, além da comparacao
entre os resultados experimentais com os farmacos cloroquina e hidroxicloroquina usando
as técnicas anteriormente citadas.

Os apéndices reunem informagoes sobre os desenvolvimentos matematicos realiza-
dos para embasar algumas passagens que fundamentam as metodologias de analise, assim

como o artigo publicado referente a este trabalho.
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Il Cloroquina

2.1 Pandemia COVID-19

Na historiografia mundial é possivel encontrar diversas vezes em que a humanidade
sofreu com doengas causadoras de centenas e/ou milhares de mortes. Peste Bubonica [47],
Gripe Espanhola, considerada a mae das pandemias e que levou a 6bito entre 50 e 100
milhoes de pessoas aproximadamente [48], e Cdlera [49] sdo alguns exemplos que podemos
encontrar na literatura.

Atualmente a sociedade enfrenta uma pandemia causada pelo virus SARS-CoV-21.
A primeira notificagdo de infeccdo humana por esse patogeno ocorreu na cidade de Wuhan,
localizada na Provincia de Hubei — China, em 5 dias havia mais de 70 mil infectados e
800 6bitos totalizados, de acordo com a OMS [51]. O virus espalhou-se rapidamente por
diversos paises, e em margo de 2020 a OMS declarou a pandemia da COVID-19 [52]. Em
abril do mesmo ano, totalizavam-se 6 milhoes de infectados e 370 mil dbitos [3]. Em
dezembro de 2022, somam-se mais de 640 milhoes de casos confirmados e 6,6 milhdes de
mortes [53].

Para compreendermos mais sobre o agente causador da COVID-19?, faremos um
breve resumo sobre o SARS-CoV-2 e suas origens. Os Coronavirus sao membros da familia
Coronaviridae, da ordem Nidovirales, onde quatro géneros sao conhecidos, Alphacoronavi-
rus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, Deltacoronavirus. Os Alpha e Betacoronavirus
sdo classificados como HCoVs?, devido a propensao de infectar seres humanos, os outros
dois géneros infectam animais [54, 55, 50]. Esses virus podem provocar doengas respira-
torias ou entéricas e, em alguns casos, doencgas neuroldgicas ou hepaticas. As infecgoes
sdo transmitidas principalmente por via respiratéria e vias fecal-oral [56].

Diante do exposto, o que as pandemias tém em comum, fora causar o 6bito de
parte das populagoes? Ao analisarmos, o ponto em comum entre as pandemias é a busca
por um tratamento eficaz, que seja capaz de frenar o crescente nimero de vitimas. Diante
dessa problematica, a comunidade cientifica empenhou-se em buscar um tratamento para
diminuir o elevado nimero de infectados e ébitos causado pelo virus SARS-CoV-2.

Diversos estudos utilizando testes de farmacos em diferentes linhagens celulares
de virus da familia Coronavirus, em especifico o SARS-CoV-1 e MERS-CoV causadores
de epidemias, em especifico o SARS-CoV-1 e MERS-CoV, apontaram quatro medica-

mentos promissores contra o SARS-CoV-1 e MERS-CoV, sendo um destes a cloroquina

L TInicialmente denominado 2019-nCoV e renomeado pelo Comité de Taxonomia de Virus como Sindrome

Respiratéria Aguda Grave Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) [50].
Coronavirus Disease - 19, em traducao livre, Doenca do coronavirus-19.

3 Human Coronavirus, em traducdo livre, Coronavirus humano.
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(CLQ)[57]. Baseando-se em dados ja obtidos e em novos estudos, Gautret e colaboradores
[58] observaram que havia beneficios ao associar cloroquina e o antibi6tico azitromicina
no tratamento de pacientes infectados com COVID-19. Com isso, a cloroquina ficou em
evidéncia devido a possibilidade de ser utilizada como meio de profilaxia e terapia contra
a COVID-19 [9].

Diante dos estudos ja realizados, a Health Commission of Guangdong Province
(China) e a Food and Drug Administration (EUA) recomendaram o uso da CLQ numa
dosagem de 500 mg duas vezes ao dia por aproximadamente 10 dias [18, 59, 60]. Porém, as
pesquisas que embasaram o uso do difosfato de cloroquina eram frageis, haja vista que o
nimero de pacientes tratados era demasiadamente baixo (aproximadamente 20 pacientes),
além da auséncia de grupo controle, randomizagao etc. Diversos estudos foram realizados
com o proposito de obter respostas relacionadas a eficiéncia da CLQ para o tratamento da
COVID-19, dentre eles, estudos da Solidarity Trial Consortium, uma iniciativa da OMS,
onde mais de 12 mil pacientes em diversos paises foram tratados com a CLQ. O resultado
apontou que o farmaco nao tem eficacia contra o SARS—CoV-2, além de apresentar efeitos
colaterais severos aos pacientes [61, 62].

Diante dos resultados das pesquisas cientificas e da avaliacdo do Grupo de Desen-
volvimento de Diretrizes, que é composto por cientistas, médicos, especialistas e pacientes,
a Organizacdo Mundial da Satide publicou uma orienta¢ao dindmica de Manejo Clinico da
COVID-19, recomendando suspensao da cloroquina e de outros farmacos como tratamento
ou profilaxia para COVID-19, além de apresentar alertas sobre o uso destes [18, 19].

Para contribuir com as pesquisas em prol de um tratamento eficiente, no Brasil
[63] um estudo para analisar a possivel eficiéncia da cloroquina foi realizado no Hospital e
Pronto-Socorro Delphina Rinaldi Abdel Aziz, localizado na cidade de Manaus e dedicado
para tratar pacientes com a COVID-19. Dividido em dois grupos, 81 pacientes infectados

foram submetidos ao tratamento com a CLQ, sendo

o Grupo 1: altas dosagens, administrou-se 600 miligramas de cloroquina durante 10

dias, um total de 12 gramas;

o Grupo 2: baixas dosagens, administrou-se 450 miligramas de cloroquina (2x) no
primeiro dia e 450 miligramas uma vez ao dia por mais 4 dias, um total de 2,7

gramas.

O cronograma para realizacao do estudo era de 28 dias, entretanto, foi interrompido
no 13 dia devido ao indice de letalidade nos dois grupos, que foi 63,6% do grupo 1 e 36,4%
do grupo 2, reforcando os resultados sobre a ineficacia do farmaco.

Apesar das recomendagoes da OMS em nao utilizar a cloroquina devido a sua
ineficiéncia contra COVID-19, no Brasil foi intensificada a producao e distribuicao do
farmaco. Como consequéncia, tornou-se um medicamento de uso controlado, haja vista

que, o uso indiscriminado sem orientagao ou prescricao médica fez esgotar os estoques em
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varios locais, prejudicando pacientes que faziam uso para controle de doencas autoimunes
[27, 28].

O uso indevido do farmaco gerou um alerta e associagoes médicas brasileiras emi-
tiram diversas notas esclarecendo a utilizacao da CLQ) e a nao recomendacao para tratar
COVID-19. A Sociedade Brasileira de Cardiologia [30] e a de Imunologia [29] ndo reco-
mendam o uso da CLQ por nao haver evidéncias cientificas de sua eficacia. A Sociedade
de Infectologia recomenda de maneira urgente a suspensao do uso da CLQ e sustenta que
o dinheiro ptublico nao seja usado para financiar um tratamento sem eficacia.

No Brasil, até junho de 2022, dados apontam que 32 milhdes de pessoas foram
infectadas e mais de 600 mil mortes foram confirmadas desde o inicio da pandemia em
2020. Vale ressaltar que, devido ao apagao de dados no site do Ministério da Saude, o

nimero real de infectados, 6bitos e vacinados foi afetado [64].

2.2 Breve relato histérico sobre o farmaco Cloroquina

A busca por farmacos que possam prevenir ou tratar uma infeccdo causada por
algum agente etioldgico desconhecido é descrita ao longo da histéria. Diversos relatos po-
dem ser encontrados em livros e artigos; um deles é sobre a febre interminente e a busca
por um tratamento eficaz. De acordo com pesquisadores, varias pessoas foram acometi-
das pela febre intermitente com sintomas como calafrios, diarréia, cefaleia e mialgia que
causaram muitas vitimas durante décadas. O extrato de uma planta com fins medicinais
era retirado da casca® e utilizada pelos indios Quechua dos Andes para tratar os sintomas
causados pela febre [66, 67]. A febre intermitente hoje é conhecida como malaria, uma
doenga febril infecciosa transmitida pelos protozodrios do género Plasmodium [68].

Um dos gatilhos iniciais para o estudo da casca peruana foi a disseminacao de
sua eficacia contra a febre intermitente na Europa, realizada pela condessa de Chinchon,
Francisca Henriquez de Kibera. A planta recebeu o nome de Cinchona em homenagem
a condessa [48]. Outro fator visto como causador da propagacao da Cinchona pela Eu-
ropa foi a expansao da colonizacao Espanhola no Peru. Os extratos da Cinchona eram
utilizados como medicamento fitoterdpico na Europa [67].

Por ser um medicamento de origem natural, era necessario acelerar a producao
dos extratos da Cinchona devido ao crescente nimero de infectados. Ao longo dos anos,
cientistas buscaram meios de aprimorar a extracao e até mesmo sintetizar as moléculas que
compunham o extrato da casca dos Jesuitas. Em 1820 os quimicos Pierre Pelletier e Jean
Caventour detectaram a presenca de dois alcaloides distintos nas cascas das Cinchonas
verde, vermelha e amarela, ¢ nomearam de cinchonina e quinina [66].

A malaria disseminou-se por todos os continentes devido a varios fatores, den-

tre eles, as guerras, Primeira e Segunda Guerras Mundial. Uma das principais razoes

4 A casca foi denominada casca dos Jesuitas [65].
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pelas quais varios cientistas tentavam sintetizar um farmaco antimalédrico eficiente, foi
a contaminacao e 6bito de centenas de soldados durante as guerras, com isso, inimeros
investimentos publicos e privados foram feitos [67, 68].

Apos diversas tentativas, em 1934, o cientista Hans Andersag, quimico da industria
Bayer sintetizou um antimalarico incolor, o Resochin. Porém, o farmaco foi considerado
pelos pesquisadores alemaes extremamente toxico aos seres humanos e seu uso foi in-
terrompido. Contudo, cientistas norte americanos retomaram as pesquisas para uso do
farmaco através de diversos ensaios clinicos, constatando-se sua eficacia e seguranca, sendo
reintroduzido como medicamento antimalarico em 1947. Posteriormente, o Resochin foi

nomeado de Cloroquina (CLQ) pelo programa antimalarico dos Estados Unidos [69].

2.3 Caracteristicas fisico-quimicas

A rota de sintetizagao da cloroquina foi baseada na estrutura molecular da Cin-
chona, tido como um agente antimalarico natural e o azul de metileno, primeiro medi-
camento sintético usado para tratar pacientes com malaria. Ao modificar a estrutura
molecular da quinacrina, substituindo os anéis aromaticos de acridina por anéis de qui-
nina, sintetizou-se o primeiro prototipo da cloroquina (Fig. 2.1), e a partir desse protétipo,
Hans Andersag patenteou o grupo 4-aminoquinolina. Todos os farmacos desse grupo sao
usados no tratamento de pacientes com maléria [70, 71].

A nomenclatura oficial de acordo com a IUPAC é 4-N-(7-chloroquinolin-4-yl)-
1-N,1-N-diethylpentane-1,4-diamine (Ntimero CAS: 54-05-7), com férmula molecular -
C1sHo6CIN3 e peso molecular de 319,9 g/mol [72]. Apresenta-se como um cristal incolor,
inodoro, com sabor amargo [73]. De acordo com O’Niel [74], a cloroquina é livremente
solivel em agua, pouco solivel em meios com pH neutro ou alcalino e estavel ao calor
em solucdes com pH entre 4,0 e 6,5. E uma base diprética fraca em pH fisiolégico (~
7.4), pode ser encontrada nas formas nao-protonada (CLQ), mono-protonada (CLQ™)
e di-protonada (CLQ™) [75]. Sendo uma droga anfifilica cationica (CAD °), liga-se a
biomembranas, acumula-se em estruturas subcelulares acidas e induz a fosfolipidose ge-
neralizada® [76].

A CLQ pode ser dividida em trés partes: anéis aroméaticos A e B (anéis de quinina)
e cadeia lateral flexivel. A molécula de cloro esta presente na posicdo 7, enquanto o
grupo amino esta localizado na posicao 4 do anel aroméatico B, como pode ser visto na
Fig. (2.1) [78, 79].

5
6

do inglés, Cationic amphiphilic drugs [76].
Disfung¢ao no armazenamento de lisossomos e tem como caracteristica principal o acimulo exacerbado
de fosfolipideos em tecidos renais, hepaticos e pulmonares [77].
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Cadeia lateral basica

Figura 2.1 — Estrutura molecular da CL(Q) contendo a posi¢ao de cada atomo dos anéis
aromaticos e a cadeia lateral basica formada pelo grupo amino. Imagem
extraida de [79].

O farmaco é comercialmente disponivel na forma comprimidos de difosfato de clo-
roquina (C13HosCIN3.2H3POy), com peso molecular de 515,85 g/mol. Sendo uma mistura,
racémica, contendo 50% de cada enantiémero R-cloroquina e S-cloroquina [80]. Estes
enantidmeros (Fig. 2.2) possuem diferentes propriedades farmacocinéticas e efeitos tera-

péuticos distintos tanto in vivo [81, 82] quanto in vitro [83].

s L

HN A~AN- SN~ NH
= =
5 >
Cl N N Cl
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Figura 2.2 — Enantiémeros da cloroquina. Imagem adaptada [84].

Como citado na segao (2.1), a CLQ nao apresentou eficdcia in vivo, apesar de redu-
zir drasticamente a replicagdo do SARS-CoV-2 in vitro [9]. Surge entdo uma questao: por
qual motivo a CLQ nao apresentou eficicia in vivo? De acordo com Suhail [85], a princi-
pal razao é a forma enantiomérica da CLQ, haja vista que, cada enantidmero apresenta
sua propria atividade bioldgica com mecanismos diferentes, de maneira que, o mecanismo
de acao da CLQ para bloquear o SARS-CoV-2 em humanos tornou-se indefinido.

Um estudo recente indica a possibilidade do uso dos enantiomeros como alterna-
tiva para tratar pacientes com COVID-19, sendo o isomero S-cloroquina mais eficiente
para tratar infecgbes virais [84]. Diante das implicagdes clinicas favoraveis que os enanti-
omeros da CLQ podem ter, pesquisadores apontam que interruptores quirais’ devem ser

desenvolvidos para melhor aproveitamento dos isdmeros [87].

7 Farmaco quiral aprovado e comercializado como mistura racémica, mas foram redesenvolvidos como

um tnico enantidémero [86].
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2.4 Cloroquina vs malaria

Os protozoarios sao parasitas que estao entre os patogenos mais comuns do mundo,
sao reconhecidos como agentes causadores de varias doencas tropicais em humanos e ani-
mais [88]. Maléria, amebiase, toxoplasmose, leishmaniose sdo algumas doengas causadas
por estes parasitas, dentre estas, a mais letal em algumas partes do mundo é a malaria.
Diferentes espécies de parasitas como Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plas-
modium vivax, Plasmodium malarie sao os maiores vetores de transmissao da malaria,
destes, dois parasitas (P. falciparum e P. vivaz) sdo os mais comuns e letais do mundo,
com regioes endémicas causadas pelo P. falciparum em 88 paises, enquanto o P. vivax
causa endemias em 58 paises, e, adicionalmente, 47 paises possuem regioes endémicas
para ambos os parasitas [89].

A cloroquina é um esquizonticida sanguineo, concentra-se principalmente nos va-
cuolos do parasito. Por ser um farmaco com base diprética fraca, nao possui carga
elétrica em pH neutro, desse modo, distruibui-se livremente para o lisossomo do pro-
tozodrio. Os lisossomos sao organelas com pH acido (entre 4,8 e 5,4), e em meios acidos,
a molécula de CLQ) torna-se protonada, impermedvel a membrana, provocando asssim,
uma reacao acido-base que aumenta o pH dentro dessa organela, reduzindo a fagoci-
tose [78, 90]. A principal agao antimaldrica da CLQ) é proveniente da inibigao da enzima
heme-polimerase® [92].

Os antimaldricos sdo especificos para cada ciclo’ de vida do Plasmodium, [32].
Recomendada para quimioprofilaxia e tratamento da infeccao causada pelos protozoarios
Plasmodium vivax, P. ovale, P. malarie, a CLQ age rapidamente apds o contagio, controla
os sintomas clinicos e o nimero de parasitas no sangue. Grande parte dos pacientes nao
apresenta febre entre as 24 e 48 horas apds a administracdo das doses terapéuticas. As
doses terapéuticas sao indicadas por 3 dias consecutivos, devendo ser observada a faixa
etaria e massa corporal do paciente, e assim, garantir a eficacia e baixa toxicidade durante
o tratamento. Vale ressaltar que o farmaco nao evita recidivas da infeccao causada pelo
P. vivaz [93, 94].

Com a disseminacao da maldria por todos os continentes, a OMS adotou o Pro-
grama de Erradicagdo da Malaria entre os anos de 1955 e 1969 [95]. Apesar das campa-
nhas, o objetivo nao foi inteiramente alcancado, haja vista que, em alguns paises, como
o Brasil, ndo ocorreu a eliminacao total da doenga [96]. Estima-se que mais de 400 mil

pessoas em regioes endémicas morrem por ano em decorréncia da maléria, destes, criancas

8 Nos eritrécitos, o parasita deteriora 70% das hemoglobinas, por consequéncia libera globina (fonte de

alimento do protozodrio) e o heme (complexo ferro-porfirina). O complexo oriundo das hemoglobinas é
nocivo para o parasita, de modo que, ao polimerizar o heme, com auxilio da enzima heme-polimerase,
transforma-o em pigmento malarial (hemozoina) [91].

A cloroquina tem atividade esquizonticida para todas as espécies de Plasmodium e gametocida para
as espécies P. vivax, P. malarie e P. ovale, sendo eficiente contras as formas eritrociticas das trés
ultimas espécies, respectivamente [93].
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abaixo dos 5 anos de idade é o grupo mais vuneravel, somando 96% de ébitos [97].

Além da malaria, a CLQ é amplamente empregada para o tratamento de con-
di¢oes inflamatérias de etiologia autoimune como artrite reumatoide, lipus eritematoso
cuténeo, lipus eritematoso sistémico [83], sarcoidose, porfiria cutdnea tarda, entre outras
doencgas [54, 78|. Entretanto, em pacientes que fazem controle de doengas autoimunes,
como lupus, por exemplo, o uso do medicamento é feito por um periodo mais prolongado,
a depender da dose-reposta de cada paciente, sob orientagao e acompanhamento de um
médico especialista [98].

Por sua relevancia no tratamento contra malaria, estudos com o objetivo de ana-
lisar as atividades antivirais, bacterianas, antifingicas da CLQ sao realizados, visto que
muitas infec¢oes causadas por esses agentes patogénicos necessitam de meio acido para
que haja uma infec¢do bem-sucedida [99, 78].

Vérias pesquisas contra patégenos virais podem ser encontradas, como HIV!Y,
Dengue, Influenza, Ebola, Sars-CoV, Mers-CoV, Zika, Chikungunya [6, 101, 36]; infecgbes
causadas pelos fungos Aspergillus fumigatus, A. Nidulans e Paracoccidioides brasiliensis, e
outras patologias como estomatite ulcerativa cronica, erupcao polimérfica de luz, hepatite

autoimune, e neoplasias malignas [78].

2.5 Hidroxicloroquina

Em 1946, os quimicos Alexander Surrey e Henry Hammer sintetizaram a hidroxi-
cloroquina (HCLQ) (2.3) ao inserir um grupamento hidroxila na estrutura molecular da
CLQ), com o objetivo de reduzir seus niveis de toxicidade da mesma [102, 103]. Um estudo
publicado em 1947 comprovou a reducao em 40% da toxicidade, porém, a HCLQ s6 foi
introduzida como farmaco de uso antimalarico em 1955, sendo uma alternativa segura e

menos toxica em modelos animais [33, 79].

Figura 2.3 — Estrutura molecular da hidroxicloroquina [79].

Os efeitos fisiologicos, a farmacocinética e a metabolizacao da cloroquina e da

hidroxicloroquina sao semelhantes [104]. Sua nomenclatura oficial de acordo com a [UPAC

10" Virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus) [100].
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é 2-[4-[(7-chloroquinolin-4-yl)amino|pentyl-ethylamino|ethanol (Nimero CAS:118-42-3),
com férmula molecular C;gHa6CIN3O e peso molecular de 335.9 g/mol. E comercialmente
disponivel na forma de comprimidos de sulfato de hidroxicloroquina (Ci3HasCIN3O5S),
com peso molecular de 434 g/mol [105].

Assim como a cloroquina, a hidroxicloroquina é amplamente empregada no trata-
mento de doencas autoimunes e ha também diversas pesquisas relacionadas a seu uso no

combate a infecgoes virais [106, 79].
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1l Acido desoxirribonucleico

3.1 O quebra-cabecas: a descoberta de Miescher

Em 1868 Friedrich Miescher-His notou o precipitado de uma substancia desco-
nhecida durante experimentos para analisar a composicao quimica dos leucocitos. As
propriedades dessa substancia durante o processo de isolamento e resisténcia a digestao
de proteases indicavam que nao era uma proteina ou lipidio. Apds examinar sua com-
posicao elementar, observou que diferente das proteinas, a substancia continha grandes
quantidades de fosforo. Por ter isolado do ntcleo celular, Miescher nomeou de nucleina,
que consistia em uma combinagao salina com uma base nitrogenada, além de ser forte-
mente acida [107].

Miescher descartou a possibilidade da nucleina ser a responséavel pelo transporte
das informagoes hereditarias. Apesar de admitir diferencas na estrutura quimica das
nucleinas apés analisar os ovos e espermatozoides de varios animais, Miescher acreditava
ser improvavel a mesma substancia dar origem a diferentes espécies animais, pois haveria
uma limitagao da diversidade [108].

