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RESUMO

OLIVEIRA, Leandro, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019. Espectroscopia de
forca em molécula unica aplicada a interacdo de DNA com derivados de Platina. Orientador:
Marcio Santos Rocha.

Neste trabalho, estudamos a interacdo da molécula de DNA com alguns farmacos de Platina. Nés
utilizamos espectroscopia de forca de molécula dnica, que permite manipular pequenas particulas de
escala micrométrica. Dessa forma, conseguimos estabelecer um andlise sob as alteracdes ocorridas
no experimento de estiramento para as propriedades mecéanicas dos complexos DNA-farmacos for-
mados, e descrevé-los como funcéo de alguns parametros de interesse, tais como: tempo de difusdo
do farmaco, concentracdo de farmaco em solucdo, dentre outros. A essas alteracdes é proposto
um modelo tedrico para avaliar as mudancas em um dos parametros mecanicos, 0 comprimento
de persisténcia, como funcdo da concentracdo do farmaco utilizado. Com base nesse e em outro
parametro mecanico, o comprimento de contorno, essa analise se torna uma poderosa ferramenta e
permite verificar ainda, as propriedades relacionadas ao modo de ligacdo, o estado de compactacio
da molécula, a cinética da reacdo. Nossa andlise envolveu farmacos comumente utilizados em tra-
tamentos quimioterapicos derivados de um mesmo elemento quimico, a Platina: Cisplatina, Carbo-
platina, Oxaliplatina. Todos os experimentos forma realizados sob mesmas condicdes, envolveram
solucoes tamponadas de diferentes concentracoes ionicas e foram realizados para dois diferentes

regime de forcas: entrépico e entalpico.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Leandro, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2019. Force spectroscopy in
single molecule applied to the interaction of DNA with derivatives of Platinum. Adviser: Marcio
Santos Rocha.

In this work, we studied the DNA molecule with some Platinum drugs. We use single molecule force
spectroscopy, which allows manipulating small particles of micrometer scale. Thus, we were able to
establish an analysis of the changes that occurrrs in stretching experiments for the mechanical pro-
perties of the DNA-drug complexes formed and to describe them as a function of some parameters of
interest, such as time of drug diffusion, drug concentration in solution, among others. A theoretical
model is proposed to evaluate the changes in one of the mechanical parameters, the persistence
length, as a function of the drug concentration used. Based on this and on another mechanical
parameter, the contour length, this analysis becomes a powerful tool and allows to verify properties
related to the binding mode, the compaction state of the molecule and the kinetics of the reaction.
Our analysis involved drugs commonly used in chemotherapeutic treatments derived from the same
chemical chain, based on Platinum: Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin. All experiments were car-
ried out under the same conditions, involving buffered solutions of different ionic concentrations

and were performed for two different regime of forces: entropic and enthalpic



1 INTRODUCAO

Durante os udltimos anos, varias pesquisas tem sido realizadas, algumas delas envolvendo
duas grandes areas da ciéncia, a Fisica e a Biologia. Em meados de 1969, Arthur Ashkin et. al [3],
foi quem utilizou pela primeira vez um laser de argonio de 1 watt de poténcia, o qual possibilitou
o aprisionamento e manipulacdo de pequenas particulas dielétricas[3]. Essa noticia na comunidade
cientifica gerou um enorme fascinio aos pesquisadores, devido justamente a grande aceleraciao que
as particulas alcancavam quando atingidas. Isso abriu um novo leque para pesquisas que ficou
conhecido como técnica de pincamento optico. Este feito rendeu a Ashkin o Premio Nobel de Fisica
do ano de 2018[4].