Para obter mais informacoes referentes a nucleina, como sua composicao e fungoes,
diversas pesquisas relevantes foram realizadas. Richard Altmann nomeou a substancia en-
contrada por Miescher de acido nucleico, Albrecht Kossel identificou os blocos responsaveis
pela construcao da nucleina — as bases purinas e pirimidinas, um agucar e acido fosférico,
o entdo, 4cido desoxirribonucleico (DNA [108]. Erwin Chargaff descobriu que a compo-
sicao das bases nitrogenadas do DNA variavam entre as espécies, porém, dentro de cada
espécie, as bases estao presentes em proporgoes fixas, a mesma razao de adenina e timina
(A - T), assim como, a mesma razao de citosina e guanina (C - G [109].

Em 1952 [110], Alfred Hershey e Martha Casey apds experimentos com o bacte-
ridfago T2, comprovaram que o DNA é um material genético. Reafirmando que o acido
desoxirribonucleico é de fato o portador das informagoes hereditarias. Apds 75 anos da
descoberta de Miescher, analises dos experimentos de difracdo de raios-X realizadas por
Rosalind Franklin e Maurice Wilkins contribuiram com a elucidagao da estrutura do DNA
feita por Francis Crick e James Watson [111] (Fig. 3.1).



Capitulo III. Acido desoxirribonucleico 24

Figura 3.1 — a) Imagem de raios-X que permitiu a elucidagdo da estrutura do DNA,
confirmando assim a forma de hélice pelo padrao dos reflexos dos raios-
X no centro da fotografia. b) Modelo de preenchimento da dupla hélice,
as bases projetam-se para o lado interno e na parte externa estéd o esqueleto
de agticar-fosfato [112].

A elucidagao da estrutura do acido desoxirribonucleico e seu mecanismo de funcio-
namento foi a chave para que pesquisadores pudessem sequenciar e manipular o DNA, pois
muitos questionamentos ainda estavam sem respostas. Na busca por explicagoes, em 1990
deu-se inicio ao Projeto Genoma Humano, tendo com objetivo principal identificar todos
os genes humanos. Em 2003 o projeto foi encerrado e teve como resultado o sequencia-
mento dos genomas de diferentes grupos étnicos constituindo assim um genoma-referéncia
[113]. Além disso, mostrou que a sequéncia do genoma humano é 99,9% semelhante em
todos os seres humanos, fato que Miescher havia questionado durante suas pesquisas com

varias espécies de animais [114].

3.2 Estrutura e conformacao da molécula

Uma das descobertas cientificas mais importantes do século XX foi a elucidagao da
estrutura do DNA por Watson e Crick. O modelo proposto é formado por uma estrutura
com duas cadeias/ou fitas polinucleotidicas antiparalelas enroladas ao redor do mesmo
eixo na forma de uma dupla-hélice. Essas cadeias estao interligadas através de bases
puricas e pirimidicas [115]. Os planos das bases nitrogenadas sao perpendiculares ao
eixo da fibra, eles estao conectados em pares, onde, uma tnica base de uma cadeia esta
interligada a base da outra cadeia através de ligagoes de hidrogénio, de modo que ficam
lado a lado [111]. Além de respeitar as propriedades fisicas e quimicas do DNA, revelou

também como esta molécula pode cumprir fungées biologicas [116].
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3.2.1 Estrutura quimica do DNA

O 4cido desoxirribonucleico é um biopolimero longo, semelhante a um fio, com-
posto por uma matriz linear de monémeros (meros — unidades de repetigdo) denominados
nucleotideos. O nucleotideo é formado por trés elementos caracteristicos: uma base hete-
rociclica nitrogenada, uma pentose (agticar 2-desoxirribose), um ou mais fosfatos (POy )
(Fig. 3.2) [116, 112].

As bases sao grupos planares, consistindo em um ou dois anéis aromaéticos, de dificil
dissolugao em dgua. Existem quatro tipos de bases diferentes, Adenina (A) e Guanina
(G) sao puricas, Timina (T) e Citosina (C) sao pirimidicas (Fig. 3.2.a). Todos os quatro

tipos tem cardter quimico de uma base, ou seja, sdo aceptores de prétons [117].
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Figura 3.2 — Estrutura quimica dos nucleotideos. a) Um tnico nucleotideo é constituido
por: grupo fosfato (POy ), agicar desoxirribose e um par de bases nitrogena-
das, sendo as bases formadas por pirimidinas que sdo Timina (T) e Citosina
(C) e as purinas que sdo Adeninas (A) e Guaninas (G). b) As pentoses (agu-
car desoxirribose) sao ligadas entre si através de dos grupos fosfatos e sao
denominadas ligacoes fosfodiéster. As figuras foram adaptadas do livro Bio-
logy disponivel em OpenStax.

De acordo com o modelo de Watson e Crick, os pares de bases sao formados
a partir da combinagdo de adenina e timina (A - T) ligadas por uma dupla ligagao de
hidrogénio e, guanina e citosina (G - C) ligadas por uma tripla ligagdo de hidrogénio
(Fig. 3.3.a) [117]. As cadeias de aglcar-fosfato tém uma direcionalidade: comegam com
uma desoxirribose (com hidroxila livre) na extremidade 3’ e com um fosfato livre na
extremidade 5’ (Fig. 3.3.b) [118].
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a) by .. Ligaghes de hidrogénio

3

Figura 3.3 — a) Estrutura helicoidal do DNA. b) Os pares de bases sao interligados
através de ligagoes de hidrogénio, sendo adenina e timina ligadas por uma
dupla ligagao de hidrogénio, guanina e citosina por uma tripla ligacao de
hidrogénio. O esqueleto agucar-fosfato tem uma direcionalidade, na extre-

midade 5’ possui um grupo fosfato e na extremidade 3’ possui uma hidroxila
[119].

3.2.2 Ligacoes de Hidrogénio e Interacdes de empilhamento

Ligacoes de hidrogénio sao interagoes eletrostaticas fracas que se formam entre
um atomo eletronegativo (aceptor de hidrogénio) e um dtomo de hidrogénio associado a
um atomo eletronegativo (doador de hidrogénio) em uma mesma molécula [112]. Possui
enorme importancia em processos bioldgicos e quimicos, pois permite a construcao de
proteinas complexas, acidos nucleicos, além de ser uma caracteristica essencial da dupla-
hélice, visto que contribui com o pareamento entre as bases e a estabilidade termodinamica
das moléculas. Outra caracteristica importante das ligagoes de hidrogénio (Fig. 3.3) é sua
alta direcionalidade, uma vez que, o &tomo de hidrogénio aponta diretamente para o atomo
aceptor e consequentemente, favorece a especificidade do pareamento entre as bases [118].

Outra caracteristica relevante relacionada a estrutura quimica do DNA sao as
interagoes de empilhamento 7 (Fig. 3.4). Elas controlam diversos fendmenos como inter-
calagdes de farmacos entre os pares de bases, o empacotamento de moléculas em cristais,
estrutura terciaria das proteinas, sistemas host-guest etc [120]. Em sistemas biolégicos, os
residuos aroméaticos tendem a ter interacoes energeticamente favoraveis. No caso da estru-
tura quimica do acido desoxirribonucleico, o empilhamento dos pares de base determina
suas propriedades, realiza o reconhecimento de proteinas reguladoras, além de contribuir

diretamente para a estabilidade da dupla-hélice e tornar o meio mais hidrofébico [121].
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Adenina Timina
-

Figura 3.4 — Interagao de empilhamento 7-7 entre os pases de base demarcado em laranja
[122].

3.2.3 Estrutura fisica do DNA

A estruturua fisica do DNA pode ser dividida em duas partes, de maneira que: o
esqueleto — ¢ hidrofilico e a outra parte do DNA — as bases — sao hidrofébicas (Fig. 3.5)
[117]. Este carater anfifilico e a flexibilidade do esqueleto de agicar-fosfato formam a
estrutura da dupla hélice, onde, as bases nitrogenadas estao localizadas na parte interna

da molécula, enquanto o esqueleto agticar-fosfato na parte externa [123].

Regido hidrofibica
Bases nitrogenadas

Legenda
0 molécula de agtcar

@ molécula de fosfato

\ /

Esqueleto agicar - fosfato
Regiio hidrofilica

Figura 3.5 — Estrutura fisica do DNA [124].

O esqueleto de ag¢ucar-fosfato possui duas caracteristicas fisicas importantes: alta
solubilidade e flexibilidade. A alta solubilidade é consequéncia da dissociacao dos grupos
fosfatos na agua em niveis de acidez fisiologica e de possuir carga negativa devido as liga-
¢oes fosfodiéster. A flexibilidade é consequéncia da rotacao livre das moléculas de fosforo
e oxigénio (P — O) em torno do tetraedro (POy ), e rotacao dos anéis de desoxirribose
ao longo do esqueleto em torno do seu eixo de jungdao. Dessa maneira, o DNA pode ser

descrito como uma cadeia livremente articulada [117].
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Fenda menor
12A (1,2nm)

Fenda maior
22A (2.2nm)

I volta helicoidal ~ 34 A ~ 10 pares de bases

Figura 3.6 — O didmetro da hélice é de 20 A, as bases adjacentes estdo separadas por 3,4A
no eixo e rotacionadas 36° uma em relagdo a outra. Dessa maneira, cada

volta helicoidal possui 10 nucleotideos, o que corresponde a um comprimento
de 34A [118].

Por ter uma estrutura helicoidal, ao estirar a molécula de DNA é possivel observar
duas fendas, nomeadas de fenda maior e fenda menor, e, como o proprio nome diz, diferem
entre si devido ao tamanho e profundidade (Fig. 3.6). As duas fendas sdo consequéncias
da geometria helicoidal devido ao pareamento entre as bases [118].

Os parametros aqui descritos sobre a dupla hélice ndo sao constantes, eles depen-
dem da humidade relativa do ambiente, das espécies de ions presentes e da concentracao
de cloreto de sédio no meio. Dessa maneira, existem vérios tipos/ou formas estruturais
possiveis da dupla hélice (Fig. 3.7). Essas estruturas sao classificadas em trés principais
familias: Familias A, B e Z [125].
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DNA-A DNA-B  DNA-Z

Figura 3.7 — Formas do DNA [125].

Tabela 3.1 — Caracteristicas estruturais das formas A, B e Z do DNA

Formas Forma A Forma B  Forma Z
Didmetro ~26A ~20A ~18A
pb por volta helicoidal 11.6 10.5 11.6
Tamanho da hélice por pb 2.6 A 3.4 A 3.7 A
Densidade de carga 0.77¢~ /A 0.59¢~ /A 0.54e7 /A
Sentido helicoildal Direita Direita  Esquerda

A familia B, com pares de bases quase perpendiculares ao eixo da hélice, uma
fenda maior e uma menor, possui a estrutura mais estdvel em condigoes fisiolégicas [125].
A Familia A, possui fenda maior e menor, e os pares de base nao sdo perpendiculares ao
eixo da hélice. Por ultimo, a familia Z, tem a hélice rotacionada para a esquerda, diferente
das outras familias, que sdo rotacionadas para a direita, como pode ser visto na Fig. (3.7).
As formas do DNA possuem caracteristicas estruturais distintas como pode ser observado
na Tabela (3.1) [123, 125].

3.3 Lambda-DNA

O DNA utilizado neste trabalho é proveniente do bacteriéfago A, um tipo virus que
infecta a bactéria Escherichia coli [118]. Com cerca de 48 mil pares de base, comprimento
de contorno (L) em torno de 16,4 micrometros e comprimento de persisténcia (A) préximo
de 50 nandmetros [45, 126] . Por ter esses aspectos, ele é adequado para ser usado nos
experimentos de pinca Optica. Vale ressaltar que, os parametros mecanicos aqui citados,

serao explicados nas préximas secoes.
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IV Mecanica dos Polimeros semiflexiveis

Por defini¢ao, polimeros sdo macromoléculas constituidas por muitas (centenas)
unidades de repetigdo (meros)/mondmeros, interligadas por ligagoes covalentes. As ca-
deias poliméricas podem ser caracterizadas como flexivel, semiflexivel e rigida. Um tipo
de polimero semiflexivel importante é a molécula de DNA. O acido desoxirribonucleico é
uma macromolécula biopolimérica e suas unidades monoméricas sao os nucleotideos [127],
especificamente, é um copolimero randémico, ou seja, é formado por mais de um tipo de
mondmero [41].

Como citado na subsegao (3.2.3), o DNA possui propriedades hidrofébicas e hi-
drofilicas, na qual a regiao hidrofébica é consequéncia do empilhamento 7 e da estrutura
planar dos anéis aromaticos das bases nitrogenadas, o que torna a parte interna da mo-
lécula mais rigida [116]. E a regido hidrofilica é resultante da estrutura do esqueleto de
acucar-fosfato e confere a molécula uma caracteristica externa mais flexivel. Devido a
esses seus aspectos, o DNA ¢é considerado um polimero semiflexivel [117, 125, 128].

O estudo das propriedades mecénicas de polimeros semiflexiveis tem grande impor-
tancia, pois viabiliza a conexao com propriedades fisico-quimicas que sao fundamentais
para compreensao de processos intracelulares, como replicacdo, transcricao etc. Esses
processos sao conduzidos por proteinas reguladoras capazes de expressar ou silenciar um
gene, e mediados pela interacao DNA-ligantes que potencialmente modifica as proprieda-
des mecénicas da molécula [116].

Nas se¢oes seguintes serao apresentados modelos usados para o estudo de polimeros

semiflexiveis.

4.1 Cadeia livremente articulada (FJC)

Diversos modelos descrevem o comportamento de cadeias ideais, onde assume-
se que nao ha interacdo entre os monodmeros a longas distancias. Um dos modelos que
podemos citar é o freely jointed chain (FJC)! [129]. A configuracio de um polimero
no modelo FJC pode ser representada como um encadeamento linear de N segmentos,

separados por um comprimento fixo b [130].

! Em traducdo livre, Cadeia livremente articulada.
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Figura 4.1 — Cadeia ideal, com N segmentos.

Seguimos com uma analise fisico-estatistica de um polimero FJC em equilibrio
termodindmico com um meio altamente viscoso (de forma que podemos negligenciar sua
energia cinética) [128]. Se uma forca f = (0,0, f), atuando no eixo z, exerce trabalho
W = f . R sobre a cadeia polimérica, levando-a a uma conformacao R = b Nt o

polimero possuira energia potencial:

Ey(f, {0:i}) = —f-R
= —bchos(Gi). (4.1)

Para obtermos as propriedades termodinamicas do polimero, calculamos a funcao
de particio Z no ensemble canoénico [131]. Usando-se coordenadas esféricas, podemos
somar as contribuigoes de todas as configuragoes possiveis a fungao de particdo a partir

da Eq. (4.1) como segue:

Ep (1. 19;3)

N 27 T
7 = 1:[1/0 d¢z’/0 df;sen (0;) e FBT

N 27 T N
= H/ dqﬁl-/ df;sen (6;) e’“?TfT 2y c05(05) (4.2)
i=170 0

21 T N
— ([ do [ dpsen g) eram)
0 0

onde usamos a Eq. (4.1) e o fato de cada par de integrais em ¢ e # ser independente dos
demais. A integral em ¢ é simplesmente 27. Por outro lado, a integral em 6 pode ser
facilmente resolvida se considerarmos a substituicao:
bf
= ——cos(#), 4.3
= s (0) (43)

resultando em:

(axkpT . of V)Y
Z—( of 51nh<w>> . (4.4)

Agora, temos que:
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e _ Ep(f, {6:})
(R)) = / QR

= k T—l 4.5
W 57n(2). (4.5
onde dV Q) 6 um elemento infinitesimal de angulo s6lido, dado por d™¥Q = [T, d¢;dsen (6;).
Usando-se a defini¢do dada pela Eq. (4.5), junto com a expressao da funcao de partigao

representada pela Eq. (4.4), temos:

(R,) = Nb (cotgh (kl;fT> k:;) (4.6)

que é a Equagdo de Langevin [131, 128], relacionando a forga aplicada a ponta livre da
cadeia polimérica e seu estiramento médio.

Na Eq. (4.6), podemos fazer previsoes para casos extremos, como o limite de baixas
e altas forcas. No limite de baixas forgas consideremos que f seja tal que k?TfT < L

Cconsiderando-se a expansao cotgh(z) = = —i— + l + 3, com x = %, resulta que

a forca aplicada e o estiramento médio obedecem a equacao:

3kgT
[ = W<Rz>
3kgT

que ¢ consistente com a Eq. (4. 13) que ser4 obtida na sec¢do (4.1.1), com (R?) = Nb%.
No limite de altas forgas, %= > 1, temos cotgh( ) ~ 1, resultando em:

(R.) = Nb—Nk’jtT

kgT
= L-N2E2, (4.8)
f
em que L é o comprimento de contorno da cadeia polimérica, representando uma saturacao
da distancia de ponta a ponta, o que é consistente com o fato de as ligagdes possuirem
comprimento constante. Em suma, comprimento de contorno (L) é a distancia de

ponta a ponta da cadeia polimérica quando esta encontra-se na conformacao retilinea.

4.1.1 Analogia entre os modelos de passeio aleatério e FJC

Nesta subsecao, devemos obter a expressao da forca de estiramento f de um po-

limero no modelo FJC em analogia com o modelo de passeio aleatério, sob a condicao
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de que a distancia de ponta a ponta seja muito menor que o comprimento de contorno,
|R| < L. Conforme demonstrado no Apéndice (1.2), a probabilidade de que uma confi-
guracao possua deslocamento de ponta a ponta R dado pela Eq. (1.20), quando o niimero
de dimensoes espaciais for np = 3:

= 3 3R2

P3(N7 R) = 27T<R'2>6_2<ﬁ2>' (49)

Podemos fazer uma conexao entre a probabilidade PN(E) e a entropia de Boltz-
mann S, se observarmos que PN(ﬁ) é proporcional ao nimero de configuragoes €2 (N , FZ)

como segue [130]:

Py(R) 2 (. ) (4.10)
Y @R (N R) '
Introduzindo-se €2 (N , ﬁ) na definicdo da entropia S, temos:
SN, R) =kl (2 (N.B)) = hsln (Py(R) [ @*RR(N.F)). (411)
Com o uso da Eq. (4.9), temos:
S = Sk B o) (4.12)
) - 9 B <R*2> y V) .

onde S(N, 6) engloba termos sem dependéncia explicita em R. Aplicando a transformacao
de Legendre, obtemos a energia livre de Helmholtz F(N, R) = U(N) — T'S(N, R), onde
levamos em conta explicitamente o fato da energia interna ser U = U(N), devido a
auséncia de interacoes entre mondmeros vizinhos [130].

Assim obtemos a equacao,

(fy = Zlafng(NvR)Ri:—TEJ:@%S(N,R)}%
3kpT | =
= ——=-(R 4.13
<R2>< ) ( )

A Eq. (4.13) expressa a for¢a média necessaria para manter-se a distancia de ponta
a ponta média (é) de uma cadeia polimérica no modelo FJC para baixas forcas, como
na Eq. (4.7). Comparando-se o modelo de passeio aleatério com o FJC, a distancia de
ponta a ponta média representa o deslocamento médio de uma particula em movimento

aleatorio.
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4.2 Modelo Kratky-Porod

Os modelos de cadeias poliméricas discutidos nas segoes (4.1) e (4.1.1) desconsi-
deram a energia de curvatura necessaria para vencer a rigidez intrinseca dos polimeros,
em especifico dos polimeros bioldgicos [41]. Nesta subsec¢ao iremos discutir o Modelo de
Kratky-Porod, este modelo leva em consideragao a energia requerida para realizar uma
pequena deformacao em cadeia polimérica.

Imaginemos uma cadeia polimérica com N monomeros de comprimento b, fixo,

cujas posicoes sejam:

7(,077/’17.” 77/.7,'7"‘ 7TN—17TN (414>

e distancias entre primeiros vizinhos:

g — —

th=r1 =10, , i =7T; — Tigy - yEIN=TN— TN-1 (4.15)

Agora, imaginemos que, sob agdo de uma for¢a F' na diregdo ¥ (Fig. 4.2) e com
seus monomeros interagindo elasticamente com seus primeiros vizinhos apenas, a cadeia

polimérica possua energia dada por:

3 v A ~ 2 — N -
E{t} = Z? | & =t P =F > 1 (4.16)
=1 =1

¥4

Figura 4.2 — Forca aplicada em uma cadeia polimérica.

A interpretacdo do primeiro termo da Eq. (4.16) é a de que vetores vizinhos pa-
ralelos possuem custo energético nulo nessa conformacgao, enquanto vetores antiparalelos
possuem custo energético maximo 2ky.

Lembrando-se que ¢ = bf, temos:

3
E{{} = Z% | fi— i |2 —F Z tib (4.17)
i=1 i=1N

Se escrevermos a fungao de partigao para a Eq. (4.17) com ||ﬁ | = 0, temos:
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N-1 ron ,m
z=1] / / exp {Bkocosy; fsen(y;)dyidg;, (4.18)
i=1 70 70

~

onde identificamos v; = 0;11 — 0; e cos(y;) = tiy1 - 1.

Figura 4.3 — Angulos entre os segmentos da cadeia polimérica.