Ashkin definiu de maneira muito simples a técnica como sendo um feixe de laser fortemente
focalizado através de uma lente objetiva, sendo assim passivel de manipulacdo e aprisionamento as
pequenas particulas. Entretanto, foi na Biologia que surgiu sua grande utilidade. Por volta de 1987,
Ashkin et.al [5, 6] realizaram a micromanipulacdo de particulas bioldgicas com ajuda de uma lente
objetiva de um microscépio préximo a regido focal do feixe do laser. Essa analise permitiu inferir
propriedades ainda desconhecidas sobre os sistemas bioldgicos.

Os trabalhos de Watson e Crick [7, 8](1953) sobre a estrutura do DNA incentivaram ainda
mais as pesquisas. A necessidade de se conhecer o comportamento nos processos das atividades
celulares se tornou interesse de muitas dreas do conhecimento. Como as interacoes por exemplo:
do DNA com ligantes como farmacos e proteinas. Este estudo veio com grande interesse devido as
aplicacoes na medicina, especialmente em terapias génicas e tratamentos quimioterapicos. Atual-
mente, a técnica de pincamento 6ptico possui inimeras aplicacdes em varios tipos de experimentos
e, NO Nosso caso, utilizamos a pinca Optica para realizar estiramento da molécula de DNA com in-
tuito de obter informacodes sobre propriedades mecénicas da molécula ao interagir com os farmacos
mais utilizados pela industria farmacéutica no tratamento de cancer.

Durante os ultimos anos, outros tipos de técnicas foram desenvolvidas além da pinca 6ptica
(do inglés, optical tweezers), como a pinca magnética (do inglés, magnetic tweezers) e AFM (do inglés,
atomic-force microscopy), aplicadas a sistemas bioldgicos em estudo de interacoes de patdgenos
causadores de doencas com a membrana celular, estudos de regulacdo osmotica celular, dentre
outros[9, 10]. Em observacoes realizadas a respeito dos efeitos de farmacos sobre o A-DNA, notou-se
que a estrutura secundaria varia conforme a concentracdo de farmaco utilizada. Para a Cisplatina,
farmaco mais comumente usada em tratamentos anti-cancer, foi possivel observar que sua citoto-

xicidade é proveniente da formacio de aductos' com a molécula de DNA. Também notou-se que o

IEspécie de ligacio covalente entre farmacos e bases nitrogenadas do molécula de DNA. Existem ainda os chamados
monoaductos, quando ha apenas uma ligagdo quimica e os diaductos, quando hé duas ligagdes quimicas entre o DNA
e o ligante.
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DNA reage diferentemente com a concentracdo e fAirmaco, sendo que para baixas concentragoes te-
mos a molécula de DNA mais flexivel com uma forma mais retilinea da cadeia, enquanto numa
concentracdo mais elevada ocorre o fenomeno de condensacao da estrutura dupla hélice, com
formacio de micro-loops e cross-link? é uma caracteristica importante da interacio DNA-Cisplatina.
Esse mesmo caminho é esperado para outros compostos derivados de Platina, tais como a Oxalipla-
tina e Carboplatina, conforme estudo relatado por Hou et al.[11].

Esse efeito de formacdo de micro-loops e crosslink ocorre quando a Cisplatina é ativada
numa solucdo aquosa os dois ions de cloretos se dissociam do composto original, dando lugar a duas
moléculas de dgua ou ions hidroxilas. Na reacdo da Cisplatina em estado ativo em solu¢do com o
DNA, as moléculas de dgua sdo substituidas na posi¢do do N7 dtomo de guanina ou adenina para
formacao dos monoaductos e diaductos, formando um DNA com ligacao cruzadas (do inglés, cross-
link) entre cadeias (do inglés, interstrand) com atomos idénticos opostos a uma distancia média de
0.7 nm[12]. Outros estudos realizados avaliaram a dependéncia das concentraces de sal e suas
alteractes induzidas na molécula de DNA em presenca de fairmaco em solucdo como realizado por
Hatch et al.[13].

Neste trabalho, utilizamos farmacos derivados de um mesmo elemento quimico usados em
tratamentos de doencas humanas (quimioterapias e/ou terapias génicas), a Platina, sendo eles: a
Cisplatina, fArmaco mais comumente utilizada em tratamentos anti-cancer, como exemplo: cabeca,
cervical, ovarios, pescoco, pulmao e testiculos [14, 15]; a Carboplatina, uma Platina de 2% geracéo,
apresenta atividade tumoral equivalente a Cisplatina, todavia, com menor nefrotoxidade [16, 17,
18] ; e Oxaliplatina, uma Platina de 3% geracdo, que expressa uma maior eficdcia no combate a
alguns tipos especificos de cancer quando comparado a Cisplatina e Carboplatina[19], e também
possui uma nefrotoxidade quase desprezivel [20, 21].

Nosso interesse nesse trabalho foi realizar um estudo dos efeitos causados pela interacdo
destes farmacos com a molécula de DNA via experimentos de estiramentos de moléculas unicas,
realizados com uso da técnica de pinca dptica (do inglés, Optical Tweezers). Este experimento per-
mite obter as propriedades mecanicas dos compostos fairmaco-DNA sob diferentes concentracoes
ionicas. Uma vez sendo conhecida a constante de forca da pinga 6ptica é possivel tragar as curvas de
forca x extensdo para interacdo de complexos tinicos de DNA-farmacos, tal que ajustamos as cur-
vas com auxilio do modelo tedrico de Marko e Siggia[22] e extraimos dois importantes parametros
mecanicos: o comprimento de contorno e o comprimento de persisténcia. Todos os detalhes destes
procedimentos serdo discutidos nos Capitulos 2,3,4.

Em resumo, no Capitulo 2, discutimos o principio de funcionamento e uma breve abordagem
da técnica de pinca Optica e as teorias envolvidas.

No Capitulo 3, abordaremos aspectos importantes sobre a molécula de DNA e discutiremos

2Cross-link ocorre quando duas partes diferentes da molécula de DNA ficam unidas por um diaducto, na forma de
ligacao cruzada na molécula.



os aspectos fisicos e matematicos relevantes para a modelagem da molécula como polimero.

No Capitulo 4, abordamos a rotina experimental, desde o inicio da confeccdo da amostra até
o procedimento experimental.

No Capitulo 5, apresentamos a andlise de resultados e discutimos a interacdo do DNA com
os farmacos.

Finalmente, no Capitulo 6, apresentamos as conclusoes deste trabalho.

No Capitulo 7, apresentamos os trabalhos publicados.

Por fim no Capitulo 8, os trabalhos atualmente submetidos para publicacgéo.



1.1 Objetivos

Esta trabalho, tem como objetivo o estudo dos parametros mecéanicos e fisico-quimicos na
formacdo do complexo DNA-farmaco com a utilizacdo da técnica de pinca optica que permite a
micromanipulacao de particulas tnicas.

Vale ressaltar, que os farmacos utilizados no estudo sdo todos derivados de Platina, e comu-
mente usados em tratamentos quimioterdpicos. Sao eles: Cisplatina, Carboplatina e Oxaliplatina.

Deste modo, podemos estabelecer uma analise sobre as alteracoes ocorridas nas propriedades
mecanicas e fisico-quimicas dos complexos DNA-farmaco, e descrevé-los como funcao das alteracoes

nos parametros de interesse, tais como: concentracdo do farmaco e de ions da solucéo salina.



2 METODOLOGIA

Neste capitulo, faremos uma breve introducdo a respeito da teoria de pincamento o6ptico.
Também abordamos as teorias aproximadas, como a Optica Geométrica e a Teoria de Rayleigh e
ainda a teoria mais completa, a Teoria MDSA. Mostraremos também a montagem experimental

utilizada com suas caracteristicas e o procedimento de calibracdo do experimento.