Assim,

N-1
Z = (2rn)N ! {/ dyseny exp(frocosy)
A N-1
= |— h 4.19
(i senn(ir) (4.19)
Onde podemos identificar
47

Z, = — senh(fky). (4.20)

Bro
Da Eq. (4.18) vemos que os angulos v sao distribuidos de forma independente.
Uma grandeza importante é a funcao de correlacao (fi . fi+s>, a qual, visto que
os dngulos sdo estatisticamente independentes, é dada por (cosy)®, vide Eq. (2.5) no

Apéndice B. Da fungdo de particao dada pela Eq. (4.20), temos (cosy) = %Zw De

maneira que,

(ti tiys) = (COtgh(ﬂfio) - 5;)

e (j) | (4.21)

em que

b
A= 1
|In (cotgh(ﬁ/ﬁzo) - m) |

No limite de frg > 1, A = bfSKkg, mostrando que o comprimento de persisténcia

(4.22)

(A) é proporcional ao pardmetro associado a rigidez flexural da cadeia polimérica. O
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comprimento de persisténcia é o principal resultado do modelo de Kratky-Porod. Vale
ressaltar que o comprimento caracteristico A define uma escala ao longo do qual os vetores
t se encontram alinhados em elevado grau com a cadeia no modelo WLC (vide segao 4.3)
comportando-se como uma cadeia rigida. Além dessa escala, a correlacao entre as diregoes
dos vetores  decai exponencialmente e, para vetores ¢ separados por uma distancia muito

maior que A, espera-se que a cadeia se comporte como cadeia flexivel.

4.3 Modelo Worm-like chain (WLC)

Imaginemos uma cadeia vermiforme em 2 dimensoes e comprimento L. A um
ponto arbitrario da cadeia, situado a uma distancia s < L, podemos identificar um vetor

tangente £(s) e formando um angulo #(s) com o eixo .

Figura 4.4 — Ilustramos dois vetores tsety tangentes a cadeia e os respectivos angulos 6
(§ Qs/.

Diferentemente do modelo de cadeia livremente articulada, estudado na segao (4.1),
o modelo de cadeia vermiforme (WLC) representa o limite continuo, i.e., idealiza-se que
o nimero de segmentos N — 0o e o comprimento de um segmento b — 0, permanecendo
o comprimento de contorno L = Nb constante, temos que o primeiro termo da Eq.(4.17)

sera:

N 2
t; — ti— Lo(dt
b—>ohz{fn—>ooz Kob ( ) b= /i/o (ds) ds (4.23)

onde identificamos

A A ~

df & -1t
= = 1 — =lim—
b= s;,k = im Kob e 7 = lim ;

De maneira que o segundo termo da Eq. (4.17) passa ser representado por:
L — A
/ Fi(s)ds (4.24)
0

Assim, obtemos a equacao:

B{t} = R/OL (ii) ds — /OL F-i(s)ds (4.25)

Além disso, o modelo leva em conta o custo energético em se flexionar localmente

a cadeia [132, 133], com a energia conformacional originando-se das contribuigoes da
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curvatura local de cada secao do polimero, dada por ]%]. Se fixarmos uma de suas pontas
e aplicarmos uma for¢a F' = F'Z a outra ponta, podemos escrever a energia associada a

uma configuracao {f(s)} como:

B{i} = /OL ds (’;" (i’;) —Fi- z?) , (4.26)

sendo que Ky representa a rigidez do polimero em ser flexionado, o que nos permite obter
os casos extremos de polimeros flexiveis (k, — 0 - vide se¢ao 4.1), rigidos (k, > 1) e casos
intermedidrios [133].

Com isto, uma cadeia em equilibrio termodinamico serd encontrada em uma con-
formacdo {#(s)} com probabilidade:

_B{i(s)}

P{i(s)} =~ ", (4.27)
onde Z ¢ a funcao de particdo no ensemble canonico. Diferentemente da fungao de particao
usual, aqui lidamos com uma versao representada por um funcional, visto que E é um
funcional das configuragoes 6(s), sendo Z usualmente calculada por meio de integrais de
caminho [133].

Apesar das dificuldades inerentes ao calculo da fungao de particdo associada a
energia dada na forma da Eq. (4.26), podemos introduzir importante simplificagao ao
examinar os limites extremos das forcas aplicadas. No limite de forcas suficientemente
elevadas, podemos inferir um estiramento quase que total do polimero. Disto decorre que

|t.| = 1 e, expandindo-se a expressao:

] =1 = [iL]? (4.28)

em série de Taylor até segunda ordem, obtemos:

- 1.
it ~1— §|tL|2. (4.29)

AN 2 2
dt dt |
— | =—= 4.
<ds> ( ds > ’ (4.30)

obtemos a aproximagio gaussiana da energia [133]:

~N L Ry dtL 2 1 2

cujo termo F'L pode ser ignorado, se usado como valor de referéncia e nao desempenha

Com este resultado e:

papel importante no caculo do fator de Boltzmann, na Eq. (4.27).

Em analogia com situagao tipica encontrada na subsegao (6.3.6), em que o polimero
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se encontra com as duas extremidades fixas, vamos expandir (s) em série de Fourier e

estabelecer o vinculo R, = fOL t1ds = 0, temos que:

t, = > @, cos <nL7rs> . (4.32)
n=1

Por meio da transformagao dada na Eq. (4.32), podemos obter a Eq. (4.31). Computando-

se a integral do médulo quadrado dos lados esquerdo e direito da Eq. (4.32) e levando-se

em conta que [i’ cos(222)cos(™2 )ds = £6,,.,,, obtemos:

L
/ dslt ? = 3 2@, 2 (4.33)
0

2
Procedendo-se de maneira semelhante com (%) , obtemos:

L dtJ_ 2 7T2 >
— | ds=— o7 n?. 4.34
/o<ds> $=ap & ol (4:34)
Assim, a energia dada pela Eq. (4.31) pode ser representada como:

1

Efti} =

3 (””w?n? + FL) a2, (4.35)
n=1 L

Agora, chama-nos a atengao da Eq. (4.35) sua forma quadratica nos coeficientes de Fou-
rier [133, 131]. Do Teorema de Equiparti¢do, decorre se considerarmos uma cadeia poli-
mérica em equilibrio termodindmico, que o valor médio da energia por modo (E,,) é igual
a D]“B%, onde D é o nimero de graus de liberdade por modo, neste caso, igual a 2. Em
outras palavras, temos:

2 2.2
<|az| ; (“b”LW + FL) = kT, (4.36)

resultando em:

4kgT

. 4.37)

rpn2m? (

=+ FL)
L

(Janf?) =
(

Agora, da Eq. (4.29) resulta que:

S (o) (4.38)

Inserindo-se a Eq. (4.37) na Eq. (4.38), nds terminamos com a expressao:
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@w:L—ff(nﬁT

S (4.39)
=1 Hb? + F)

Se identificarmos ¢ = % e Aq =

7 com L > 1, podemos aproximar a soma na Eq. (4.39)

™
T’
por uma integral:

—» L L kT
=L —— —dg. 4.4
(F) T /0 (kpg®> + F) dq (4.40)

Redefinindo-se ¢ = |/%£q, temos:

B} L 1 o 1
~ L — ZknT / ; 4.41
() L ko [ oy (@41

que, ap6s uma simples substitui¢ao trigonométrica, resulta em [134]:

~ L 1
R)~ L — —kgT|—. 4.42
(R)~ L= ko[ (442)

No limite de baixas forcas e L > A, o modelo WLC resulta em uma cadeia flexivel

[41, 133, 129] como no modelo FJC, visto na segao (4.1). Isto resulta em uma for¢a em

funcao da extensao dada por:

3kgT
F=
2AL

(R.), (4.43)

que ¢é semelhante a Eq. (4.7).

As expressoes (4.43) e (4.42) (resolvidas para F') podem ser abrangidas por uma
expressao mais geral que interpole os valores intermediarios. FEste resultado foi obtido
por John Marko e Eric Siggia em 1995 [132], conhecida como equacao de Marko e Siggia
para o modelo WLC. Ela consiste em adicionar um termo de correcao a expressao para

altas forcas que a torne valida também no regime de baixas forcas. Para isto, devemos

L
T-

ksT (1 (R.)
/— —
F== <4+ 2L>+B, (4.44)

expandir a Eq. (4.42) até primeira ordem em

onde B ¢ o termo de corre¢ao que buscamos.
A Eq. (4.44) deve ser idéntica a Eq. (4.43) no limite de baixas forgas, resultando

e11:

B ’fsf (UZz) _ i) (4.45)

Agora, somando esta correcao a Eq. (4.42) (resolvida para F'), temos:
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kpT 1 (R)) 1
F= + - = 4.46
L

A equacao de Marko e Siggia é vilida para estiramentos arbitrarios.
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V' Interacao DNA - ligantes

E considerado ligante qualquer substancia que possui capacidade de interagir com
a molécula de DNA em solucao. Essas substancias variam entre potentes compostos an-
titumorais a antibidticos de consideravel importancia para a medicina, e agentes como
o brometo de etidio, amplamente usado como marcador molecular. O estudo dos com-
plexos DNA-ligantes é de vital importancia, pois é a partir dele que se compreende as
propriedades espectroscopicas, especificidade de ligacdo e caracteristicas dinamicas da
interagao [135].

Em virtude da conformacao, composicao e estrutura do DNA, ha varias maneiras
de um ligante! interagir com a biomolécula em solucdo. Essa interacdo dependers da
estrutura quimica do ligante e das condicoes do meio aquoso onde as moléculas estao?.

Para melhor compreensao da reacao de equilibrio quimico relacionado a interacao
DNA - ligantes, trés modelos sao de suma importancia para analise das reagdes, o modelo
de Scatchard, modelo de Hill e o modelo de McGhee-von Hippel.

5.1 Equilibrio quimico nas interacoes DNA-ligantes

A associagao entre duas moléculas distintas (A) e (B) produz um complexo (C), e

pode ser descrita por uma expressao de equilibrio simples

[A] + [B] = [C] (5.1)

Essa reagao pode ser caracterizada por constantes intrinsecas de equilibrio quimico
de associagao e dissociacao,
[C

_ ]
Ki= 2A7E (5.2)

Ky— [A[gf (5.3)

onde a constante K; representa a reacao de associacao e K  representa a reacao de disso-

[

ciagao.

1
2

Enzimas, proteinas, firmacos, marcadores fluorescentes, etc [135].
Forga idnica, temperatura, pH, etc [41].
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5.2 Modelo de Scatchard

O processo de intera¢ao pode ser resumido através da Eq. (5.1), apenas redefinindo
sua notagao. Dessa maneira, [A|=Cy, é a concentracao de ligantes livres em solucao,
[B]=Cy, — Cy, onde Cy, € a concentragio de pares de base da molécula de DNA e [C]=C,,

concentragao de ligantes ligados ao DNA. Com isso, a redefini¢ao da Eq. (5.1) seré:

Cf—|— Cbp —Cp=C,y (5.4)

A constante intrinseca de associacao serd dada pela equagao:

Gy
Ki=——— 5.5
Cf(Cbp - Cb) ( )

E reescrita como:
T oK(1-1) (5.6)
Cy -
onde

Cy
r=—— 5.7
o (5.7

¢é a fracao de sitios ligados, ou seja, a razao entre a concentracao de ligantes ligados e a
concentragao dos pares de base da molécula de DNA [136].

A Eq. (5.6) é conhecida como isoterma de ligagdo de Scatchard, desenvolvida por
George Scatchard [137].

H4 dois fatores relevantes sobre este modelo:

« E valido apenas para ligantes considerados pequenos, que ocupam apenas um par

de base na molécula de DNA;

» Pressupde que a constante intrinseca de ligacao K;, seja de fato uma constante; ou
seja, a primeira associacdo DNA-ligante terda a mesma afinidade quimica que todas

as posteriores.

Embora o modelo fornega uma constante intrinseca de associagdo entre os reagen-

tes, ele desconsidera os efeitos de cooperatividade nas interagoes posteriores [138].

5.3 Modelo de Hill

Um dos primeiros estudos da interagdo entre a molécula de oxigénio (Oz) com a
hemoglobina (Hb) foi realizado por Christian Bohr. A Hb ao se ligar com o Oy em pH
fisiol6gico, sofre uma mudanca em sua conformagcao, tornando-se um acido levemente mais

forte, liberando fons H™:
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Hb(OQ)n + 02 = Hb(O2)n+1 —+ XH+ (58)

onde n = 0, 1, 2 ou 3 e x =~ 0,6 em condicoes fisiologicas. Essa reacao é conhecida
como efeito Bohr, e também é observada quando a hemoglobina interage com outros
ligantes [139]. De acordo com Bohr, uma molécula receptora exibe ligagdo cooperativa
se a interagdo com o ligante aumenta de forma nao linear com a concentracao do ligante
[140].

A fracdo ocupante ou fracdo de sitios ligados Y de um receptor com um ligante é

definido por,

[n° de sitios ligados] _ [n® de sitios ligados]

Y= [n° de sitios ligados] + [n° de sitios livres] ~ [total de sitios] (5.9)
Se Y = 0, havera somente sitios livres, e se Y = 1, a quantidade de sitios ligados
estara completamente saturada. Com isso, o conceito de ligagdo cooperativa so se aplica
a moléculas ou complexos com mais de um sitio livre ligavel. De maneira geral, o modelo
de Hill contempla apenas sistemas com dois estados: ¥ =0e Y = 1.
A partir dos estudos de Bohr, a primeira descricao de ligacao cooperativa foi de-
senvolvida por Archibald Vivian Hill [141]. Baseando-se nas observagoes experimentais da

interagao das moléculas de Oy com moléculas de Hb, sugeriu uma equagao fenomenolégica

KX ()"

Y = 1+ (KX)m (Kg)m + (X)n

(5.10)

onde n é o coeficiente de Hill, [X] a concentragao do ligante, K; a constante aparente
de associagdo e K, a constante aparente de dissociagdo. A Eq. (5.10) é conhecida como
equacao de Hill ou isoterma de ligagdo de Hill [140].

O coeficiente de Hill estd diretamente relacionado com o efeito de cooperatividade

do ligante, dessa maneira,

e Se n = 1, a interagao é nao-cooperativa, ou seja, as associa¢oes sao independentes,
nao ha aumento ou diminui¢ao da afinidade do ligante pelo substrato apds a primeira

interacao;

e« Se n > 1, a interagdo tem cooperatividade positiva, ou seja, ha um aumento da
afinidade do ligante pelo substrato, de modo que a primeira interacao facilite as

subsequentes;

e Se n < 1, a interagao tera cooperatividade negativa, ou seja, hd uma diminuicao da
afinidade entre o ligante e o substrato, de modo que apods a primeira interacao haja

dificuldade nas préximas associagoes.
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Ao adaptar o modelo de Hill para interacbes DNA-ligantes como demonstrado na

segao (5.2), redefinindo a notagao da Eq. (5.1) podemos reescrever a Eq. (5.10), logo:

(KiCp)"

"= IR G (5.11)

A isoterma de ligagao de Hill® representada pela Eq. (5.11) é semelhante a isoterma
de Scatchard representada pela Eq. (5.6), sendo o modelo de Scatchard um caso particular
do modelo de Hill, onde n = 1 [41].

Contudo, o modelo de Hill apresenta algumas limitacoes, sendo possivel obter

dados precisos quando

e O ligante é pequeno e ocupa apenas um unico sitio no substrato;
o A cooperatividade é positiva;

« Objetivo é analisar apenas dois estados do sistema, ligantes livres e ligantes ligados

(equilibrio quimico) na solugao.

5.4 Modelo de McGhee — von Hippel

Com o objetivo de obter dados mais precisos quando um ligante ocupa mais de
um sitio na rede, James McGhee e Peter von Hippel desenvolveram um modelo tedrico
baseado na probabilidade de encontrar ligantes que estao distribuidos por toda rede. Essa
probabilidade esta condicionada a distribuicdo dos ligantes em relagdo aos sitios livres
ligéveis e confinidade com outros ligantes ao longo da rede [126].

Para descrever o processo de interagoes, o modelo associa probabilidade com a
constante intrinseca de equilibrio, tamanho dos sitios ligaveis e tipo de cooperatividade
correlacionando com o nimero de ligantes ligados a rede e total de ligantes livres em
solugao. O modelo de exclusao de vizinhos, ou apenas modelo de McGhee-von Hippel,
apresenta casos com e sem cooperatividade [142]. Abordaremos aqui apenas o modelo
sem cooperatividade.

Duas premissas importantes no modelo sdo consideradas: a rede de ligacao (mo-
lécula de DNA) é considerada homogénea e unidimensional, e os ligantes nao possuem
especificidade a sitios da rede.

A rede possui muitos sitios livres ligaveis, tornando-se extensa a ponto de os efeitos
de borda serem desprezados. E, por nao apresentar cooperatividade, a constante intrinseca

K; independe do niimero de ligantes ligados.

3 A descricdo aqui realizada é concisa. Para maiores detalhes algumas referéncias podem ser consulta-

das [41, 140, 141].
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No decorrer do processo de interacao, lacunas (gaps) sao formadas devido a dis-
tancia entre duas moléculas consecutivas ligadas. Esses gaps apresentam um nimero s de

sitios ligdveis (configuragoes possiveis da molécula de ligante no gap), dado por:

s=g— N+1, (5.12)

em que g é o numero total de sitios no gap e N é o niimero de exclusao, ou seja, nimero
de sitios ocupados por uma molécula do ligante ao se ligar a rede.

A interagao pode ser representada através da reacdo quimica:

Ci+ S =G, (5.13)

sendo, Cy total de moléculas livres do ligante em solucao, S é a média total de sitios livres
da rede e Cy, niimero de ligantes ligados.

A constante intrinseca no equilibrio é dada por:

_ G
- S

Por ser uma rede extensa, o nimero de sitios ligaveis por lacuna pode ser calculado

(5.14)

7

através da equacao:

Imaz

=Y (9g— N+1)P,, (5.15)

g=N
sendo P, a probabilidade de uma lacuna qualquer possuir precisamente g sitios, € gmas
representa o valor maximo de g, equivalente a uma lacuna ter a mesma dimensao da rede
em si, ou seja, muito extensa.
Em virtude da unidimensionalidade da rede, havera sempre uma unidade a mais
de lacunas em relacao ao nimero de ligantes ligados, dessa forma, a média total de sitios

livres na rede pode ser calculada por:

S=(Cy+1)s (5.16)
Usando-se as Eqs. (5.14) e (5.15), temos:

C o0

o Ki(Cy+1) S (g— N+ 1)P, (5.17)
Cy =N

g

por ser uma rede extensa, fez-se uma aproximacao g,, — 00.

Considerando que hé diversas possibilidades de ligagdes entre as moléculas do
ligante e a rede. Tem-se sitios livres ligaveis, denotados por f, extremidades inicial e final
dos sitios ligados, denotados por by,bs,..., by. Apds a primeira ligagao, é possivel que em
uma determinada lacuna haja uma molécula do ligante e que o sitio adjancente possa ou

nao estar ocupado. A partir da notacao descrita, podemos estabelecer as probabilidades
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condicionais:

« P{/|f} Probabilidade de dois sitios vizinhos estarem livres. Com possibilidade de

ocorrer g - 1 vezes;

o P{flby} Probabilidade de um sitio ligado no inicio da rede ter um sitio vizinho

anterior livre;

o P{f|by} Probabilidade de um sitio ligado no final da rede ter um sitio vizinho pos-

terior livre.

A probabilidade P, é dada pela expressao:

Py =P {flbw} x [P{ANP" x P {flb1} (5.18)

Para definirmos a isoterma de ligacao do modelo de exclusao de vizinhos, as pro-
babilidades condicionais devem ser reescritas em termos caracteristicos do complexo de
interagao ligante-DNA. Constante de ligagao intrinseca (K;), concentracao dos pares de
bases (Cy,p), nimero de exclusao (N), concentracao de ligantes livres e ligados (Cye Cy).

A fracao de sitios ligados ou fragao ocupante é dada por:
_ GyN
Cyp
sendo 7 dado pela Eq. (5.7) e C,N o total de sitios ligados da rede.

A Eq. (5.19) no leva a concluir que a fragao de sitios livres da rede serd 1 - rN, de

rN

(5.19)

forma que a probabilidade de algum sitio da rede escolhido de maneira aleatdria esteja
livre, também serd 1 - r/V.

Ao analisarmos o caso de dois sitios, sendo o primeiro escolhido de maneira alea-
toria, a probabilidade do primeiro sitio ser livre é 1 - rN. Considerando o segundo sitio
livre, a probabilidade condicional dos sitios serd P{f|f}. Contudo, se o segundo sitio esti-
ver ocupado, a probabilidade sera r:%\] , € por consequéncia, a probabilidade condicional
dos sitios serd P{f|b;}. Portanto, podemos expressar a probabilidade geral do segundo

sitio ser livre:

1 —rN = (1— NP {fif} + 1P {flbx} (5.20)

Por ser um caso onde nao ha cooperatividade entre os ligantes, temos que:

P{fft =P{fbnt, (5.21)

de maneira que nao hé preferéncia por um sitio ocupado ou livre. Usando-se a Eq. (5.20),

temos que:
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P =PI = 1=y (522)

r

P{flb;} = P {bs|bn} = T—(N=1)r

Substituindo as Egs. (5.22) e (5.23) na Eq. (5.18), obtemos a equagao da probabi-

lidade em funcao dos termos caracteristicos do complexo de interagao DNA - ligante:

Py = (1 —1(;viN1)r>g (1 — (]\7/:— 1)r> (5.24)

Por fim, usando-se a Eq. (5.17) podemos escrever a equagdo que representa a

(5.23)

isoterma de ligagao de McGhee-von Hippel:

r 1—7rN N

— =K1 - N 5.25

&= -m () 52
Ao utilizar esse modelo, alguns pontos devem ser considerados:

o Trata o problema da exclusao de vizinhos de forma aprimorada, fornecendo resul-
tados mais precisos. Contudo, o parametro r da isoterma nao pode ser isolado de

maneira analitica;

o Pode-se correlacionar o nimero de exclusao N deste modelo com a fracao de sitios

ligados 7,4, do modelo de Hill;

o Para N =1, a Eq. (5.25) pode ser escrita da forma r/Cy = K;(1 - ), que é o modelo
de Scatchard.

Em suma, o modelo de Scatchard ¢ um caso particular do modelo McGee-von

Hippel? quando N = 1.

5.5 Interacdo DNA - Cloroquina

Estudos bioquimicos de farmacos antimaldricos como a cloroquina tornaram-se
modelos para compreensao dos mecanismos de acao e interagoes moleculares de diversas
moléculas semelhantes, visto que, sao fontes valiosas para investigar a natureza de sistemas
biol6gicos especificos [143].

Investigagoes iniciais realizadas por Logan Irvin, Elinor Moore e Frank Parker

demonstraram a capacidade da CLQ de interagir com o DNA e o RNA in vitro, sugerindo

4 A descricdo aqui realizada do modelo McGhee-von Hippel é concisa. Algumas referéncias podem ser

consultadas para maiores detalhes [41, 136].
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um possivel mecanismo de a¢ao que poderia interferir no processo celular dos parasitas da
maldria [144, 145]. Diversos estudos foram realizados para analisar a interagao DNA-CLQ
com uso de técnicas como espesctroscopia de absorcao, viscosimetria, didlise de equilibrio,
ultracentrifugagao, etc.

Estes estudos demonstraram que: a cloroquina interage com o DNA e outros
polinucleotideos [145]; Apresenta preferéncia por residuos de purina, interage com os
fosfatos constituintes do esqueleto de agucar-fosfato, modificando a estrutura secundaria
do DNA e proporcionando um efeito estabilizador na dupla-hélice [146, 147, 148]; Aumenta
a viscosidade do DNA e diminui sua velocidade de sedimentagao [149, 146]; A formagao
do complexo inibe a acdo dos anticorpos anti-DNA?®, sendo possivel o uso do farmaco para.
controle de LES e outras patologias autoimunes [152]; Causa alteragoes nos espectros de
absor¢ao do farmaco, provavelmente devido as interagoes de empilhamento 7 [145]; Inibe
reacoes enzimaticas, como a acao da DNA-polimerase, responsavel pela sintese da fita
complementar do DNA [148, 153].

Com o uso da técnica de Ressonancia magnética nuclear, pode-se demonstrar a in-
tercalagdo da molécula de cloroquina nas bases puricas do DNA através do empilhamento
dos anéis heterociclicos, e entre as moléculas de cloroquina [154]. A estrutura molecular
da CLQ é formada por anéis de quinolina que intercalam entre os pares de base e uma
cadeia diamino alifatica (Fig. 5.1) que ao interagir com a fenda menor do DNA, por li-
gacao eletrostatica com os atomos de oxigénio dos grupos fosfato, estabiliza o complexo
DNA-CLQ [155].

pKﬂ=1D.2
H
"\-\._\_N_
HN el
A j
/l‘ -'f "\-\.N_-‘

H «— pK,=8.1

Figura 5.1 — Constantes de ionizacao da CLQ. A cadeia diamino alifatica possui pK,=10.2
e o anel heterociclico de quinolina possui pK,=8.1 [70].

As constantes de ionizacao da CLQ tém agao direta na interagdo com o DNA. A
constante de protonagao do anel é de fundamental interesse em pH fisiologico (Fig. 5.1),

pois a molécula apresenta formas neutra, mono e diprotonadas [156, 157].

® O Lupus eritematoso sistémico passou a ser considerado uma doenca autoimune devido aos anticorpos

direcionados aos autoantigenos, em particular aos acidos nucleicos e proteinas relacionadas, desses
anticorpos, os anti-DNA sdo os mais especificos e caracteristicos para LES [150, 151].
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VI Pinca optica

6.1 Um breve histérico sobre a manipulacao optica

A busca por respostas sobre o que € a luz e o porqué de seu comportamento pode
ser observada desde a Grécia antiga, passando por Aristoteles, Ptolomeu, Euclides, etc.
Muitos outros pensadores e cientistas dedicaram-se em tentar explicar o que ¢ a luz
e seus fenomenos [126]. René Descartes considerava a luz como uma espécie de pressao
propagada através de um meio eldstico (éter) que preenchia todo espago [158]. O primeiro
a observar que a luz tinha capacidade de exercer forcas sobre a matéria foi Johannes
Kepler, ao descrever a deflexdo da cauda dos cometas causada pelos raios solares [126].

Ao formular a Teoria Eletromagnética em 1873, James Clerk Maxwell pode prever
a existéncia dessa forca, nomeada de pressao de radiagao, em decorréncia da radiacao
eletromagnética [159]. Somente 28 anos apds a formulacao da Teoria Eletromagnética,
que Peter Lebedew, Ernest Nichols e Gordon Hull (1901) conseguiram medir a pres-
sao de radiagdo em objetos macroscopicos e gases absorventes no ambiente laboratorial.
Contudo, apenas no ano de 1968 foi reportada a primeira observagao experimental da
pressao de radiacao agindo sobre um objeto macroscépico, confirmando assim, a teoria de
Maxwell [160, 161].

A pressao de radiagao e seu efeito sao tao pequenos, dificilmente detectaveis em
uma aplicacao pratica, de forma que a possibilidade de analisa-los com clareza tornou-
se factivel apenas apds a criacao do laser! na década de 60 [162]. Com a criacdo do
laser e compreensao da pressao de radiagdo, Arthur Ashkin desenvolveu uma série de
experimentos que sdo referéncias para estudos da interacao da luz com a matéria.

Em seu primeiro trabalho, Ashkin mostrou que era possivel usar a pressao de radi-
agao para aprisionar e manipular particulas [163]. Com a continuidade de suas pesquisas,
ele identificou duas forcas atuantes nas particulas, a for¢a de gradiente na direcdao do
gradiente de intensidade, ou seja, na direcado do centro do feixe, e a forca de espalha-
mento, na diregdo de propagagiao do feixe incidente [164]. Experimentalmente, Ashkin
mostrou que usando apenas essas forcas, pode-se acelerar, levitar, desacelerar e aprisio-
nar de forma estavel particulas de tamanhos micrométricos [165, 166]. Em 1986, ao usar
um feixe de laser fortemente focalizado por uma objetiva com grande abertura numérica,
aprisionou uma microparticula dielétrica e a moveu de forma tridimensional. Com isso,
Ashkin apresentou a técnica conhecida como Pinca Optica [43).

No fim da década de 80, o aprisionamento 6ptico passou a ser usado na area das

ciéncias biologicas, ao capturar o virus do mosaico do tabaco e a bactéria Escherichia

L Laser é uma sigla para light amplification by stimulated emission of radiation, em traducdo livre,

amplificagdo de luz por emissdo estimulada de radiagao [162].
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coli [167]. Jefrey Finer, Carlos Bustamante e Steven Block juntamente com seus colabo-
radores sao pioneiros no uso da pinga 6ptica para caracterizar as propriedades mecanicas
de biomoléculas como DNA e miosina [168, 45, 169].

Devido ao desenvolvimento da pinga éptica e sua aplicagdo nos estudos de siste-
mas biolégicos, Arthur Ashkin foi laureado com o Prémio Nobel em 2018, juntamente
com Gérard Mourou e Donna Strickland devido ao método de geracao de pulsos 6pticos

ultracurtos e alta intensidade [46].

6.2 Fundamentos do pincamento o6ptico

O objetivo desta secao nao é descrever minuciosamente as teorias do pingamento
optico; faremos sim, uma abordagem elucidativa e didatica para que se tenha compreensao
do funcionamento de uma pinca 6ptica. O aprofundamento e célculos referentes as teorias
podem ser acessados nas referéncias que serao citadas ao longo do texto.

A pinca 6ptica consiste em um feixe de laser fortemente focalizado por uma lente
objetiva com grande abertura numérica (NA), permintindo que objetos micrométricos
sejam aprisionados na regiao préxima ao foco do feixe [41]. A literatura aponta varias
teorias que descrevem o pingamento Optico. Aqui descreveremos apenas duas, a Teoria
Rayleigh e Teoria de éptica geométrica (OG) [170, 171, 172].

6.2.1 Teoria Rayleigh

A teoria Rayleigh ou limite Rayleigh é valido quando o raio da microesfera a
(centro espalhador) for muito menor que o comprimento de onda da luz incidente (a <
A). Neste caso, a microesfera ird se comportar como um dipolo induzido na presenga de
um campo elétrico (E) [170].

A forca (F) atuante sobre um dipolo elétrico em funcdo do campo elétrico (E) e

do momento de dipolo (p) [173], pode ser calculada por:

F=p-V)E=V(@ E)+px (VxE) (6.1)

Por estarmos no limite Rayleigh, a frequéncia serd muito pequena (w < c/a), e,
consequentemente, a variacao do campo elétrico (E) em relagao ao tempo (t) de propaga-
¢ao na particula serda muito pequena, de modo que o momento de dipolo induzido na micro-
esfera dependera somente do valor instantaneo do campo elétrico incidente, tornando-se
um processo quasi-estatico. De forma que a variacdo temporal dos campos é desprezada

(0B/0t =0), a Eq. (6.1) pode ser reescrita como:

F=V(5 E) (6.2)
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De modo que, o campo elétrico ird gerar um dipolo induzido (p), que pode ser

calculado através da equacao:

K—-1\ .-
= 4men <M> *E (6.3)

sendo K a constante dielétrica que envolve as permissividades do meio (€,,) e da micro-
esfera (€), dada por K= €/e,.
Substituindo a Eq. (6.3) na Eq. (6.2), temos:
K—-1

F = 4rey, <M> a*V (E?) (6.4)

A Eq. (6.4) expressa a forga sobre um dipolo induzido, que é proporcional ao
gradiente da intensidade do campo elétrico, empurrando a microesfera para o ponto de
maior intensidade do campo, ou seja, para o centro da regiao focal. Essa forca é nomeada
de forca de gradiente (Fig. 6.1) [172, 173].
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-'ﬂ—'—' Forc¢a de gradiente
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Figura 6.1 —a) Um dipolo induzido na presenca de um campo elétrico é direcionado
a regido de maior intensidade do campo. b) A forga é proporcional ao
gradiente de intensidade do campo elétrico (Eq. 6.4), essa for¢ca é denomi-
nada forca de gradiente.

O feixe de laser ao passar pela objetiva, terd a intensidade do campo maximizada
no foco do sistema, e serd nessa regiao que havera condi¢oes para garantir o aprisionamento

optico. A microesfera no limite Rayleigh fica aprisionada proximo ao foco do sistema.

6.2.2 Teoria de éptica geométrica (OG)

O limite Rayleigh torna-se inadequado quando a microesfera tem raio a maior que
o comprimento de onda da luz incidente (a > \). De forma que, o tratamento adequado
para esses casos ¢ realizado a partir do limite da éptica geométrica ou teoria de Optica
geométrica [171]. Os principios bésicos da dptica geométrica como propagagao da luz,
reflexao, refracao, explicam de maneira adequada o pingcamento 6ptico.

No limite da éptica geométrica, vamos considerar que um feixe é composto por
varios raios, estes por sua vez, ao interagirem com a microesfera podem ser refletidos,
absorvidos ou refratados. Caso os raios sejam refletidos ou absorvidos, a microesfera é

direcionada para o sentido de propagacao do feixe e nao ha aprisionamento 6ptico.
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De acordo com a teoria eletromagnética, uma onda eletromagnética transporta
energia (U) e momento linear (p), de forma que se pode exercer pressao ao incidir um
feixe de luz sobre um objeto ou superficie. Para calcularmos a pressao exercida pelos
raios incidentes, recorreremos a 2° Lei de Newton que pode ser expressa em termos do
momento linear :

i (6.5)
dt

O momento linear transportado por uma onda eletromagnética pode ser expresso

pela equagao:

v ¢

em que dp/dV é a densidade de momento linear, onde dV é a variagdo do volume ocupado

dp S

pelo feixe (velocidade ¢) ao passar por uma area A em um intervalo de tempo dt, sendo
dV = Acdt e S 6 o vetor de Poynting.

Substituindo a varia¢do do volume (dV) na Eq. (6.6), temos:

1 dg S
—.E2_= 6.7
A dt ¢ (6.7)
que representa a taxa do fluxo do momento linear eletromagnético.
Usando-se a Eq. (6.5) na Eq. (6.7), resulta em:
F S
— = — 6.8
AT (6.8)
ou
S
Praa = — 6.9
4= (6.9)

—

A forga (F') expressa em termos do momento linear por unidade de drea (A) gera a
pressao de radiagao, também denominada forga de espalhamento (Fig. 6.2). Esse momento

linear responséavel pela pressao de radiagdo é uma propriedade do campo elétrico [174].
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Figura 6.2 — A pressao de radiagao tem a mesma diregao do feixe incidente.

Até o momento, tratamos apenas casos em que os raios incidentes sao refletidos
ou absorvidos. Os raios incidentes também sao capazes de exercer forca sobre a superficie

quando refratados por esta. A origem dessa for¢a é devido a conservagao do momento
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linear, onde o momento linear total do sistema raio incidente-superficie deve ser o mesmo
antes e depois da refragdo. Quando um raio incide em uma microesfera (nesse caso,
microesfera dielétrica), este raio desvia sua trajetoria inicial caso os indices de refracao do
meio de incidéncia e da microesfera sejam diferentes, de modo que, o raio refratado tera
momento linear numa direcao diferente da inicial. Com isso, pode-se afirmar que o raio
sofreu uma variacdo em seu momento linear, que esta relacionada com a alteracao de sua

trajetéria, como pode ser visto na Fig. (6.3).

Raios (s raios incidentes desviam
incidentes a esfiera para cima
!
SR SO, . |
v ¥
| ........ ......“.1_..._.',
= X Fr
,l"II + "E b,
JS—+F:
7
_,.--""- L
& " =
A mucroestera desvia o
raio incidente para a A microeslera desvia os raios
esquerda incidentes para baixo

) raio incidente
desvia a microesfera
para a direita

a) Desvios laterais b) Desvios verticais

Figura 6.3 — Os raios ao incidirem na microesfera refletem e refratam. a) Os raios
incidentes e a microesfera sofrem desvios laterais. c¢) Os raios incidentes
e a microesfera sofrem desvios verticais [175].

A Eq. (6.5) determina que a microesfera tenha uma variacao de momento linear
com mesmo modulo e sentido contrario a variacao de momento linear do raio incidente.
Inicialmente, decompomos o feixe de laser em raios para facilitar a visualizacao da acgao
destes sobre a microesfera. Faremos agora o inverso, considere um feixe de laser focalizado
em um determinado ponto, uma microesfera ao entrar sob a agao do feixe, se desloca em
direcdo ao eixo Optico do sistema, o efeito da refracao gera a forca de gradiente que

direciona a microesfera para regiao focal (Fig. 6.4.b).
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Figura 6.4 — a) Um raio incide sobre a microesfera, ao refletir gera o efeito da pressao
de radiacgao ou forga de espalhamento Fr (em vermelho), ao refratar gera a
forca de gradiente F (em azul) e consequentemente, a forga restauradora
Fr (em preto). b) Por se tratar de um feixe gaussiano, os raios provenientes
da regiao central terdo mais intensidade que os raios das extremidades, de
modo que, a microesfera sera deslocada para regiao central do foco do feixe.

Em suma, o efeito da reflexdo é empurrar a microesfera no mesmo sentido do raio
incidente (pressao de radiagao ou forga de espalhamento), e o efeito da refragio é deslocar
a microesfera para regiao focal (forga de gradiente). A forca restauradora (Fig. 6.4.a)
resultante da competicao entre esses dois efeitos da origem ao pingamento 6ptico, sendo

Ashkin o primeiro a observar este fenémeno [163, 165].

6.3 Procedimento experimental

6.3.1 Construcao e protocolo de tratamento da laminula

O protocolo de tratamento do porta-amostras ¢ de suma importancia, a adsor¢ao
da molécula de DNA depende do recobrimento feito pela Albumina soro bovina biotinilada
(BSA-biot?) e estreptavidina® (STP) na laminula [176]. A base do porta-amostras ¢ uma
laminula de vidro com 0,15 mm de espessura e um anel de borracha (o-ring) com didmetro

de 0,8 cm. E usada parafina liquida para aderir o o-ring sobre a laminula (Fig. 6.5).

O-ring :

Figura 6.5 — O-ring aderido a laminula.

Laminula

2 A Protefna de Soro Bovino (BSA) é uma proteina de facil adsor¢io em superficies vitreas. Nesse

protocolo, usa-se para recobrir a laminula, sendo que, uma de suas extremidades adere-se a laminula e
a outra contém uma molécula de biotina (vitamina H) que fica exposta na solu¢do. A BSA-biotinilada
(BSA-biot) é diluida previamente em tampao A e mantida em ambiente refrigerado.

Estreptavidina é uma proteina com capacidade de ligar-se fortemente & biotina. A STP é previamente
diluida em tampao PBS a 150 mM e mantida em ambiente refrigerado.
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Tabela 6.1 — Substancias usadas para o tratamento da laminula.

Substancias ~ Volume(uL)

BSA-biot 20
STP 20
Tampao A 40
PBS 150 mM 40

Processo: Com a estrutura do porta amostras montada (Fig. 6.5), adiciona-se
BSA-biot na regiao interna do o-ring. O tempo de reacdo é de aproximadamente 20
minutos. Em seguida, retira-se o excesso da BSA-biot, e usa-se Tampao A* para lavar
a area interna do o-ring e apdés, adiciona-se STP. Tanto o tempo de reacao quanto a
retirada do excesso de STP é semelhante ao da BSA-biot, entretanto, o tltimo passo é
lavar a regido interna do o-ring com PBS 150 mM?®. Vale ressaltar que durante o tempo de
reacao dos compostos o porta amostras é colocado no fluxo laminar sob luz ultravioleta
para que possiveis contaminacoes sejam reduzidas. Todos os volumes usados no processo
estao na descritos na Tabela (6.1).

Resultado: Apés realizar todo processo de tratamento da laminula, forma-se
uma estrutura padrao da estreptavidina que pode ser observada microscopicamente na
Fig. (6.6.b).

FTITEITEEITTITIIEITIIITI M
Laminuba di: vidre ‘ - i |

Figura 6.6 — a) Forma estrutural da BSA-biot e STP apés tratamento. b) Padrao formado
na laminula pela STP.

Ao finalizar o processo de tratamento, o porta amostras é inserido no estagio do

microscopio.

40 tampdo A é uma solucio tampao preparada com 10 mM de MgCl2, 40 mM de KCI, e 25 mM de

Tris HCI, e tem pH 8.

O PBS (Phosphate Buffer Saline) é um tampéo de fosfato salino utilizado em diversos experimentos
de Biologia Molecular. No caso destes experimentos, ele é usado para simular o sistema fisiologico
humano. Devido a este fator, a concentracao de sédio [Na| na solugdo é de 140 mM e pH 7.4.

5
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6.3.2 Solucdo Lambda-DNA e microesferas

As amostras sdo compostas por uma solugao aquosa de PBS com [Na] a 150 mM
e moléculas de A-DNA (New England Biolabs®)® ligadas as microesferas de poliestireno
(Bang Labs®) com 3 um de didmetro e recobertas com STP [177]. As microesferas sao

utilizadas como ferramenta para manipular o DNA através da pinga éptica.

Tabela 6.2 — Solugao DNA-microesferas.

Substéancia Volume (pL)

PBS 150 mM 110
DNA biotinilado 1
PS-STP 0,5

Processo: Adiciona-se 10 ul. de PBS 150 mM em um tubo de 1,5 mL e apds,
adiciona-se PS-STP” e o A-DNA biotinilado. A solucdo é colocada em banho térmico a
37 °C por uma hora. Os volumes usados no processo estao descritos na Tabela (6.2).

Resultado: Durante o periodo de 1 hora no banho térmico, ocorre a ligacao entre
uma das extremidades do DNA a uma microesfera. Por fim, adiciona-se 100 ul. de PBS

150 mM e retorna o tubo ao banho térmico por aproximadamente 10 minutos.

6.3.3 Sistema DNA-laminula

Apo6s finalizar o processo da solucdo DNA- microesferas, a amostra é inserida na
regiao interna do o-ring. A configuracao adequada para uso em experimentos de molécula
tnica pode ser observada na Fig. (6.7), onde uma extremidade da molécula de DNA esta
adsorvida na laminula e a outra esta ligada a uma microesfera, formando a grosso modo,
um sistema massa-mola.

Legenda
Configuragio desejada
VR——
_
.

lnn e it © —

Laminukn de vidr BsA

Figura 6.7 — Possiveis configuracoes formadas na laminula a partir da solucao contendo
DNA e microesferas.

6 O DNA contém uma molécula de biotina em suas extremidades, isso facilita sua ligacdo com a estrep-

tavidina adsorvida na laminula e com as microesferas.

Do inglés, Polystyrene Spheres (PS), em tradugéo livre, esferas de poliestireno. As esferas de polies-
tireno usadas nos experimentos de pinga éptica sdo recobertas por estreptavidina (STP), de maneira
que PS-STP é uma sigla para esfera de poliestireno-estreptavidina.
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Diversas configuragdes podem ser encontradas na amostra, tais como, DNA iso-
lado, microesfera adsorvida a laminula, agregados de moléculas de DNA em uma micro-
esfera, etc. Apds encontrar a configuragdo desejada, sao realizados os estiramentos da

molécula de DNA usando o piezoelétrico acoplado ao estagio do microscopio.

6.3.4 Preparo das solucdes de cloroquina

As aliquotas do difosfato de cloroquina (CAS:50-63-5), com peso molecular de
515,86 g/mol sdo diluidas em PBS com concentragao diferentes de cloreto de s6dio (NaCl),

como descrito na Tabela (6.3).

Tabela 6.3 — Composicao dos diferentes PBS usados.

Tampao NaCl Na,HPO, NaH,PO,
PBS [Na] = 150 mM 140 mM 4375 mM 1.2 5mM
PBS [Na] = 1 mM 0 0.4375 mM 0.125 mM

Todas as concentragoes de CLQ sao diluidas individualmente, de acordo com o
tampao a ser usado nos experimentos. As concentragoes entre 0,2 uM a 20 pM sao
diluidas® a partir da solucao estoque de 50 uM em um volume de 200 pL de PBS. Vale
ressaltar que as solugoes sao preparadas apds obter uma molécula de DNA dentro dos

padroes pré-estabelecidos citados nas sec¢oes (3.3), (6.3.6) e na Tabela (6.4).