2.1 Teoria de pingas 6pticas

Era meados do século XIX, quando surgiu a teoria eletromagnética implementada por James
Cleark Maxwell, foi demonstrado teoricamente que a luz era capaz de transferir momento para um
meio ao incidir sobre este, assim exercendo uma forca sobre o meio. A vista desse fato, temos a base
do pincamento 6ptico, quando um feixe de luz fortemente focalizado transfere momento pra uma
microparticula, exercendo assim uma forga.

Essa forca vai depender da poténcia da luz incidente e da velocidade de propagacédo no
meio de incidéncia. Quanticamente, entendemos que a origem do fenémeno do pincamento 6ptico
decorre do fato que a luz transporta momento linear em seus fétons e dessa forma é capaz de exercer
forca sobre objetos ao transferir momento a eles. Isso € verificavel experimentalmente, utilizando
feixes muito intensos, provenientes de lasers com alguns mW? de poténcia, e pequenos objetos na
escala de micrometros*, como no nosso caso uma microesfera de poliestireno, que se comporta como

uma particula dielétrica. Assim sendo, cada féton do feixe possui momento linear () dado por
7= hk (2.1)

sendo k o vetor de onda e & a constante de Planck dividida por 2. Em médulo, pode-se reescrever
como

E
p=hk=h= = (2.2)

c
tal que c representa a velocidade da luz, w a frequéncia angular da luz incidente e a energia dada
para cada foton como E = hw. Agora para um feixe de luz formado por N fétons, teremos que
FEiot = Nhw = NE.

Deste modo, a forca total exercida por um feixe dotado de N fétons por segundo incidindo

sobre a microesfera pode ser obtida a partir da equagédo (2.2). Aplicando a 2% Lei de Newton,

teremos

, (2.3)

_ d£ _ i Etot _ Ptot
dt dt c c

#Poténcia tipica usada nesse tipo de experimento. 1073W. No ST W = [J/s] e J = [kg.m?/s?].
“Micrometro = 10~ %m.



sendo P;,; € a poténcia total do feixe incidente.
Normalmente, a estimativa para o valor da forca na equacédo (2.3) em experimentos que
envolvem material biolégico é dada por

o 1x1073W

~———  ~10""' N =10 pN°. 2.4
3 x 108m/s P (24)

Esta é de fato a magnitude tipica das forcas num experimento de pincas Optica, ou seja, na
escala de pico-Newtons.

De forma qualitativa, a técnica de pinca optica esta relacionada com a analise das for¢as que
atuam sobre a microesfera. Inicialmente para vdrios raios incidentes atingindo a microesfera numa
interface entre dois meios, origina raios refletidos e raios refratados. A primeira forca, chamada

pressao de radiacdo, observando apenas um unico raio refletido pode ser descrita como

Pr i
Foc 27 tal que v = —— (2.5)
v N,

sendo P,,;, a poténcia do raio e n,, o indice de refracdo do meio de incidéncia.

Por outro ponto de vista, a luz é capaz de exercer um segundo tipo de forca sobre um objeto,
devido agora aos raios refratados. Esta forca surge devido ao fato do momento linear total do sistema
raio-objeto ter que ser conservado. Assim observando um unico feixe de luz incidente, ao atingir
o objeto é refratado e entdo geralmente desviado de sua trajetoria original se o indice de refracdo
do objeto e o indice de refracdo do meio forem diferentes. Dessa forma, o momento linear do raio
refratado sera em uma direcdo diferente do raio incidente. Assim, pela 2 Lei de Newton, o objeto
sofrerd uma variacdo de momento de mesmo maédulo e sentido contrario a variacdo de momento do
raio. Em resumo, temos que uma certa forca atua sobre a particula impondo uma variacdo no seu
momento.