Tabela 6.4 — Concentracao e volume das solu¢oes de CLQ.

Concentracao Volume(uL)

5 mM 1000
100 pM 500
50 uM 500
0,2 a 20 uM 200

Apébs obter a molécula de DNA dentro dos pardmetros estabelecidos, é realizada
a troca de aliquota. Retira-se o meio aquoso sem o farmaco e adiciona-se uma aliquota
referente a concentragao do farmaco que sera testada. Apos adicionar o fairmaco (primeira
troca de aliquota), o tempo de reacdo é analisado’, haja vista que, alguns firmacos
apresentam um tempo de reagao maior que 30 minutos. Depois do periodo de reacao, a
molécula de DNA ¢é estirada cinco vezes para se obter as curvas de forca em funcao da
extensao (FEC).

8

As concentragdes entre 0,2 pM e 20 uM sdo preparadas no momento que serdo usadas. As outras
solugoes ficam guardadas como solugdo estoque durante 10 dias, apds esse periodo sdo descartadas.
O tempo de reacao pode variar conforme o farmaco que esta em teste. Alguns interagem rapidamente
com a molécula de DNA e outros ultrapassam o intervalo de uma hora.

9
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6.3.5 Estrutura experimental

Na Fig. (6.8), temos uma representacao do esquema estrutural da pinga 6ptica

utilizada nos experimentos.

Microscopio

[T
Orpeiiva i

i)

Figura 6.8 — Esquema estrutural da pinga éptica. a) O esquema é formado por um laser,
dois espelhos E1 e E2, um microscopio invertido, uma camera CCD e um
desktop. b) Representagao ampliada da montagem interna do microscépio:
um espelho E3, uma lente objetiva, piezoelétrico, um porta amostras con-
tendo solucao de DNA e microesferas, uma lente L1.

Na Fig. (6.8), a) representa o microscépio Nikon Eclipse Ti-S. E usado um laser
infravermelho (IV), modelo MIL-III-1064 da CNI Laser, que emite um feixe gaussiano
com comprimento de onda de A=1064 nanometros, com poténcia maxima de 1,5 Watts e
operando no modo TEMg,'°.

Ao sair da fonte, o laser percorre um caminho éptico, contendo dois espelhos
E1l e F2, que permitem um melhor alinhamento da pinca 6ptica. Uma das saidas do
microscopio estd conectada a uma cdmera CCD'", modelo JAI-BM-500GE, com taxa
maxima de captura na ordem de 15 frames por segundo ligada a um desktop, permitindo
assim que todo experimento seja visualizado e filmado.

Na Fig. (6.8.b), temos representada a parte interna do microscopio. Nela encontra-

se um espelho dicroico F3 com alta transmitancia para a luz visivel e alta reflectancia

10 Trocando em mitdos, o modo TEM, indica que os campos elétrico e magnético sdo transversais &

direcdo das frentes de onda, enquanto os zeros subscritos especificam que ndo hd nés azimutal ou
radial no perfil [178].

1 Charge coupled device, em traducdo livre, dispositivo de carga acoplada.
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para a luz no infravermelho. Por j4 estar no infravermelho, o laser é refletido e passa por
uma lente objetiva com abertura numérica de 1.4.

A objetiva é responsavel por focalizar o laser criando um pocgo de potencial que
é a pinga Optica e as microesferas sao aprisionadas na regidao focal. Apds a objetiva,
encontra-se o piezoelétrico conectado a um computador, que é o responsavel por deslocar
o estagio do microscopio e assim, a laminula com precisao nanométrica nos eixos x e .

A lente L1 representa o condensador do sistema de iluminacdo do microscépio.
Abaixo, encontra-se o poco de potencial gerado pela pinga éptica, o sistema de referéncia
utilizado e a amostra de DNA contendo as microesferas. Na figura representada, uma das
pontas do DNA esta adsorvida na microesfera e a outra ponta adsorvida na laminula, que
é o porta amostras. E a altura h representa a distancia do centro de massa da microesfera

em relacao a laminula.

6.3.6 Experimento pinca éptica

A pinga 6ptica é utilizada para capturar uma microesfera de poliestireno revestida
de estreptavidina presa em uma molécula de DNA. Ao percorrer a amostra usando-se os
deslocadores acoplados ao estagio do microscopio, uma microesfera é aprisionada na regiao
focal (Fig. 6.4.b). Alguns pontos sao analisados antes de iniciar o experimento de fato, fora
averiguar se hd apenas uma molécula de DNA ligada a microesfera (Fig. 6.7), ao estirar,
a molécula deve apresentar o mesmo comprimento de contorno em quaisquer direcao e o
intervalo de tempo para escapar do pogo de potencial deve ser aproximadamente igual.

Apoés essa breve andlise, o conjunto DNA-microesfera é retirado da regiao focal
para que o mesmo retorne a sua posi¢ao de equilibrio, ou seja, de maxima entropia. Uma
vez na posicao de equilibrio, o conjunto é aprisionado na regiao focal, no caso, o potencial
optico. A captura das imagens é realizada por uma camera CC'D enquanto o deslocamento
do estagio do microscépio através do piezoelétrico acontece de forma simultanea.

O biopolimero pode ser estirado movendo-se o estagio do microscépio enquanto
a microesfera permanece aprisionada no potencial 6ptico. As medidas de deslocamento
(Az) da microesfera sao realizadas enquanto esta encontra-se dentro do pogo de ponten-
cial usando-se videomicroscopia. Importante ressaltar que, a pinga 6ptica é previamente
calibrada, isto é, a constante de for¢a da pinca k é determinada, de maneira que, a forga

aplicada sobre a microesfera pode ser calculada através da relagao F = kAz [179)].
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Koha

Figura 6.9 — Estiramento do DNA ao longo de sua extensao.

A altura h da microesfera em relacao a laminula é a fixa, h = 4,4 ym, a velocidade
que o piezoelétrico se desloca é constante, sendo, v = 0,1 um/s. A forga exercida pela
pinca na microesfera possui duas componentes: forca axial, perpendicular a laminula e a
forga transversal, paralela & laminula (sendo o eixo z na dire¢do do plano) como pode ser
observado na Fig. (6.9).

O experimento ¢é realizado em um regime quasi-estatico, tendo em vista que, a
velocidade é constante e de baixa intensidade (v = 0,1 pum/s) e, portanto, a forca de
Stokes pode ser desprezada. Consequentemente, a molécula de DNA exercera forca sobre
a microesfera. A for¢a que o DNA exerce sobre a microesfera possui mesma intensidade
que a forca da pinca éptica.

Com este procedimento é possivel determinar a curva de forca em fungdo da ex-
tensio (FEC'?) da molécula de DNA e dos seus complexos formados com o farmaco em
diferentes condigoes (forga ionica, pH, concentracao do farmaco, etc). De modo que, o
experimento é realizado no regime entrépico, aplicando forgas maximas abaixo de 2 pN.
Por ser uma for¢a de baixa intensidade, ha garantia que os complexos estao proximos
das condigoes de equilibrio e que a fisico-quimica da interagao é independente das forcas
aplicadas.

As curvas experimentais obtidas sdo analisadas através do modelo WLC, sendo
suas solugoes exata e aproximada obtidas por Marko-Siggia [132], como exemplificado na
Fig. (6.10), onde a linha sélida em preto corresponde ao modelo WLC e os pontos em
vermelho correspondem aos dados experimentais. As curvas de forga do DNA puro (sem
farmaco) até a andalise do comportamento global do complexo DNA-farmaco sao feitas
no programa KaleidaGraph. Os pardmetros mecanicos do A-DNA citados na secao (3.3),
podem ser observados Fig. (6.10), onde m; denota o comprimento de persisténcia e my 0

comprimento de contorno.

12 Do inglés, force extension curve.
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y=m3+4.14/m1*({m0* 2+19.6)...
Value Error
m1 45,325 1,5501
15 m2 15,499 0,044396
ma3 -0,008871 0,0042753
Chizqg 1,7107 MA
R 0,98288

Fx(pN)

0,5

-2 0 2 4 6 8 10 12 14

XoNaA (um)

Figura 6.10 — Curva de forga tipica de uma molécula de DNA.

Para uma analise confiavel, os parametros do DNA puro devem estar dentro dos
limites apontados na literatura, onde o comprimento de persisténcia (A) ~ 45 £ 5 nm
e comprimento de contorno (L) ~ 16 + 2 pum podem ter uma pequena varia¢ao, sendo
possivel observar o padrao da FEC ao se estirar cinco vezes a molécula de DNA. Apos
encontrar uma configuragdo adequada, com os parametros mecanicos dentro do esperado,
a solucado tampao é retirada e em seguida adiciona-se a solucao contendo o farmaco. As
solugdes/aliquotas sdo trocadas e o complexo é analisado de acordo com as condigoes que
sao submetidos.

Portanto, os parametros mecanicos podem ser utilizados como sensores para de-
tectar as interacoes e, com modelos apropriados, até mesmo a fisico-quimica completa
destas interagoes pode ser extraida a partir das medidas do comprimento de contorno e
comprimento de persisténcia [180].

E importante ressaltar que este é um experimento de molécula tnica, com isso,
todas as trocas de aliquotas sao realizadas com o intuito de analisar as mudancas nos
parametros mecanicos e propriedades fisico-quimicas que ocorrem em uma tnica molécula

de DNA durante a formacgao do complexo farmaco - DNA.
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VIl Eletroforese em gel

A eletroforese em gel é uma técnica empregada em areas como biologia molecular,
bioquimica, biofisica molecular etc. Utilizada de forma rotineira para separar fragmentos
de proteinas, DNA ou RNA e também como ferramenta no diagnoéstico de genética mole-
cular via analise de produtos das reagoes em cadeia polimerase (PCR) [181, 41], o método
foi desenvolvido por Wilhelm Tiselius para separar quatro componentes do plasma (al-
bumina, «, 5 e v globulina) e lhe rendeu o Prémio Nobel em Quimica no ano de 1948
[182].

Ha& diversos tipos de eletroforese, contudo, o objetivo deste capitulo é explicar de
forma pratica a eletroforese em gel de agarose, uma das técnicas usadas no desenvolvi-
mento deste trabalho.

A técnica consiste em uma matriz de gel de agarose, solucao eletrolitica, cuba para
corrida eletroforética e uma fonte de tensao (Fig. 7.1). A agarose ¢ um tipo polimero,
especificamente um polissacarideo comumente usado na separagao de moléculas longas (>
20Kbp), como o DNA, a solugao eletrolitica é uma solugao condutora de corrente elétrica
e preparada a partir de um tampao especificol, a cuba comporta a solucdo eletrolitica, a
matriz de gel com as amostras devidamente alocadas nos pocos e os eletrodos que estao

ligados a fonte de tensao [181].

|
|
|

!

a)

Figura 7.1 — a) Cuba e fonte de eletroforese. b) Matriz de gel e amostras alocadas nos
POCOS.

A corrida eletroforética consiste na migragdo das moléculas de DNA através do
gel, e obedece diferentes leis de acordo com a intensidade do campo elétrico E, o tamanho
das moléculas, e a concentragao da agarose para preparar o gel [183]. No gel, a distancia
entre as bandas de DNA com comprimento de contorno (L) qualquer é determinada pela
porcentagem de agarose, haja vista que, a matriz é formada por poros e o tamanho destes

ird variar de acordo com a concentracao da agarose (Fig. 7.2). A maioria dos géis sdo

1 Neste trabalho foi usado o tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA).
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preparados em concentracoes que podem variar entre 0.7%, para uma boa separagao ou
resolucao de fragmentos de DNA contendo de 5-10 Kbp e 2% para uma boa resolucao de
fragmentos contendo 20-100 Kbp. A concentracao de agarose comumente usada para o
preparo do gel é ~ 1% [183, 181].

A LN
eletrodo negativo(=) [T | | —
= =
amostras de &7 — — aw —
DNA —_— .. — —
-_— — .-
— =m wm
-_— em — =
diregdo da _ — .
cumda‘ B — == Bm
eletroforética

— == . —

- —
. — — [==]
' — S s i

eletrodo positivo(+) bandas de DNA

a)

Figura 7.2 — a) Divisdo das bandas de DNA de acordo com o tamanho das moléculas.
b) A matriz de agarose é formada por uma rede de poros com tamanhos
diferentes [184].

Para analisar as amostras de DNA apés a corrida eletroforética, a matriz de gel
¢ inserida em um transluminador de luz ultravioleta, que possibilita a visualizacao das

amostras (Fig. 7.3) através de um marcador molecular fluorescente [181].

Figura 7.3 — a) Transluminador de luz UV. b) Imagem das bandas de DNA obtidas a
partir da fluorescéncia do marcador molecular. ¢) Matriz de gel de agarose
apos a corrida eletroforética.
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7.1 Procedimento experimental

7.1.1 Preparo matriz de agarose, solucdo eletrolitica e amostras DNA-CLQ

e Matriz de agarose

A matriz de gel é produzida no dia do experimento, com agarose a 1%. Sua

composicao estd descrita na Tabela (7.1).

Tabela 7.1 — Gel de agarose.

Matriz de gel
1 g Agarose
10 mL TAE (1x)
90 mL H,O DI

A solugao contendo TAE (1x), agarose e dgua deionizada é aquecida em um mi-
croondas até ficar translicida, em seguida é arrefecida e inserida na cuba contendo o pente

para moldar os pogos apods polimerizacao.

¢) d)

Figura 7.4 — a) Preparo da soluc¢ao contendo TAE (1x), agarose e 4gua DI. b) A solugao
é aquecida em um micro-ondas até ficar translicida. ¢) A cuba contendo o
pente para moldar os pogos. d) A solucao apds arrefecida, é inserida na cuba
contendo os pentes. As imagens foram obtidas em [185].

e Solugao eletrolitica

A solugéo eletrolitica (TAE 1x) é preparada no dia do experimento e inserida na
cuba eletroforética. Sua composicao esta descrita na Tabela (7.2). A solu¢do de TAE

(10x) é preparada e guardada como solugao estoque.
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Tabela 7.2 — Solugao eletrolitica para corrida eletroforética.

TAE (10x) TAE (1x)

1 g EDTA 60 mL TAE (10x)
3,4 mL acido acético 540 mL H,O DI

14,5 g'Tris -

300 mL H,O DI -

Figura 7.5 — a) Apds polimerizar, a matriz de gel tem aspecto turvo, sua resisténcia é
proporcional a concentracao de agarose usada, o pente é retirado e é possivel
ver a formagao dos pogos. b) A solucao eletrolitica (TAE 1x) é inserida na
cuba e a matriz de gel fica submersa na solugao. ¢) As amostras para anélise
sdo inseridas com uma pipeta em cada pogo. As imagens (b) e (c) foram
obtidas em [186].

e Preparo amostras DNA-CLQ

O DNA usado nos experimentos de eletroforese em gel de agarose é de origem
plasmidial, pUC19 (Thermo Scientific®). As solugoes de CLQ foram diluidas de acordo
com a Tabela (6.4).

Inicialmente, era preparado um mix contendo DNA, PBS e GelRed?, como descrito
na Tabela 7.3. A matriz de gel continha 8 pocos, consequentemente, o volume total do
mix era de 80 pL para ser dividido igualitariamente em 8 microtubos, entao adicionava-se

a solugao de CLQ e por fim, o azul de bromofenol (corante).

Tabela 7.3 — Mix DNA-GelRed.
Mix  Volume (puL) Total (uL)

DNA 3 24
PBS 5 40
GelRed 2 16

2 GelRed é um corante bis-intercalante usado em experimentos de eletroforese em gel de agarose [187].
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Apés 30 minutos de reacao entre DNA e o GelRed, era adicionada a CLQ. Cada
microtubo tinha um volume total de 20 pL. por amostra, sendo 10 pL de mix, 5 ul de

CLQ por concentracao e 5 pul. de azul de bromofenol.

7.1.2 Corrida eletroforética

A corrida eletroforética consiste na migragao das moléculas de DNA através do
gel de agarose ao se aplicar uma diferenga de potencial. Na Fig. (7.6) é possivel observar

todo esquema montado para a execucgao da corrida.

Figura 7.6 — a) Cuba contendo solucdo eletrolitica, gel de agarose e amostras de DNA.
b) Eletrodos sao ligados & cuba para que seja aplicada uma diferenca de
potencial. ¢) Ao se aplicar a diferenca de potencial, um campo elétrico é
gerado e as moléculas de DNA sao deslocadas no gel. As imagens foram
obtidas em [186].

Por fim, apés a corrida, o gel é retirado da cuba eletroforética e levado ao translu-

minador, onde é possivel ver as bandas do DNA, como pode ser observado na Fig. (7.7).

Figura 7.7 — a) Conformagao do gel apé6s corrida. b) Transluminador UV. ¢) Imagem
obtida de um gel através do transluminador.

A partir das imagens obtidas, é possivel avaliar a intensidade relativa de fluores-
céncia das bandas de DNA e comparar com os resultados obtidos nos experimentos de

pinca Optica.
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VIII Cultura de células

O cultivo celular consiste em um conjunto de técnicas que envolve isolamento,
manutencao da viabilidade e proliferagao das células de um determinado tecido (animal
ou vegetal) em ambiente artificial (in vitro). O sistema in vitro é composto de nutrientes
e fatores essenciais para sobrevivéncia das células, é mantido em condig¢oes controladas
de temperatura, pH, osmolaridade e humidade. Em suma, a técnica permite manter e
estudar o comportamento das células vivas fora do organismo de origem [188].

Wilhelm Roux, um zoélogo e embriologista realizou a primeira tentativa de cultivar
células embrionarias de galinha, mantendo-as em uma solugao salina aquecida por varios
dias, introduzindo assim, o principio basico da cultura de tecidos. Posteriormente, varios
cientistas dedicaram-se ao estudo do cultivo de diferentes linhagens celulares [188, 189].

Por serem modelos experimentais simplificados, informativos e largamente empre-
gados nas pesquisas, a cultura de células tornou-se uma fonte de estudos nas areas de
terapia celular, desenvolvimento farmacos, producao de vacinas, clonagem, terapia gé-
nica etc. O principal beneficio do cultivo celular é a consisténcia e reprodutibilidade dos

resultados, que podem ser obtidos ao usar um lote de células imortalizadas [190].

8.1 Linhas celulares

8.1.1 Melan-a

E uma linhagem derivada da pele embriondria de camundongos (C57BL/6JY),
sendo a primeira linha de melandcitos de camundongos nao tumorigénico estabele-
cida [192]. Os melandcitos sao células pigmentares, i.e., sio responsaveis por produzir um
pigmento denominado melanina. Estas células estao distruibuidas na pele, ao longo da
camada basal da epiderme, nos foliculos pilosos, em superficies epiteliais e nos olhos [193].

O cultivo da linhagem Melan-a tem como principal objetivo estudar variados tipos
de cancer de pele, haja vista que os melanocitos sao células idénticas as células do mela-
noma B16 e suas sublinhas, fornecendo assim um excelente parametro nao tumorigénico
para estudos celulares e moleculares do melanoma. Em suma, analisa a diferenca entre
as células do melanoma e as células normais equivalentes, os melanécitos [194].

O melanoma maligno é uma das neoplasias mais agressivas em humanos, sendo
responsavel por 60% a 80% dos ébitos causados por cancer de pele. Embora, muitos genes
envolvidos no desenvolvimento dos melanécitos podem ter relagdo com o desenvolvimento

do melanoma, ainda nao esta evidente como um melanécito normal torna-se uma célula

I Linhagem endogamica mais utilizada em estudos cientificos, abrangendo areas como biologia cardio-

vascular e do desenvolvimento [191].



Capitulo VIII. Cultura de células 68

de melanoma [195].

8.1.2 VERO

E uma linhagem estabelecida e imortalizada a partir de células oriundas do rim de
um macaco adulto, o Cercopithecus aethiops (African green monkey?). E uma linha celular
continua (CCL), ou seja, possui as caracteristicas de origem e alta proliferagao, permitindo
assim extensa caracterizagao celular e criacdo de grandes bancos de células [196, 197].

Sao suscetiveis a infecgao de diversos tipos de virus (Adenovirus, Rotavirus, Zika
virus, Hepatite A) e toxinas bacterianas (Toxina diftérica e Shiga). Por ter sensibilidade
a varios tipos de virus e ser uma linhagem celular continua, a Vero é usada no estudo
de diversos patégenos emergentes®, assim como, para producao de vetores virais e vaci-
nas [198].

E importante ressaltar que a Vero foi a primeira linhagem celular continua a ser
aprovada pela OMS para fabricacdo de vacinas virais para uso em humanos. Alguns
exemplo de vacinas & base de células Vero sdo, Ervebo®, contra o virus Ebola e IMO-
VAX Polio®, contra a Poliomelite, entre outras. Outro ponto importante, é o uso dessa

linhagem para ensaios citotoxicos e testes de novos farmacos [199, 200, 201].

8.1.3 HEK-293

E uma linhagem oriunda de células renais embrionarias [202]. E a segunda? linha-
gem celular humana mais utilizada nas areas de biologia celular e biotecnologia, pois po-
dem sintetizar proteinas semelhantes as produzidas naturalmente por seres humanos [204].
Além de ser usada em uma ampla gama de experimentos, incluindo estudos de interacao
de proteinas, producao rapida de proteinas em pequena escala e producao biofarmacéu-
tica [205].

Por ser um sistema que apresenta grande versatilidade, a HEK-293 tornou-se uma
plataforma de cultura celular utilizada na terapia génica para a producao de vetores
virais recombinantes, proteinas recombinantes, vacinas, e varias formas de VLPs [206,
207, 208]. Além de seu uso como modelo tumoral para ensaios de transformagao in vitro
e in vivo [209]. Outro fator relevante é a utilizagdo dessa linhagem celular para ensaios

citotoxicos de farmacos e efeitos nanotdxicos [210, 211, 212].

8.2 Ensaio de citotoxicidade

Um dos indicadores mais importantes para a avaliagdo biologica em estudos in

vitro é a citotoxicidade. Os niveis de viabilidade e/ou proliferacao celular sao bons in-

Em tradugéo livre, macaco verde africano.
Influenza H5N1, MERS-CoV, Zika virus etc.

4 A primeira linhagem celular humana mais utilizada é a HeLa [203].
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dicativos de satide das células, uma vez que, in vitro, agentes quimicos como farmacos e
pesticidas possuem diferentes mecanismos de destruicao das membranas celulares, preven-
¢ao de sintese de proteinas, interagoes irreversiveis etc. Para determinar a morte celular
causada por estes mecanismos, faz-se necessario testes citotoxicos de curto prazo, fidveis,
reprodutiveis, etc [213].

De maneira geral, o teste de citotoxicidade fundamenta-se em expor uma subs-
tancia direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células, avaliando-se as
modificagoes celulares através de diferentes mecanismos, como ensaios colorimétricos. Um
dos critérios mais usados para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular [214]. A viabi-
lidade celular é definida como o nimero de células saudaveis em uma amostra, sendo a
proliferacao celular um indicador vital para compreender os mecanismos da agao de genes,
proteinas e vias que resultam na sobrevivéncia ou morte celular apds exposicao a agentes
toxicos [215].

Existem diferentes classificagoes para citotoxicidade e ensaios de viabilidade celular
disponiveis, sendo classificados de acordo com o tipo de medida a ser realizada (alteragao

da cor, fluorescéncia, luminescéncia, etc) e sao divididos em quatro tipos [213]:

o Ensaio de exclusao de corante: Azul de tripano, eosina, vermelho Congo e ensaios

de eritrosina B;

o Emnsaios colorimétricos: Ensaio de MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB,
NRU e cristal violeta;

» Ensaios fluorométricos: Ensaio AlamarBlue e CFDA-AM;

o Ensaios luminescentes: Ensaio de ATP e viabilidade em tempo-real.

Neste trabalho, foi usado o ensaio de reducao de MTT para medida de viabilidade
celular e proliferacao celular. Diante disso, daremos énfase apenas para este método.

O ensaio de reducao de MTT foi desenvolvido por Tim Mosmann para quantificar
células vivas utilizando sais de tetrazolio [216]. Para melhor compreensdo, o teste é
baseado na biorredugdo do sal de tetrazélio (composto de tonalidade amarela, solavel
em dgua) em cristais de formazan (composto de tonalidade roxa, insoluvel em &dgua).
A biorreducao é realizada através das enzimas desidrogenases, localizadas no interior
das mitocondrias, permitindo assim avaliar a atividade metabdlica celular. O uso deste
ensaio é padrao quando o objetivo de avaliar o efeito citostatico de algum composto
citotoxico [217, 218].
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A atividade das enzimas desidrogenases é essencial para que ocorra a biorredugao,
tendo em vista que a producio dos cristais de formazan é proporcional ao nimero de
células viaveis em cada poco, sendo entao possivel mensurar a quantidade de células vivas
e os efeitos citotdxicos do composto [217, 220]. Vale ressaltar que a produgio dos cristais
de formazan depende da concentragao de MTT existente no meio de cultura e por ser um
cristal insolivel em agua, faz-se necessario uso de um solvente organico, o DMSO para
dissolvé-los [221, 222]. O formazan pode ser solubilizado e quantificado por espectrofoto-
metria com comprimento de onda de 570 nm, onde processos metabdlicos como apoptose
ou necrose que levam a diminui¢do da viabilidade celular podem ser quantificados [223].

Com os resultados obtidos nos ensaios de reducao de MTT é possivel avaliar a
viabilidade celular e obter os valores da concentragao inibitéria média (ICsg) [224]. A
concentracgao inibitéria média é uma medida de poténcia, isto €, representa a concentragao
de uma substancia necessaria para inibir um processo biolégico in vitro em 50% [225]. De
maneira experimental, os valores de IC5q podem ser determinados ao construir uma curva
dose-resposta® e examinar os efeitos de diversas concentracoes de uma substincia em uma
linhagem celular, sendo um dos parametros mais importantes para comparar o potencial

ou eficacia de um composto [227].

8.3 Procedimento experimental

8.3.1 Linhagens celulares

Nesse estudo foram utilizadas trés linhagens celulares: VERO (ATCC® CCL-

81™)  derivada de Células renais de primatas (Cercopithecus aethiops), Melan -a (Xim-

® A curva dose-resposta descreve a magnitude/comportamento de um organismo em funcio da

dose/concentragdo a um estimulo ou agente estressor (em geral substincias téxicas ou farmacos)
ap6s um periodo de exposigio [226].
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bio®, 153599™)  derivada de Células de pele murina (Mus musculus), a HEK-293 (Xim-
bio®), derivada de Células renais humanas (Homo sapiens sapiens).

As trés linhagens citadas sdo semiaderentes.

8.3.2 CondicGes de cultivo

As linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich®), suple-
mentado com 10% de SFB (Gibco®), 1% de penicilina e estreptomicina (Sigma-Aldrich®),
e 0,0025% de anfotericina B (Sigma-Aldrich®). As células foram crescidas em frascos
apropriados para cultivo de linhagens semiaderentes e mantidas em estufa de cultivo com
temperatura a 37 °C, atmosfera de 5% CO2, e 95% de humidade relativa.

8.3.3 Ensaio de viabilidade celular

Para determinar a citotoxicidade do farmaco na linhagem HEK-293 foi utilizada
placa de 24 pocos contendo 6x10* de células/pogo (Fig.8.2). Para os testes com as li-
nhagens VERO e melan-a, foram utilizadas placas de 96 pocos contendo 7210° de célu-
las/pogo.

As concentragoes testadas nos ensaios foram 0.25 pM, 0.5 uM, 1.0 uM, 2.5 puM,
5.0 uM, 10.0 pM, 12.5 pM, 25.0 uM e 50.0 M de CLQ.
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Figura 8.2 — a) Placa com 24 pogos; b) placa com 96 pogos.

Apds 72 horas em condicoes de cultivo, o meio de cultura de cada poco da placa
foi trocado por solugao de MTT (Sigma-Aldrich®) na concentracao de 5 mg/mL diluido
em meio de cultura completo (30% solugdo de MTT e 70% de meio completo). Apds
4 horas em condigoes de cultivo, em local sem luz, a solu¢gao de MTT (3:7) foi substi-
tuida por DMSO (Sigma-Aldrich®) puro e, logo apds a placa foi submetida a leitura no

espectrofotometro SpectraMax® usando o comprimento de onda de 570 nm.

8.3.4 C(Calculo da viabilidade celular e andlise estatistica

Os dados obtidos na espectroscopia de absorcao foram utilizados para calcular a

viabilidade celular dos tratamentos e dos grupos controles controle, através da equacao
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(média AT - média ACN)
(média ACP - média ACN)

onde AT, ACN e ACP sao as médias dos valores de absorbancia do tratamento, controle

Viabilidade(%) = x 100 (8.1)

negativo e controle positivo, respectivamente.

Para construcao dos graficos de porcentagem da viabilidade celular vs concentra-
¢ao, assim como o calculo da concentragao inibitéria média (ICsg), utilizou-se o Software
Graphpad Prism 5® [224].

A significancia estatistica entre os tratamentos foi calculada utilizando os testes
ANOVA one-way para tratamentos com 3 ou mais variaveis e teste Turkey a posteriori,
e p-valores menores que 0,05 foram considerados significativos. A andlise dos dados foi

feita através do software Graphpad Prism 5® [224].
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|X Resultados e discussoes

9.1 Resultados - Pinca éptica

9.1.1 A espectroscopia de forca revela as peculiaridades da interacao DNA-

CLQ
9.1.1.1 Curvas de forca vs extensdo (FEC)

Os experimentos de molécula tnica foram realizados em meios com forca i6nica
diferentes, que corresponde a concentragoes diferenciadas de [Na] = 150 mM e [Na] =1
mM, descritos na Tabela (6.3). De maneira que as diferentes curvas de forga foram obtidas
a partir de variadas concentracoes de CLQ. As linhas sélidas correspondem ao modelo
WLC e os dados experimentais foram ajustados através da equacao de Marko-Siggia, de
onde sao extraidos os pardmetros mecénicos, como demonstrado na subsegao (6.3.6).

Nas Fig. (9.1) e (9.2) podemos observar as alteragoes nas curvas de for¢a obtidas

em meio aquoso com diferentes forgas ionicas e variadas concentragoes de CLQ.

s LIATE iy
0.5 pM CLa

— LR

& i CLO

Forga (pN)

Extensio (wm)

Figura 9.1 — Curvas de forca obtidas a partir de diferentes concentracoes de CLQ em meio
com alta forga i6nica, [Na] = 150 mM. A curva em vermelho representa os
dados do DNA nativo.

Na Fig. (9.1) as curvas de forca da molécula de DNA em meio aquoso com alta
forca idnica nao apresentaram um comportamento linear, haja vista que houve aumento
da extensao da molécula em concentracao de CLQ a 1 uM, enquanto a concentragao de

CLQ a 6 uM diminuiu sua extensao.
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Figura 9.2 — Curvas obtidas a partir de diferentes concentragoes de CLQ em meio com

baixa forca ionica, [Na] = 1 mM. A linha curva em vermelho representa os
dados do DNA nativo.

Em contrapartida, na Fig. (9.2) as curvas de for¢a da molécula de DNA em meio
aquoso com baixa forca iOnica, é possivel observar o aumento da extensao da molécula ao

aumentar a concentracao da CLQ.

9.1.1.2 Propriedades mecanicas dos complexos DNA-CLQ

A formacao dos complexos DNA-CLQ em funcao da concentragdo do farmaco ao
se utilizar dois meios com diferentes forcas ionicas apresentaram resultados relevantes.
Os parametros mecéanicos, comprimento de persisténcia A e comprimento de contorno L
extraldos evidenciam que ambos sofreram alteracgdes significativas sob diferentes concen-
tragoes da CLQ e forga ionica do meio. Como pode ser observado nas préximas figuras
desta subsecao.

Na Fig. (9.3), é possivel observar que o comprimento de persisténcia da molécula
de DNA apresenta uma leve alteracdo em meio aquoso com alta forga iénica [Na] = 150

mM, praticamente dentro das barras de erro.
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Figura 9.3 — Comprimento de persisténcia do complexo DNA-CLQ formado em funcao
das concentragoes da CL(Q) em meio aquoso com alta forga i6nica [Na] = 150

mM.

Entretanto, na Fig. (9.4), o comprimento de persisténcia da molécula de DNA
apresenta um aumento mais significativo em fungao das concentragdes de CLQ (~ 5uM)

em meio com baixa for¢a i6nica [Na] = 1 mM, havendo um descréscimo muito leve, e

permanecendo constante em concentragoes mais altas.
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Figura 9.4 — Comprimento de persisténcia do complexo DNA-CLQ formado em fungao
das concentragoes da CLQ em meio aquoso com baixa forca ionica [Na] = 1

mM.

Quanto ao comprimento de contorno, na Fig. (9.5) a molécula de DNA apresenta
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um aumento inicial significativo com concentragoes de CLQ baixas (< 1 pM), seguido de
um decréscimo imediato para concentragoes mais elevadas em meio com alta forca idnica

[Na] = 150 mM.

20 T T T

C (M)
Figura 9.5 — Comprimento de contorno do complexo DNA-CLQ formado em func¢ao das

concentragoes de CL(Q em meio aquoso com alta forca iénica [Na] = 150 mM.

Contudo, para baixa forga idnica [Na] = 1 mM, na Fig. (9.6) é possivel observar
que o comprimento de contorno apresenta um crescimento monoténico em funcao das

concentragoes de CLQ (~10 M) até a saturagao.
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Figura 9.6 — Comprimento de contorno do complexo DNA-CLQ formado em funcao da
concentracdo da CLQ em meio aquoso com baixa forga iénica [Na] = 1 mM.

O comportamento dos comprimentos de contorno e de persisténcia sob diferentes

forgas ionicas em func¢ao de variadas concentragoes de CLQ, sugere que hd mudancas
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consideraveis nas forcas motrizes que regem as interacgoes, de forma que o principal modo

de interacao depende diretamente da forga i6nica do meio.

9.1.1.3 A fisico-quimica da interacdo DNA-CLQ
e Baixa forga iénica ([Na] = 1 mM)

Diante do exposto na subsegao (9.1.1.2), o comportamento mecénico do complexo
DNA-CLQ em funcao das concentracoes de CLQ obtido em meio com baixa for¢a idnica
¢ o mais simples de interpretar, tendo em vista que possui comportamento semelhante
a complexos de DNA formados com moléculas tipicamente intercalantes sob o mesmo
regime entrépico de baixas forgas usado aqui nos experimentos realizados [175, 228].

O crescimento monotonico verificado no comprimento de contorno observado na
Fig. (9.6), é a principal caracteristica (considerada a "assinatura") do modo de ligagao
intercalante de um composto, sendo usado para extrair pardmetros de ligagao (fisico-
quimicos) da interagao [229, 230]. De maneira que o aumento da fragdo do comprimento

de contorno pode ser calculada em funcao de ©, assim:

LT
Lo

onde, L é o comprimento de contorno para uma dada concentragao do farmaco e Ly é o

0= (9.1)

comprimento de contorno do DNA nativo medido sem adi¢do do farmaco na amostra.

No caso de moléculas intercalantes, o aumento fracionario do comprimento de
contorno é diretamente proporcional a fragao do ligante ligado na dupla-hélice, de maneira
que essa fragao pode ser associada a uma isoterma de ligagao e, por consequéncia, a fisico-
quimica do complexo pode ser analisada [180].

Na secao (5.4) foi descrito o modelo de McGhee-von Hippel para o caso de ligantes
que ndo apresentam cooperatividade entre si. A isoterma de ligagdo do modelo, Eq. (5.25),
tornou-se nos tultimos anos o padrao ouro para analisar intercalantes, uma vez que capta
com precisao os efeitos de exclusao de vizinhos reproduzidos por estas moléculas ao inte-
ragir com o DNA [180, 231, 229]. Com isso, a isoterma de McGee-von Hippel pode ser
escrita em termos de ©, logo:

Chp

— N N_1
@c:7@+®” ©+9)

(9.2)

onde C e (), sdo, respectivamente, as fracoes de intercalantes e pares de bases do DNA
na amostra, v a fracdo entre o aumento do sitio de ligacao causado por um intercalante
e a distancia média entre pares de bases consecutivos (em geral, v ~ 1), K a constante
de ligagao de associacao e N o parametro de exclusao ou tamanho do sitio de ligagao, o
numero efetivo de pares de bases da dupla-hélice ocupados por um intercalante.

Ao calcularmos o valor de © para cada concentracao C' de CLQ, pudemos obter a
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FEC (Fig. 9.7) a partir dos dados obtidos na Fig. (9.6). De maneira que, no eixo y tem-se
a concentracdo C' e no eixo z os valores de ©, ajustados de acordo com a Eq. (9.2). Esse
ajuste pode ser observado na Fig. (9.7), de modo que a isoterma de ligagao corrobora os
dados experimentais obtidos, permitindo a determinacao dos parametros de ligacdo K e
N.

Sendo, constante de associagao da ligacio K = (3 x 10 5 M™!) e o tamanho dos
sitios de ligacado N = 2.2 4+ 0.1. Para ambos os parametros, estes resultados estao de
acordo com os valores tipicos verificados para maioria dos intercalantes sob condig¢oes
experimentais semelhantes [180, 232, 175].

O comportamento do comprimento de persisténcia do complexo DNA-CLQ medido
em baixa forga i6nica e observado na Fig. (9.4) é muito similar a outros intercalantes sob
as mesmas condi¢oes em experimentos de molécula tnica realizados no regime de baixas
forgas, i.e., no regime entrépico (< 5 pN) [175, 233]. Conseguimos de fato demonstrar que,
o comprimento de persisténcia de complexos DNA-intercalantes é fortemente dependente
da forga [228].
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Figura 9.7 — Fragdo do comprimento de contorno extraida dos dados experimentais em
baixa forga ionica, com © calculado para cada concentracdo de CLQ. A
linha tracejada em vermelho é o ajuste feito com isoterma de ligacao de
McGhee-von Hippel. Esse ajuste permite determinar dois parametros de
ligacao importantes: a constante de associacao da ligacao K e o parametro
de exclusao de vizinhos, também denominado tamanho do sitio de ligacao
N.

Estiramentos realizados sob regime entalpico, i.e., regime de altas forgas (> 5 pN)
de complexos DNA-intercalantes tende a desestabilizar sua estrutura, mesmo que seja
usada concentragoes baixas do intercalante, com isso, o comprimento de persisténcia apa-
rente tende a ser menor que o comprimento de persisténcia do DNA nativo. Por outro
lado, estiramentos realizados sob regime entrépico, i.e., regime de baixas forcas, mini-
mizam essa desestabilizacdo, de forma que os resultados do comprimento de persisténcia

obtidos neste regime tendem a coincidir com dados extraidos a partir de técnicas que
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nao usam forgas para medir esse pardmetro, como viscosimetria [234], microscopia de
fluorescéncia [235, 236], espalhamento dindmico de luz etc [233].

Tais técnicas combinadas com a espectroscopia de forca em regime entrépico, in-
dicaram que o comprimento de persisténcia aumenta de acordo com as concentragoes do
intercalante ligado, e uma possivel desestabiliza¢do do complexo DNA-intercalante ocorre
apenas em altas concentragoes, proximas a saturacao do intercalante ligado [175].

Em suma, os resultados obtidos em baixa forca idnica indicam fortemente que a
CLQ comporta-se como um intercalante classico, uma vez que os complexos formados com
o DNA apresentam comportamentos mecanicos e propriedades fisico-quimicas fortemente

compativeis com este tipo de interacao.
e Alta forga ibnica ([Na] = 150 mM)

O comportamento do complexo DNA-CLQ em alta for¢a ionica é mais complexo,
uma vez que a CLQ nao apresenta comportamento de um intercalante classico. Como ci-
tado na segao (5.5), a CLQ em meio com pH 7,4 apresenta-se majoritariamente como uma
molécula dicatonica (+2) [70]. A diferenga entre o comportamento complexo em baixa
forca ionica e alta forca ionica esta relacionada com a blindagem criada pelas interacoes
eletrostaticas, que sao pecas fundamentais na interacaio DNA-CLQ.

Tem-se duas interagoes eletrostaticas relevantes para este sistema: (a) atragoes
eletrostédticas entre moléculas dicatonicas de CLQ e o esqueleto de aguicar-fosfato (que
possui carga negativa) do DNA; e (b) a repulsdo eletrostética entre as moléculas de CLQ
em solugao, que dificulta a agregacao de moléculas CLQ-CLQ (formacao de dimeros) em
solugao ou ligadas a dupla-hélice.

Com o aumento da forca ionica, espera-se que a afinidade efetiva entre a CLQ e o
DNA diminua devido a reducao da atracao eletrostatica liquida, como consequéncia dos
efeitos de blindagem devido a elevada concentragao de contra-ions (Na™). Por outro lado,
para a agregagao de CLQ-CLQ), os contra-ions relevantes sao anions (Cl™) que aumentam
drasticamente. Desse modo, o aumento da forga ionica deve facilitar a agregagao de
moléculas CLQ-CLQ, aumentando a probabilidade de formar dimeros ou clusters de CLQ
de ordem superior ligados ao DNA. Devido as suas dimensoes, esses agregados nao podem
se comportar como intercalantes classicos, e pelo menos uma fracao deles deve se ligar a
dupla-hélice, de forma semelhante a um ligante de fenda. Portanto, os pontos apresentados
podem explicar as diferenga nos comportamentos do farmaco ao se alterar a forga ionica
do meio.

Outros tipos de ligantes exibem mecanismos de interacao com o DNA semelhantes
ao da CLQ. A Doxorrubicina, por exemplo, é um antibiético antraciclinico utilizado para
tratar varios tipos de canceres. Demonstrou-se que este farmaco em pH quase neutro é
monocationico (+1), tendo comportamento de intercalante classico em baixa forga ionicas,

ligando-se individualmente entre os pares de bases ao longo da dupla-hélice. Contudo,
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a Doxo em meio com alta forca ionica forma agregados de trés ou quatro moléculas
ao interagir com o DNA [175]. Outro exemplo é a Cisplatina, um agente alquilante
dicatiénico (2+), também usado em tratamentos quimioterapicos e que exibe o mesmo
comportamento da CLQ), intercalando-se entre os pares de bases em baixa forca ionica, e ao

aumentar a forga i6nica do meio, ha formagao de agregados ao longo da dupla-hélice [237].

9.2 Resultados - Eletroforese em gel

As amostras para os experimentos de eletroforese continham moléculas de DNA
pUC19, CLQ em diferentes concentragoes (0,5 uM, 1 uL, 1,5 pl, 3 pL, 5ul, 7 pul e 10
uL), GelRed e azul de bromofenol, como descrito na Tabela (7.3) e PBS como descrito
na Tabela (6.3). A mobilidade eletroforética dos complexos DNA-CLQ foi analisada em
gel com agarose a 1%. Cada corrida foi realizada em uma cuba horizontal com tampao
TAE sob diferenga de potencial de 60 V durante uma hora, como indicado na Fig. (7.6).

As imagens foram obtidas usando um transluminador UV, com excitacdo de luz
UV e um filtro passa-banda apropridado para coletar a fluorescéncia em (605 £+ 10) nm.
Nenhuma fluorescéncia significante proveniente do complexo DNA-CLQ (sem GelRed) ou
CLQ foi detectada nessa configuracao usando este comprimento de onda, situacao testada
antes dos experimentos. As analises das intensidades das bandas foram feitas a partir do
software livre ImageJ usando procedimento padrao [238, 239].