Vale relembrar, que toda nossa andlise anterior foi realizada para uma particula dotada de
massa, no caso experimental, usamos microesferas de poliestireno da ordem de ym. Também vem
ao caso, que o esquema utiliza apenas um unico raio. Imaginemos agora, ao invés de um unico raio,
temos um feixe de luz composto por diversos raios, focalizados em um certo ponto. Seja esse certo
ponto nossa microesfera, atingida pelos nossos raios que compée o feixe, entdo teremos que cada
raio incidente sobre a microesfera origina um raio refletido e um raio refratado. Dessa forma, os
raios refletidos, dao origem a pressdo de radiacdo, enquanto que os raios refratados, originam forcas
de gradiente, que tendem a mover a microesfera para o foco do feixe quando o indice de refracdo
da microesfera for maior que o indice de refracdo do meio que a cerca. A competicdo entre essas
duas forgas, pressao de radiacdo e forca de gradiente, é o que fundamenta a origem do pincamento

optico conforme a Figura (2.1).

5Pico-Newton = 1072N.
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Figura 2.1: Esquema do aprisionamento da microesfera no foco do feixe de luz, devido ao equilibrio
entre as duas forgas que surgem devido aos raios refletidos (Pressao de Radiagao) e aos raios refra-
tados (Forca de Gradiente) sobre a microesfera.

A fim de elucidar melhor este efeito, comecaremos analisando o fendémeno sob o regime
da optica geométrica. A Figura (2.2) apresenta dois raios do feixe de laser gaussiano incidindo
sobre a lente em extremidades opostas, bem como os raios refletidos na superficie da microesfera
dielétrica. Em virtude dos efeitos de reflexdo, os desvios dos raios originam as forcas que agem
sobre a microesfera. O raio (1) da origem a forca 1?’1 sobre a microesfera, enquanto o raio (2) exerce
a forca F,. Assim, a forca resultante, nesse caso, tende a empurrar a microesfera no sentido de
incidéncia do feixe e recebe o nome de Pressdo de Radiacao.

Agora, concluindo a andlise no limite da dptica geométrica, vamos examinar os efeitos da
refracdo dos raios sobre a microesfera. Temos pela Figura (2.3)A uma microesfera situada numa
regido abaixo do foco e deslocada do eixo central do perfil de intensidade do laser da pinca Optica.
O raio incidente central (1) sofre um desvio em sua trajetéria ao passar pela microesfera, por-
tanto havera uma variacdo em seu momento linear. Como o momento linear total do sistema raio-
microesfera deve ser conservado, ocorrerd o surgimento de outra variacdo de momento linear sobre
a microesfera de mesmo modulo e sentido oposto a variacdo do momento linear do raio (1). Na ver-
dade, isso ocorre originando a forca F como apresenta a Figura (2.3). O mesmo ocorre com 0 raio
(2), proveniente da outra extremidade. No entanto, como temos um perfil gaussiano de intensidade
para o laser, o raio proveniente da regido central terd uma forca F; maior, em médulo, que a forca
F do outro raio (2) provindo das extremidades da lente. Assim, a forca resultante aponta para a

esquerda e para cima, empurrando a microesfera para a regido do foco do feixe.
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Figura 2.2: Esquema de acao da pressao de radiacdo. A forca resultante neste caso, age empurrando
a microesfera no sentido de incidéncia do feixe.

Para situac@o que a microesfera ultrapassa a regido do foco, teremos o caso da Figura (2.3)B.
Perceba o que ocorre nessa situacao, temos que a esfera situada acima do foco é similar ao que acon-
tece quando situada abaixo da regido focal, ou seja, do mesmo modo que o anterior, surgirdo forcas
sobre a microesfera de forma a conservar seu momento linear total do sistema raio-microesfera.
Agora no entanto, com a microesfera situada em uma regido acima do foco, a forca resultante so-
bre a microesfera apontara para baixo, de forma a empurrar novamente a microesfera na direcdo
da regiao focal do feixe de laser. Dessa forma, através das andlises realizadas no limite da optica
geométrica na Figura (2.3), quando o raio da microesfera é muito maior que o comprimento da luz
incidente (a > \), é possivel entender as condicdes reais necessarias para o aprisionamento préximo
a regido focal de microparticulas. Na prética essas sdo as condi¢des necessdrias para que ocorra o
pincamento éptico.