Os experimentos de eletroforese em gel de agarose foram realizados para com-
plementar e confirmar as conclusoes sobre as interagoes DNA-CLQ obtidas a partir dos
experimentos de pinca Optica. Essa comparacao é importante, pois a eletroforese em gel
de agarose ¢ uma técnica de multiplas moléculas, enquanto a pinga 6ptica é uma técnica
de molécula tnica (multiplas moléculas x molécula tnica).

Os resultados obtidos sdo apresentados na Fig. (9.8).
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Figura 9.8 — (a-b) Apresentam imagens dos géis obtidas em PBS [Na] = 1 mM e PBS
[Na] = 150 mM. A numeragdo abaixo de cada banda indica a concentracao
( uM) de CLQ testada. ¢) Média dos dados de ligagdo extraidos a partir
dos experimentos de eletroforese em gel. As linhas tracejadas indicam a
isoterma de ligacao McGee-von Hippel, de onde os pardametros de ligagao
que caracterizam as interacoes sao determinados.

A Fig. (9.8.a) apresenta imagem da matriz de gel de agarose contendo amostras
em meio aquoso com baixa for¢a i6nica [Na] = 1 mM, ao passo que a Fig. (9.8.b) apresenta
imagem da matriz de gel de agarose contendo amostras em meio aquoso com alta forga
ionica [Na] = 150 mM, ambas as imagens foram obtidas apds a corrida eletroforética.
A Fig. (9.8.c) mostra os dados de ligacao extraidos dos experimentos de eletroforese em
gel, sendo obtidos apds realizar a média de quatro experimentos independentes para cada
tampao, e as barras de erro foram estimadas como erro padrao dessas medigoes.

Nestas andlises, consideramos que a fracao de ligante ligado r (dado pela Eq. 5.7)
é proporcional a quantidade (1 - I/I,), onde (Iy) é a intensidade da primeira banda que
corresponde ao DNA sem o farmaco e (1) a intensidade das demais bandas que corresponde
aos complexos DNA-CLQ. Essa abordagem em primeira ordem é coerente, de modo que a
CLQ ao competir com o GelRed (Bis-intercalante usado nesses experimentos para corar o
DNA) diminui a intensidade das bandas. Os dados obtidos a partir dessas analises foram
ajustados com a isoterma de ligacio McGee-von Hippel (Eq. 9.2), de modo similar aos
dados da pinga éptica apontado na Fig. (9.7), observe que r ~ © quando v ~ 1, como

citado anteriormente. Os parametros de ligacao, constante de associagao da ligacao K e
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o parametro de exclusao de vizinhos, também denominado tamanho do sitio de ligacao

N extraidos nos experimentos sao apresentados na Tabela (9.1).

Tabela 9.1 — Parametros de ligacdo K e N obtidos dos experimentos de eletroforese.

Dados K(x10° M) N
Eletroforese/PBS [Na] = 150 mM 1.5£0.3 14+0,1
Eletroforese/PBS [Na] = 1 mM 28 +0.8 1.8 £ 0.1

9.3 Comparacao critica entre a cloroquina e hidroxicloroquina

Bazoni e colaboradores demonstraram que a HCLQ possui dois modos de interacao
com a molécula de DNA: (7) interagdo com a fenda menor que ocorre para concentragoes
menores que 5 M, (49) e intercalacdo que ocorre para concentragoes acima de 5 pM do
farmaco [240]. De maneira que estes resultados aparentam ser contraditérios com os ob-
tidos para CLQ em tampao PBS contendo [Na] = 150 mM descrito na subsegao (9.1.1.3).
A CLQ apresentou dois modos de interagao com a molécula de DNA em PBS [Na] = 150
mM: (i) intercalagdo para concentragbes menores que 1 uM, (i) e interacao as fendas
provavelmente formando agregados CLQ-CLQ ao longo da dupla-hélice para concentra-
¢oes acima de 1 uM. No entanto, uma pequena alteracao na estrutura quimica dos dois
compostos pode explicar a diferenga em seu comportamento.

Os dois farmacos possuem estruturas quimicas semelhantes, como pode ser ob-
servado na Fig. (9.9), sendo que a HCLQ apresenta um grupo hidroxila (-OH) no final
da cadeia lateral basica. O grupo -OH aumenta a solubilidade do composto em solugoes
aquosas, uma vez que este grupo molecular pode formar ligagoes de hidrogénio com a
agua, sendo a HCLQ mais hidrofilica que a CLQ [79].

Vale ressaltar que o estudo realizado por Bazoni e colaboradores [240] sobre a
interacao DNA-HCLQ usando a pinga 6ptica foi realizado nas mesmas condi¢oes experi-
mentais descritas nas subsegoes (6.3.1), (6.3.2), (6.3.3) e (6.3.6), usando meio aquoso com
alta forca idnica [Na] = 150 mM [240].
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Figura 9.9 — Estrutura molecular da cloroquina e hidroxicloroquina.

9.4 Discussoes dos resultados de Pinca 6ptica e Eletroforese em

gel

Os primeiros estudos relacionados a formacao do complexo DNA-CLQ apontaram
evidéncias de forte interacao entre essas moléculas em baixa forca idnica, especificamente
em pH 6,4 [144], e a diminui¢do da interagdo com o aumento da forga idnica [145]. Em
1966, Richard O’Brien e colaboradores publicaram um estudo indicando haver fortes
indicios que a molécula de CL(Q era um agente intercalante, propondo um tipo de interagao
bimodal com 0 DNA e também um modelo estrutural do complexo DNA-CLQ. A interacao
bimodal sugeria que um lado da estrutura molecular da CLQ ligava-se ionicamente aos
grupos fosféricos do esqueleto de agucar-fosfato através da fenda menor, de maneira que
essa ligacao estabilizava a dupla-hélice para nao haver quebra das ligagoes de hidrogénio
entre as bases nitrogenadas, enquanto que o anel 7-cloroquinolina intercalava-se entre os
pares de bases [241].

Em 1989, Kwakye-Berko e Meshnick publicaram um estudo apontando a relagao
da interacao DNA-CLQ com a forga ionica. De maneira que a medida que a forga ionica
aumentava, havia uma aparente diminuicao na afinidade da ligacdo. Neste trabalho,
os autores calcularam a partir dos dados obtidos com a técnica dialise de equilibrio os
parametros de ligagao, constante de associacdo K e tamanho dos sitios de ligacao N,
ajustando-os com o modelo de Scatchard para o meio sem NaCl e para o meio contendo
NaCl usaram o modelo de McGhee-von Hippel [242]. Embora os valores de K relatados
sejam proximos aos nossos, os valores de N nao sao, indicando sutilezas na agregacao
CLQ-CLQ dependendo das condi¢oes experimentais.

Como explicitado na se¢ao (2.1), a disseminagao sobre o uso da CLQ durante
a Pandemia da Covid-19 sem que houvesse comprovaciao da sua eficacia contra o virus

Sars-CoV-2 [63] alarmou a comunidade cientifica brasileira. A falta do medicamento nas
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farmacias devido ao uso indiscriminado [28] sem orientagao e acompanhamento adequados,
gerou uma série de preocupagoes no tocante aos efeitos colaterais provenientes do farmaco
a curto e longo prazo. Entidades como a Sociedade Brasileira de Cardiologia, Sociedade
Brasileira de Imunologia entre outras, publicaram notas de esclarecimento com os possiveis
danos que o farmaco poderia causar a satide sem que houvesse a real necessidade de seu
uso [29, 30].

Compreender a nivel molecular os efeitos que um farmaco pode causar a molé-
cula de DNA é de grande relevancia cientifica. Pois o estudo sobre estas interagoes tem
consequéncia direta na orientacao de uso e tipos de tratamentos que podem ser realizados.

Com o uso da técnica de molécula tnica é possivel avaliar de maneira direta a
interacao de um ligante com a molécula de DNA, haja vista que todas as alteragoes nos
parametros mecanicos e propriedades fisico-quimicas sao avaliadas em uma tinica molécula

por experimento. Visto que os parametros de ligacdo apresentam menor varia¢ao no erro.

Tabela 9.2 — Parametros de ligacao K e N obtidos dos experimentos de eletroforese e
pinga oOptica.
Dados K(x10° M) N
Eletroforese/PBS [Na] = 150 mM 1.5+ 0.3 14+£0,1
Eletroforese/PBS [Na] = 1 mM 28 £0.8 1.8 £0.1
Pinga éptica/PBS [Na] = 1 mM 3.0+ 1.0 22+0.1

Para baixas forcas i6nicas ([Na]= 1mM, [Cl] = 0), as moléculas de CLQ intercalam-
se individualmente entre os pares de bases do DNA, de maneira que, o farmaco comporta-
se como um intercalante classico. Por outro lado, em altas for¢as i6nicas ([Na] = 150
mM, [C]] = 140 mM), a probabilidade de agregagao CLQ-CLQ na dupla-hélice aumenta,
formando estruturas que se ligam parcialmente fora da dupla-hélice.

Observe que os parametros de ligacao obtidos para a interacdo DNA-CLQ em baixa
forga idnica ([Na] = 1 mM), com duas técnicas diferentes, eletroforese em gel (multiplas
moléculas) e pinga éptica (molécula tnica) concordam muito bem (Tabela 9.2). Por outro
lado, em alta forca idnica ([Na] = 150 mM), os resultados obtidos através da eletroforese
mostram que a constante de associagao K e o tamanho do sitio de ligacao N da interacao
diminuem ligeiramente com o aumento da forga idonica. Essa variagdo em K para [Na] =
150 mM sugere que a CLQ passou a apresentar um mecanismo de interacdo que desvia
da intercalacao classica, pois o valor do parametro N obtido foi muito pequeno, sendo
que, a intercalacao classica ocorre comumente em sitios de ligacao com tamanhos de ~
2 e ~ 4 [180, 243]. Tal conclusdo também corrobora com os resultados obtidos na pinga
6ptica para [Na] = 150 mM, onde o comportamento dos pardmetros, especificamente, o
comprimento de contorno (L) é diferente do esperado para intercalantes classicos.

A partir dos resultados obtidos através da técnica de pinga Optica, vimos que a
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CLQ interage fortemente com a molécula de DNA, contudo, os detalhes intrinsecos da
interacao dependem estritamente da forca ionica do meio. O farmaco nao s comporta-
se como um intercalante classico em baixas forcas ionicas, mas também apresenta outro
possivel modo de ligagao além da intercalagdo em alta forca idnica, interagindo com o
DNA possivelmente através das fendas maior e menor da dupla-hélice, resultados estes
que foram reforcados com a eletroforese em gel. E importante ressaltar que todas as
medidas extraidas na pinga éptica foram realizadas no equilibrio quimico, com tempo
de reagdo (> 30 minutos), para que o complexo DNA-CLQ pudesse entrar em equilibrio
na solugao, de forma que o comportamento nao monotonico dos parametros nao fossem
consequéncias de rearranjos transitorios em diferentes modos que as vezes sdo encontrados
ao realizar estudos cinéticos [244].

Quanto a comparagao critica entre a CLQ e HCLQ, sabemos que compostos in-
tercalantes tendem a ser moléculas hidrofébicas, que penetram entre os pares de bases
adjacentes do DNA e permanecem dentro da dupla-hélice devido a uma combinacao de
forgas motrizes como atracao eletrostatica, empilhamento 7-7 e interagoes hidrofébicas.
Assim, a hidrofobicidade de uma molécula é reduzida por algum meio, por exemplo, adi-
¢do de um grupo hidrofilico como -OH pode diminuir a sua afinidade para intercalar a
dupla-hélice, favorecendo outro possivel modo de ligagao. De maneira que verificou-se de
fato este comportamento ao comparar os resultados dos experimentos com os dois farma-
cos: enquanto a HCLQ se liga ao esqueleto de aguicar-fosfato e intercalar-se apenas em
concentragoes mais elevadas, proximo a saturagao do primeiro modo de ligacao preferen-
cial; a CLQ apresenta comportamento oposto, sendo a intercalacdo o primeiro modo de
ligacao preferencial.

Comportamento esse que também ¢ similiar com os farmacos doxorrubicina e dau-
nomicina, que diferem entre si apenas pelo grupo -OH em sua estrutura. Em trabalhos
anteriores, para alta forga idnica ([Na] = 150mM), a doxorrubicina apresenta o tamanho
dos sitio de ligagdo ~ 4,8 [175], enquanto a daunomicina para o mesmo parametro é ~
3,3. Estes resultados sugerem que a daunomicina, que nao apresenta grupo -OH tera mais
moléculas intercaladas que a doxorrubicina para duas moléculas de DNA idénticas, cada
uma saturada com um tipo de farmaco.

Em uma comparagao entre CLQ e HCLQ, o grupo -OH presente na HCLQ tende a
diminuir a afinidade do farmaco em intercalar na dupla-hélice do DNA. Comportamento
de fato observado ao relacionar os estudos das interagoes DNA-HCLQ [240] e DNA-CLQ

realizados neste trabalho.
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9.5 Avaliacdo da viabilidade celular

951 Ensaiode MTT

Para verificar a toxicidade da CLQ sobre células saudavéis em cultura, foi realizado
o ensaio de citotoxicidade descrito na secao (8.3).

No ensaio de reducao de MTT ¢é possivel observar a alteragao da coloragao roxa
de acordo com o aumento da concentragdo da CLQ (Fig. 9.10). Os dados experimentais
foram obtidos a partir de tri e quadruplicatas, e entao calculada a concentracao inibitoria
média (IC5).

Variadas concentragoes da CLQ foram usadas (0.25 uM; 0.5 uM; 1.0 uM; 2.5 pM;
5.0 uM; 10.0 pM; 12.5 puM; 25.0 pM; 50.0 uM) durante o tratamento das trés linhas
celulares.
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Figura 9.10 — Resultado do ensaio de MTT apds tratamento com variadas concentragoes
de CLQ. Os pogos do grupo controle C(+) contem apenas células e meio
de cultura; os pogos do grupo controle C(-) ndo contem células ou farmaco,
apenas meio de cultura.

Muitos farmacos expressam seus efeitos bioldgicos através de inibi¢bes enzimaticas
e o estudo dessas inibigoes é um componente essencial para compreender o mecanismo da

acao dos farmacos e outros compostos, tanto in vitro quanto in vivo [245].

9.5.2 Determinacdo da viabilidade celular e concentracdo inibitéria - CLQ

A concentragao inibitéria média (ICsp) indica a concentragdo minima necessaria
para reduzir em 50% a viabilidade celular, sendo assim uma medida de poténcia [225]. A
viabilidade celular em cada linhagem mostra o grau de citotoxicidade do farmaco. Cada
linhagem apresentou uma resposta celular distinta apés o tratamento com a CLQ. As
figuras (9.11), (9.12) e (9.13) apontam essas diferencas.

Importante ressaltar que, as barras representam os valores médios e desvio padrao
de quatro experimentos independentes, e os asteriscos representam diferencas estatisticas

entre os grupos controle e os grupos tratados.
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Figura 9.11 — Viabilidade celular da linhagem melan-a apés tratamento com a CLQ.

A partir do ensaio citotéxico obteve-se o valor da concentracao inibitéria média
para a linhagem melan-a, sendo 1C59 = 3.6 uM (Fig. 9.11). Evidenciando assim a toxici-

dade do farmaco em concentragoes abaixo de 4 pM nesta linhagem.
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Figura 9.12 — Viabilidade celular da linhagem Vero apods tratamento com a CLQ.

O ensaio de citotoxicidade com a linhagem Vero apresentou o valor da concen-
tracao inibitéria média IC5y = 9.6 uM (Fig. 9.12). Demonstrando menor suscetibilidade
ao farmaco em concentragoes proximas de 10 pM. Resultado corroborado por Rossi e

colaboradores [246] ao analisar a replicacdo dessa linha celular apés tratamento com a

CLQ.
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Figura 9.13 — Viabilidade celular da linhagem HEK-293 apés tratamento com a CLQ.

Por fim, o resultado dos ensaios citotoxicos apresentou dois valores distintos para
concentragao inibitéria média IC5o = 1.9 uM e IC59 = 7.5 uM (Fig. 9.13). De acordo com
a literatura, este fendmeno é conhecido como efeito hormético, i.e., um comportamento
bifasico na curva dose-resposta.

A hormese ou efeito hormético é um fenémeno da relacdo dose-resposta, ocorre
quando um organismo é submetido a diferentes concentracoes de um farmaco ou com-
posto e apresenta dois tipos de resposta bioldgica, sendo um estimulatério e outro inibi-
tério [247].

9.5.3 Determinacao da viabilidade celular e concentracdo inibitéria - HCLQ

Para verificar a toxicidade da HCLQ sobre células saudavéis em cultura, foi reali-
zado o ensaio de citotoxicidade descrito na secao (8.3). Variadas concentragoes da HCLQ
foram usadas (0.25 pM; 0.5 pM; 1.0 pM; 2.5 pM; 5.0 pM; 10.0 pM; 12.5 pM; 25.0 puM;
50.0 uM) durante o tratamento das trés linhas celulares.

Importante ressaltar que, as barras representam os valores médios e desvio padrao
de quatro experimentos independentes, e os asteriscos representam diferencas estatisticas

entre os grupos controle e os grupos tratados.
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Figura 9.14 — Viabilidade celular da linhagem melan-a apés tratamento com a HCLQ.

A partir do ensaio citotéxico obteve-se o valor da concentracao inibitéria média
para a linhagem melan-a, sendo 1C5y = 3.5 uM (Fig. 9.14). Evidenciando assim a toxici-

dade do farmaco em concentragoes abaixo de 4 uM nesta linhagem.
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Figura 9.15 — Viabilidade celular da linhagem Vero apds tratamento com a HCLQ.

O ensaio de citotoxicidade com a linhagem Vero apresentou o valor da concentracao
inibitéria média 1C5y = 7.6 uM (Fig. 9.15). Demonstrando menor suscetibilidade ao

farmaco em concentragoes préoximas de 8 pM.
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Figura 9.16 — Viabilidade celular da linhagem HEK-293 apds tratamento com a HCLQ.

Por fim, o resultado do ensaio citotdxico apresentou apenas um valor para concen-
tragao inibitéria média IC5o = 7.1 pM (Fig. 9.16).

9.6 Discussoes dos resultados de Viabilidade celular

Como vimos na segao (8.2) do capitulo 8, o uso de testes in vitro para avaliar a
toxicidade de compostos foram estabelecidos a partir da cultura celular [214]. Um dos
indicadores mais importantes da avaliacao biologica de um sistema in wvitro é a citoto-
xicidade [213]. A fim de verificar a citotoxicidade dos farmacos cloroquina e hidroxiclo-
roquina, foram usadas trés linhagem celulares oriundas de diferentes espécies, a Vero,
melan-a e HEK-293 que apresentaram comportamentos distintos apés tratamento com os
dois compostos.

A melan-a, é uma linhagem de melandcitos nado tumorigénicos de murina [194], que
apos tratamento com diferentes concentracoes de CLQ e HCLQ apresentaram valores de
ICs = 3.6 uM e 3.5 uM respectivamente, sendo possivel verificar a toxidez dos farmacos

em baixas concentragoes (Fig. 9.17).



Capitulo IX. Resultados e discussides 91

a) b)
125+
_— = 1004
E ]
3 2 .
3 ™ S
o @ Ex
T 50 T so- B
g 2
= 254 . =
$ . . © .
o : ”T"':F' . = B P
F PPN N S N N . YR S W NN
LR R R o o
B A e A T e By T LN S A A A L LR

Figura 9.17 — Viabilidade celular da linhagem melan-a ap6s tratamento:(a) CLQ e (b)
HCLQ.

Por ser uma linhagem oriunda de melandcitos [191], estudos demonstram a forte
interagao entre a CLQ e melanina [248, 249], assim como a HCLQ e melanina [79]. A
melanina é o pigmento responsavel pela coloracao da pele, cabelos e olhos, além de oferecer
fotoprotecdo ao organismo absorvendo luz ultravioleta [250]. Tanto a CLQ quanto a
HCLQ sao usadas no controle de doencas autoimunes como artrite reumatoide e lipus
eritematoso [83, 251]. Um dos efeitos colaterais mais comuns da CLQ e HCLQ devido ao
uso prolongado ¢ a retinopatia!, haja vista que o epitélio pigmentar da retina é formado
por melandcitos [79], além de hiperpigmentagio, miopatia e reagdes cutdneas [252].

A linhagem Vero, oriunda de células renais de primata [197] apresentou valor de
ICs0 = 9.6 uM ap6s tratamento com a CLQ e IC5qg = 7.6 uM apods tratamento com a
HCLQ (Fig. 9.18).
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Figura 9.18 — Viabilidade celular da linhagem HEK-293 apés tratamento:(a) CLQ e (b)
HCLQ.

Esses dados indicam maior toxidez da HCLQ em relagao a CLQ nessa linha celular,
contudo, a literatura apresenta a HCLQ sendo 40% menos toxica em modelos animais [253]

que a CLQ. Rossi e colaboradores [246] realizaram um estudo para comparar os efeitos

! Danos dos vasos sanguineos presentes na retina [79].
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da CLQ em células Vero (grupo controle) e células MCF-7 (grupo tratado), constantando
um crecimento da viabilidade do grupo controle e diminui¢ao da viabilidade do grupo em
tratamento para a mesma concentraciao? de 1,56 mg/L (3,02 M), ao aumentar a concen-
tracao da CLQ durante o ensaio, observou-se um comportamento oposto, diminuicao da
viabilidade do grupo controle e aumento da viabilidade do grupo em tratamento.

Por fim, a linhagem HEK-293 oriunda de células renais humanas [202], demonstrou
ser mais sensivel a CLQ que HCLQ. O resultado dos ensaios citotéxicos apresentou dois
valores distintos de IC5p = 1.9 uM e 7.5 uM apds tratamento com a CL(Q). Contudo, a li-
nhagem nao exibiu a mesma resposta celular apds tratamento com a HCLQ, apresentando
valor de 1C59 = 7.1 uM (Fig. 9.19).
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Figura 9.19 — Viabilidade celular da linhagem HEK-293 ap6s tratamento:(a) CLQ e (b)
HCLQ.