Segundo Rocha [23, 24], para o raio da microesfera muito menor que o comprimento de
onda da luz incidente (¢ < A), estamos trabalhando no limite Rayleigh, dessa forma, a microes-
fera assume um comportamento de um dipolo elétrico induzido sob acdo de um campo elétrico,
sendo sua forca proporcional ao gradiente da intensidade do campo elétrico associado a onda ele-
tromagnética incidente. O que em resumo, faz com que a microesfera se mova em direcdo de maior
intensidade do campo, isto é, em direcdo ao foco[25]. Consequentemente, o efeito resultante sera
o aprisionamento da microesfera na regido focal. Uma outra abordagem, um pouco mais complexa,
pode ser encontrada no Apéndice A, no qual desenvolvemos a andlise com base nos tensores de
stress de Maxwell para tratar a for¢a de pressdo de radiagéo e forca de gradiente.

Por ultimo, as pincas Opticas [26, 27] veem se tornando uma importante ferramenta na

manipulacdo de pequenos objetos, tanto que recentemente, em 2018, foi contemplada com o Prémio



Eixo optico Eixo optico

m

(2)

FG radiente

Gl ————————— ——

\.2) 1)/ ..\ (2
Objetiva

(a) (b)

Figura 2.3: Esquema de agao da for¢a de gradiente em a¢ao numa microesfera: a) abaixo da regiao
do foco e b) acima da regiao do foco. A forga resultante neste caso, age empurrando a microesfera
na direcéo do foco.

Nobel de Fisica[4] entregue a Arthur Ashkin pelas suas contribuicdes[3, 5, 6]. Suas aplicacoes

podem ser encontradas em diversas areas de pesquisa[9, 28, 29].

2.1.1 Teoria da Optica Geométrica (OG)

Em uma situacdo em que as microesferas utilizadas possuem raio ¢ muito maior que o com-
primento de onda (\) do feixe incidente, ou seja, com a > A todas as andlises podem ser realizadas
sobre a dptica geométrica. Dessa forma, deve-se levar em consideracdo as multiplas reflexdes e
refracOes no interior da esfera para se obter a forca exercida na superficie de separacdo meio-esfera
por um tunico feixe. Em seguida, para se obter a forca total para todo o feixe, realiza-se uma integral
da forca. Mais informacoes em detalhes sobre o regime da dptica geométrica podem ser encontrados
no trabalho de Ashkin[6].

Ashkin [3, 5, 6] em seus trabalhos, determinou estas forcas tanto analiticamente como nume-
ricamente. Com base na expressao obtida para a forca exercida pela pinca 6ptica sobre a microesfera
¢ possivel determinar a constante de forca da pinca optica (k) que age numa determinada direcdo

como:

—_ (%iﬁ (2.6)

Teq
sendo Fe_g € a posicdo de equilibrio da microesfera aprisionada pela pinca.
Dessa forma, obtiveram que para o regime da dptica geométrica, a constante da forca é

inversamente proporcional ao raio a da microesfera aprisionada, logo
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1
k — 2.
0G X - (2.7)

assim, a curva ko X a se apresenta como sendo uma hipérbole.
A teoria de dptica geométrica é a mais simples quando comparada a teorias mais recentes, a

exemplo a Teoria MDSA (Mie Debye Spherical Aberration) [30, 31, 32].

2.1.2 Teoria Rayleigh

Em contrapartida, para situacdo em que as microesferas possuem tamanho muito menor que
o comprimento de onda do feixe incidente (¢ < \), o tratamento pela Optica geométrica falha.
Logo, nesse caso tomamos por uma excelente aproximacao o tratamento da microesfera como sendo
um dipolo induzido imerso num campo elétrico aproximadamente uniforme. Segundo Rocha[23] e
Mazolli[32], essa consideracdo pode ser tomada devido a lenta variacdo espacial do campo elétrico
na regido préxima a esfera. Com isso determina-se a forca que um campo elétrico externo exerce
sobre o dipolo induzido, neste caso, sobre a microesfera, e fazendo uso da equacéo (2.6), torna-se

possivel determinar a constante de forca da pinca dptica, como sendo:

K-1 2E?
ke 3 <8 > ,sendo K = | (2.8)
—s

T K12 o2 .

Teq
sendo ¢ e ¢, as permissividades elétrica do material da esfera e do meio que a circunda, respectiva-
mente.

A aproximacdo de campo uniforme é usada apenas para determinar o momento de dipolo
induzido sobre a microesfera, caso contrario um campo elétrico constante resultaria num valor nulo
para a derivada parcial da equacdo (2.8). Atente também que a constante de forca no eixo-x esta
vinculada a componente x do Laplaciano E?, isto é, a constante de for¢a é proporcional ao Laplaciano
da intensidade do campo (I  E?), em outras palavras, a forca deve ser proporcional ao gradiente
da intensidade do campo. Essa condi¢do garante que a acdo da forca sobre a microesfera aponte
para o ponto de maior intensidade do campo, o foco.

Outra andlise que é permitida, é quanto ao regime Rayleigh, sendo a constante da forca
da pinga 6ptica proporcional ao cubo do raio da microesfera aprisionada, ou seja, krayieigh X ad,

resultado diferente do esperado pela optica geométrica.

2.1.3 Teoria MDSA

Até agora, analisamos apenas as microesferas com a > \ (sob regime da 6ptica geométrica)
e com a < A (sob regime Rayleigh). No entanto, esferas de tamanhos arbitrarios também sao

utilizadas nos experimentos. Por conseguinte, seria util que existisse uma teoria capaz de descrever
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a constante da forca para experimento de pinca dOptica para qualquer tamanho de microesferas. Isso
foi exatamente o que A. Mazolli, P. A. M. Neto e H. M. Nussenzveig [30, 31, 32] fizeram.

Em um trabalho realizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro, calcularam as forcas
axial e transversa que agem sob a microesfera com raio e indice de refraciao arbitrario num expe-
rimento de pinca dptica. Eles se basearam na representacdo de Debye para feixe focalizado além
da objetiva e na teoria de espalhamento Mie que trata a interacdo do feixe com a microesfera,
também levaram em conta os efeitos de aberracio esférica® da luz devido a refracio na superficie de
interacdo, interface, vidro-agua do porta amostra. Outra consideracao foi levar em conta a condicao
do seno de Abbe” da objetiva do microscépio. A essa teoria deu-se o nome Teoria M DS A (que sdo
as iniciais de Mie-Debye Spherical Aberration). Dessa forma, fica possivel calcular a constante de
forca da pinca dptica através da equacéo (2.6).

Atualmente a teoria MDSA™ [33] é a mais completa e mais geral que existe hoje para experi-
mentos de pinca dptica, permitindo o uso de microesferas em qualquer faixa de tamanho e com qual-
quer indice de refracdo. Lembrando que para a > \ a teoria MDSA se reduz a Optica Geométrica,
enquanto a < A se reduz a Rayleigh. Mais detalhes podem ser encontrados nas referéncias citadas

acima.

2.2 Montagem experimental

A Figura (2.4) representa um esquema do aparato experimental utilizado em nossas medidas.

A regido delimitada pelas linhas pontilhadas esboca o microscépio utilizado (Nikon Eclipse
Ti-U, com Optica corrigida no infinito, objetiva com aumento de 100X e abertura numérica® NA =
1,4). Essa, é responsdvel por focalizar o feixe de laser infravermelho e aprisionar microparticulas na
regido focal.