O comportamento observado na linhagem HEK-293 apds tratamento com a CLQ
¢é conhecido como efeito hormético e esta diretamente relacionado com o aumento da con-
centragao do farmaco [254]. Ao apresentar dois valores de IC5g, em concentragoes abaixo
de 2.0 uM causaram um efeito estimulatério, ou seja, crescimento de células vidveis, ao
aumentar a concentragao (> 5.0 uM) houve um efeito inibitério, diminuindo a viabilidade
celular. O comportamento hormético induzido pela CLQ foi objeto de estudo realizado
por Calabrese e colaboradores em 2021 [254]. Ao analisar diversas pesquisas com células
tumorais e ndo tumorais, células neuronais, células infectadas etc., observaram um ntimero
substancial de modelos experimentais que demonstravam o comportamento hormético in-
duzido pela cloroquina. Devido a esses fatores ha necessidade de cuidados ao utilizar o
farmaco, especialmente no contexto em que varios individuos fazem uso da CLQ.

Um possivel causador do efeito hormético induzido pela CLQ seja a mistura racé-
mica da qual o fairmaco é composto [254]. Como apresentado na segao (2.3), a mistura
contém uma razao equivalente das formas R(-)cloroquina e S(+)cloroquina (Fig. 2.2), ape-
sar de ser uma mistura opticamente inativa, os enantiomeros apresentam diferencas em

suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, além de exibir efeitos biolégicos

2 O autor cita como menor concentragio 1,56 mg/L e maior concentragio 50 mg/L [246].
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e terapéuticos distintos [83]. Vale ressaltar que o enantidmero S(+)cloroquina é preferen-
cialmente excretado pelos rins, se comparado com o enantidbmero R(-)cloroquina. Devido
a insuficiéncia renal associada a familia 4-aminoquilina, é possivel que o enantidomero
S(+)cloroquina seja mais téxico em humanos que o enantiémero R(-)cloroquina [79].

Os valores de ICyy tiveram variacao entre 1.9 uM e 9.6 uM, dependendo do far-
maco, mas especialmente da linhagem celular. Os resultados obtidos para cada condi¢ao

especifica sdo mostrados na Tabela (9.3).

Tabela 9.3 — Valores de IC5y em yM da CLQ e HCLQ obtidos em trés diferentes linhagens

celulares.
Linhagem celular CLQ HCLQ
Melan-a 3.6 + 1.6 3.5+ 1.0
Vero 9.6 +£2.4 7.6 £ 2.3
HEK-293 19+69e75+60 7.1+6.9

Observamos que as trés linhagens celulares foram mais sensiveis a hidroxicloro-
quina que ao difosfato de cloroquina, apresentando valores menores de 1Cs, para a HCLQ),
embora dentro das barras de erro experimentais. E importante ressaltar que os efeitos
toxicos destes farmacos observados em linhagens celulares distintas pode ser uma caracte-
ristica geral, uma vez que as células analisadas sao oriundas de espécies diferentes e todas
demonstraram alta sensibilidade ao tratamento com a CLQ e HCLQ.

Contudo, as relagoes dose-resposta desconhecidas de ambos os farmacos, a nao
definicao de uma dose minima eficiente e quais doses sdo téxicas representam um desafio
para pratica clinica [34]. Haja vista que grande parte das pesquisas abordam a agdo dos

farmacos in vitro e in vivo com modelos animais.
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X Conclusoes

O uso de um tnico farmaco para tratamento de diferentes patologias é habitual
na area da saude, um exemplo a ser dado é a cloroquina. A CLQ foi desenvolvida para
tratar pacientes infectados com malaria e em seguida passou a ser usada para controle
de doengas reumaticas autoimunes. Devido a acao farmacoldgica da CLQ, varios testes
usando células infectadas com diferentes tipos de virus foram realizados, constatando-se
sua eficiéncia in vitro [70]. Um dos estudos aponta a CLQ como potencial farmaco para
tratar pacientes infectados pelo SARS-CoV-1 [6], tornando-se base para novas pesquisas
que tinham como finalidade combater o SARS-CoV-2 em 2020 [255]. Muitos farmacos
tem como caracteristica a interacdo com a molécula de DNA, e compostos que possuem
esse aspecto sao comumente usados no tratamento de neoplasias malignas, como é o caso
da doxorrubicina [175].

Neste trabalho, o objetivo principal era compreender o mecanismo de interagao
da CLQ com a molécula de DNA. E importante frisar que a motivagio para estudar
o complexo DNA-CLQ surgiu devido a ampla disseminagdao e uso do farmaco contra
o SARS-CoV-2, virus causador da pandemia da COVID-19. Com isso, ao revisar os
estudos existentes sobre a interacdo DNA-CLQ, observamos que estes apontavam a CLQ
como molécula intercalante apenas em meio com baixa forga i6nica [157, 146, 145]. Para
tornar esse trabalho mais robusto, além de realizar ensaios de molécula unica usando a
pinca Optica, fizemos ensaios de redugado de MTT em trés diferentes linhagens celulares
para analisar o nivel de citotoxicidade da CLQ. De forma que esta tese possui duas
analises distintas do farmaco cloroquina, uma a nivel molecular e outra a nivel celular.
A interagao molecular da CLQ com o DNA, estudada a nivel de molécula tinica com uso
da pinga 6ptica e complementada com a técnica eletroforese em gel de agarose (multiplas
moléculas), assim como os efeitos diretos do farmaco sobre diferentes linhagens celulares,
avaliando sua citotoxicidade.

A partir dos ensaios de pingamento 6ptico, observamos que a CLQ interage for-
temente com o DNA, mas os detalhes intrinsecos do mecanismo de ligacao dependem
fortemente da forca ionica do meio circundante. Em meio contendo baixa baixa forga
ionica [Na] = 1 mM, a CLQ tem como principal modo de interacao a intercalagdo. Ao
passo que em meio com alta forga i6nica [Na] = 150 mM, o farmaco apresenta outro modo
de ligacao possivel para além da intercalacdo, a interagao com as fendas do DNA, sendo
este o principal modo de interacao.

De modo que o comportamento intercalante da CLQ em baixa forca ionica foi
observado, fato que é corroborado por estudos anteriores. Ao passo que em alta forca
ionica também ha comportamento intercalante, entretanto, o principal modo de interacao

possivel é a ligacdo as fendas do DNA. O comportamento bimodal da CLQ em meio
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contendo alta forca i6nica ainda nao havia sido observado, sendo anteriormente descartada
a possibilidade de interacdo com a molécula de DNA em meio com alta forca ionica.
Também foi possivel extrair os pardmetros de ligacao K e N do complexo DNA-CLQ
com elevada precisao, haja vista que o uso da técnica de pinga Optica permitiu analisar o
comportamento do DNA ao ser exposto a variadas concentragoes de CLQ.

Com os dados obtidos com a técnica de eletroforese em gel de agarose, foi possivel
observar a diminuicao da intensidade relativa de fluorescéncia das bandas de DNA ao in-
teragir com a cloroquina em meio contendo [Na] = 1mM, porém, em meio contendo [Na
= 150 mM verificou-se que nao houve o mesmo comportamento. Ao comparamos com os
resultados obtidos nos ensaios de pinca Optica, constatamos que o uso de técnicas dife-
rentes (molécula tnica X multiplas moléculas) observou-se o comportamento semelhante
da CLQ.

Em relacao aos resultados dos ensaios de reducao de MTT, demonstrou-se que a
CLQ apresenta elevada citotoxicidade para as trés diferentes linhagens celulares testadas:
Vero, Melan-a, e HEK-293. Contudo, apenas a linhagem HEK-293 apresentou dois valores
de concentracao inibitoria média (ICsp),0 comportamento observado na linhagem HEK-
293 é denominado comportamento hormético e de acordo com Calabrese, a CLQ induz a
hormese [254].

No que se refere a comparagao critica descrita na segao (9.3), os resultados obtidos
para CLQ em ambos os niveis foram comparados com os equivalentes obtidos para a
HCLQ. Os dois farmacos sao intercalantes, porém, a CLQ) apresenta modo principal de
intercalacdo em baixa forca ionica e, como relatado por Bazoni e colaboradores [240],
a HCLQ apresenta intercalagdo em alta forca idnica. Em relagdo a citotoxicidade dos
farmacos, a literatura apontar menor toxicidade da HCLQ em relacao a CLQ, contudo,
ambos os farmacos mostraram uma citotoxicidade elevada e semelhante, provavelmente
relacionada a forte afinidade pela molécula de DNA.

Concluimos neste trabalho que o farmaco cloroquina possui dois possiveis modos
de interacao com a molécula de DNA em meio com alta forca i6nica, o de intercalacao entre
os pares de base e o de ligagao as fendas, sendo o segundo o principal modo de interacao.
Quanto ao nivel celular, a CLQ apresenta alta citotoxicidade, e comportamento hormético

sendo observado apenas na linhagem celular HEK-293.
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APENDICE A - Passeio aleatério

1.1 O passeio aleatério em uma dimensao

Nesta se¢ao, estudaremos brevemente o modelo de passeio aleatério em uma di-
mensao, cuja generalizacado para mais dimensoes serd dada no Apéndice (1.2) [130, 131].
Para definir o modelo, imaginemos uma particula que se mova de forma erratica
em um reticulado unidimensional, de espacamento Ax = 1, a cada passo saltando para a

esquerda com probabilidade p e para a direita com probabilidade (1 — p) [256, 131]. Em
1
29
numero de trajetorias compostas por N passos e que terminem na posicao z é dada por:

um passeio sem sentido preferencial, p = 3, sendo este o caso que nos interessa [130]. O

NI

W(N,z) = Wa

(1.1)

onde N, ¢é o nimero de passos para a direcao em que x cresce e N_ é o nimero de passos

na direcao em que x decresce, ambos respeitando

Visto que x = N, — N_, podemos ainda usar a condicao de normalizacao, dada pela

Eq. (1.2), afim de se eliminar a dependéncia em N, e N_. Com isto, a Eq. (1.1) se torna:

N!
()

Como o ntimero total de trajetérias contendo N passos é de 2V, a probabilidade de uma

W(N,z) =

(1.3)

dessas trajetorias terminar a uma distancia x da origem é:

_ W(N,z) N!
) ()

2

Podemos modificar ainda a Eq. (1.4) levando-se em conta que:

(= () (3 ) 15

(N_x)!: (3) (1.6)

L(F 1)

Com estas modificages, tomando-se o logaritmo natural de ambos os lados da Eq. (1.4)

e com algumas manipulacoes algébricas, obtemos:
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W (N, ) N! 1+ 2
In (2N> =In (W) — > In (1—1—2(1]\,_1)) . (1.7)

Para N > 1, podemos usar In (1 + z) ~ x na Eq. (1.7), obtendo:

WV N a2
In <2N> =1 (21\7 (ﬂ)! (g)') 5N (1.8)

2

s.
I Mwm
[}

Aqui, usamos o fato de que

° 1
=t (1.9)
i=1 2
Tomando-se o exponencial da Eq. (1.8), obtemos:
N! 22
P(N,z) = ——~——F—¢€ 2~ (1.10)

()
N
Usando-se agora a aproximagao de Stirling N! ~ 27N (%) , obtemos finalmente a

aproximacao gaussiana:

2 22
P(N,z) = \/%_Ne

Contudo, a Eq. (1.11) foi obtida para x e N pertencendo ao conjunto {0,1,2...} e si-

‘ 8

N
2|

(1.11)

multaneamente par ou impar, caso contrario, P(N,z) = 0 [130]. Ainda assim, podemos
utilizar a Eq. (1.11) como uma densidade de probabilidades. Com esta finalidade, defi-
nimos P(N,x)dx como a probabilidade de encontrarmos uma trajetéria que finalize no
intervalo (:c — %‘”, x+ %’3) apés N passos. Assim, podemos integrar a Eq. (1.11) e aplicar

o fator de normalizagdo adequado, obtendo assim:

1 2

8

P(N,x) = e 2N, 1.12
W= Jaew (142
Vale notar também que (¥?) = N e, como (z) = 0, temos a varidncia 02 =
(x?) — (x)? = (2*). Com isto, podemos representar P(N,x) como:
1 _ e
P(N,z) = ————e 2%, (1.13)

o (2?)

que é uma forma mais usual.
De uma maneira geral, podemos imaginar um passeio aleatério cujo comprimento

de passo seja b, resultando em (2%) = b?N e, consequentemente, o2 = b?N.
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1.2 O passeio aleatério em mais dimensoes

Um passeio aleatério em um espago de dimensao np > 1, no qual nao haja sentido
e nem dire¢ao preferenciais, podemos generalizar o Apéndice (1.1) de uma forma simples,
visto que podemos enxergar o passeio multidimensional como um conjunto de passeios
aleatérios independentes [130, 256, 131]. Assim, um passeio em n dimensoes formado
por N passos de comprimento b findard em uma posicao representada pelo vetor R com
probabilidade:

PnD<N7 é)dxlde e d&?n = PlD(N,Qil)PlD(N, ZZ'Q) oo P1D(N7 .T}n)dl'ldl'z e d&]n, (114)
onde
— nD
R=Y wis (1.15)
i=1

Mais uma vez, como no cado unidimensional,

(R) =0 (1.16)
(R?) = %@ = b’N. (1.17)

i=1
Vale notar que R? representa aqui o quadrado do modulo de R.
Como cada um dos passeios aleatorios unidimensionais contribui igualmente para
a soma na Eq. (1.17), por seguirem a mesma distribuigdo de probabilidades Pip (NN, ;)
[130, 131], resulta que

1

1
(x7) = E(R?> = EbQN (1.18)
para ¢ < np. Com isto, podemos escrever:
np _nDj;?
PlD(N,,flfi) = 27T<é2>€ 2(R%) | (119)
Visto que P, (NV, é) =I12 P, (N, z;), temos que:
S np  _pf
P, (N,R) = ——e AR (1.20)
P 27 (R?)

Em coordenadas polares, podemos encontrar a probabilidade total de uma configuracao

polimérica ser encontrada com um vetor R cujo médulo R possua valor num intervalo
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(R— 4, R+ ) [130):

v

P(R) = 47 R*P(R). (1.21)
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APENDICE B — Relacio entre a funcio de
particao e funcao de correlacao do modelo
Kratky-Porod

O desenvolvimento matematico referente a Eq. (4.18) relacionada a fungio de

particao do modelo Kratky-Porod, é dada por:

N-1
7 = (2n)Nt U dvyseny exp(frocosy)
Fazendo-se w = frgcosy, temos dw = —frgsenydy. E assim, com senydy =
—dw/ Bk, torna-se a integral entre colchetes:
™ 1 —Bro
{ / d~ysen~y expﬁfiocosry} = —— / dwe®
0 Bro Jro
1 Bro
= — / dwe”
Bro J—pro
2
= —— senh 2.1
G senh(kg) (2.1)
Onde,
A N-1
Z = | —— senh 2.2
(i senn() | 22)

Agora, da Eq. (4.18), vemos que cada cada um dos segmentos ~y; sao variaveis

independentes e igualmente distribuidas, visto que:

Z{’yl”yz’”"’yN—l} = Z’YUZ’Yz"'Z’YN—1
= Zy ! (2.3)

Da Eq. (2.3), podemos inferir que a probabilidade conjunta P(vi,--- ,yy_1) pode

ser decomposta em p(7y1) - -+ p(yn—1), levando a:
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(22 : IEz’+s> = (cos(7is))

= (Re {emp [J (Vi + Yigr + -+ 7i+s)} }>

S

— Re< H "Yi+k>

= Re{]J(e7)
= Re [ cosy) + j(senv)}s (2.4)

—

w

Tendo em vista que o custo energético de v = 0 é minimo, enquanto que o custo
enérgetico de y=7 é maximo, vemos que (cosy) # 0 (vide interpretacao da Eq. (4.16)).
Por outro lado, conformagoes com y=40¢ possuem a mesma energia e, portanto, a mesma
probabilidade, resultando em (seny ) = 0.

Com isto,

>

(fi - fivs) = (cos7)®
= exp {In{cosy)’}
= exp {—s ln(cos*y)’l} (2.5)

Agora, basta-nos calcular (cosy ):

2 T eﬁNOCOS"/
(cosy) = / / cosy senydyde
o Jo Z

Y

2 s
= Z—W / cosy exp{Brocosy fsenydry (2.6)
y 0

Fazendo-se x = frgcosy, enquanto z(y = 0) = Brg e z(y = 7) = — Ko, temos:
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2w [—Bro g —dzx
(cosy) = =

Zy Jors  Bro © \ Bro
_ 8;0%
_ a(;ﬁo) In [;;rosenh(ﬁﬁo)]
— a(;ﬁo) {In 47 + In senh(Bro) — In (Bro)}

cosh(fky) 1

senh(Bro)  Bro

1

{1} o

A

e Calculo da funcio de correlacao (fy, - £,,)

Afim de calcularmos (. - t,,,), orientemos o eixo z de um sistema de coordenadas

esféricas na dire¢do de um vetor unitario (¢;) com k < ! < m, de modo a termos:

(th - tm) = (€Nt COSPLSENYyr COSPy,
+  senyysengkseni),,;sene,,
+ COSY COSYpn1)

Aqui, ¢y é o angulo formado entre thet e ¢n € o angulo formado entre py (a
projecdo de t no plano xy) e o eixo z.
Como ¥y e 1,y sdo estatisticamente independentes, visto que trata-se de uma

cadeia ideal, bem como os angulos ¢ e ¢,,, temos:

(tr-tm) = (senty)(cosdy) (senthy) (cosgy,)
+  (senty) (sengk) (sent),,;) (seng,, )
+ (costhr) (cOoSWn)

Agora, como os angulos polares ¢ sdo equiprovaveis, temos (seng) = (cos¢) = 0,
resultando em (f - £,,) = (coswy)(cost,,). Contudo, podemos estabelecer | = k + 1,
resultando em (fy - £,,) = (cos){cos, x11), onde ¥ = by, k11 para qualquer k.

Agora, da defini¢do do produto escalar, vemos que (costy, ,+1) ¢ justamente a

definicao de (fk . fm), de forma que podemos escrever:
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Utilizamos | m — k | para enfatizar que o importante é a distdncia absoluta entre

os vetores unitarios k e m. Com isto,

(e tm) = (cosy)m
= exp {ln(cos@""’k'}
= eap{|m—k | (~1)In((cost’)) |
= exp{— |m —k | ln((cos¢>_1)}

B |m—Fk |
= exp{—bA} (2.8)

Onde A = WIM ¢ o comprimento de persisténcia [257].
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ABSTRACT: Chloroquine (CLQ) and hydroxychloroquine (HCLQ) are compounds largely
employed in the treatment of various human diseases for decades. Nevertheless, a number of
intrinsic details concerning their mechanisms of action, especially at the molecular level, are
still unknown or have presented controversial results in the literature. Using optical tweezers,
here, we investigate at the single-molecule level the molecular mechanism of action of the drug
CLQin its intrinsic interaction with the double-stranded (ds)DNA molecule, one of its targets
inside cells, determining the binding modes and the physicochemical (binding) parameters of
the interaction. In particular, we show that the ionic strength of the surrounding medium
strongly influences such interaction, changing even the main binding mode. In addition, the
cytotoxicity of CLQ against three different cell lines was also investigated here, allowing one to
evaluate and compare the effect of the drug on the cell viability. In particular, we show that
CLQis highly cytotoxic at a very low (a few micromolar) concentration range for all cell lines
tested. These results were rigorously compared to the equivalent ones obtained for the closely

related compound hydroxychloroquine (HCLQ), allowing a critical comparison between the action of these drugs at the molecular

and cellular levels.

B INTRODUCTION

Although scientists and the pharmaceutical industry have
discovered and synthesized a number of efficient drugs to treat
human and animal diseases over the past decades, important
peculiarities concerning the molecular mechanisms of action of
many of these drugs remain unknown, especially with respect
to the intrinsic interactions of such compounds with cellular
components like proteins and nudleic acids.

Chloroquine (CLQ) and hydroxychloroquine (HCLQ) are
compounds largely used in malarial treatment. Besides that,
they are also used to treat autoimmune diseases such as lupus
erythematosus and rheumatoid arthritis.'™ In early 2020,
some studies proposed that these antimalarials agents could be
an alternative in tackling the COVID-19 pandemics.””
Nevertheless, their use for this purpose is no longer
recommended by the World Health Organization (WHO)
since they offer a high risk of adverse effects and, in addition,
their antiviral effects have not been demonstrated in clinical
trials.’

In fact, CLQ and its derivative HCLQ, which was
synthesized with the purpose to reduce the cytotoxicity of
the former,” present a wide range of side effects that can be
explained by their action upon neural and cardiac cells, where
low concentrations of these molecules cause the inhibition of
important ionic channels.”™*® In addition, previous studies
have shown that both CLQ and HCLQ can directly interact

© XXXX American Chemical Society

7 ACS Publications

with DNA molecules, thus being potentially cytotoxic to many
types of cells."™*?

Despite the studies cited above, many peculiarities of the
DNA interaction with CLQ are still unknown. In particular, a
single-molecule study for investigating such peculiarities is still
lacking. This type of study is today recognized as the state of
the art to characterize DNA interactions with ligands such as
drugs or proteins, allowing one to determine the binding
modes and the physicochemical (binding) parameters of these
interactions.”*~>* Here, we fill this gap, presenting a single-
molecule study, which unveils the main aspects of the DNA—
CLQ interaction. The results achieved were compared to those
obtained from a classic bulk technique, gel electrophoresis.
Finally, the conclusions drawn were rigorously compared to an
equivalent study recently performed with the similar
compound HCLQ,"® providing new insights into the intrinsic
differences between the molecular mechanisms of action of the
two drugs. In summary, both drugs interact strongly with
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