A radiagédo € emitida pelo laser infravermelho (IV), que possui comprimento de onda \ =
1064 nm com poténcia maxima de 2 W que opera no modo T'F M. A radiacdo emitida ainda passa
por um conjunto optico, ou caminho dptico, que possibilita o alinhamento da pinca dptica.

O caminho Optico apresenta uma primeira lente, lente 1 (1), que expande o didmetro do
feixe do laser, enquanto a lente 2 (L) corrige a divergéncia do laser tornando-o cilindrico. F; e Ey
sdo os espelhos que permitem ajustar o alinhamento da pinca dptica.

O feixe de luz adentra o microscopio e encontra o primeiro componente éptico, Es3, um

S Aberracéio esférica é uma aberracio éptica resultante do fato dos raios incidentes em regides préximas & borda das
lentes sdo muito mais refratados do que os raios que incidem préximos ao eixo 6ptico central, da mesma forma que os
raios serem de luz incidentes proximos a regiao das bordas em espelhos sao refletidos além do foco. No nosso caso, a
mais importante ocorre na interface entre o liquido da amostra e a laminula de vidro.

"A relacdo do seno de Abbe é uma condicdo que deve-se cumprir para lentes e outros sistemas épticos para poder
produzir imagens nitidas de objetos em ambos eixos 6pticos.

8 Abertura numérica é um parametro adimensional que caracteriza o intervalo de dngulos sobre os quais o sistema
pode receber ou emitir luz, definido por NA = n(sen ), sendo n o indice de refragao do meio do qual esta trabalhando,
0 o semi-angulo do cone méximo de luz.
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Figura 2.4: Esquema do aparato experimental utilizado nas medidas.

espelho dicréico? que apresenta alta reflectAncia para luz do tipo infravermelho e ao mesmo tempo
é transparente para luz visivel. Em sequéncia, encontra a objetiva do microscépio.

Acoplado ao estadgio do microscopio existe um piezo, controlado por computador e res-
ponsavel por deslocar a plataforma de apoio para amostras com precisao nanométrica.

Alente 3 L3 representa o condensador do sistema de iluminac¢do do microscopio. Abaixo da
lente L3 estd o porta amostra contendo a solu¢do aquosa de microesferas. Também representamos
o poco de potencial criado pela pinca dptica e o sistema de referéncia utilizado. Por conseguinte,
observa-se na regido do porta amostra a existéncia de uma laminula comercial (aproximadamente
150pum de espessura), a qual uma das extremidades da molécula de DNA se encontra ligada a uma
microesfera enquanto a outra extremidade esta adsorvida a superficie da laminula. Seja ainda, h a
distancia entre o centro de massa da microesfera pincada com relacdo a superficie da laminula.

Por fim, temos as 2 saidas do microscépio. Em uma delas conectamos uma camera CCD mo-
delo Jai BM-500GE enquanto na outra temos uma CCD Jai CM-140GE, que encaminha as imagens

até um monitor enquanto a outra leva a um computador, de forma que tenhamos uma visualiza¢do

9Espelho dicréico funciona como um filtro de cores, ou seja separa luz conforme determinadas cor a ser usada.
Dessa forma a cor da luz (comprimento de onda) selecionada é refletida enquanto todas as outras cores o atravessam.
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e posteriormente uma filmagem do experimento. Vale ressaltar, que o sistema foi previamente cali-

brado conforme teoria apresentada no Apéndice B.

2.3 Analise experimental

As andlise obtidas pelas filmagens do experimento sdo realizadas com auxilio do modelo
tedrico de Marko e Siggia[22] datado de 1995 e também conhecido como modelo de Cadeia Vermi-
forme WLC (do inglés, Worm - Like Chain), que permite realizar ajustes sobre as curvas de forca por
extensdo para cadeias de polimeros semiflexiveis, extraindo assim as propriedades mecanicas dos
complexos DNA-fairmaco de forma direta.

O modelo WLC faz parte da classe dos modelos de polimeros de cadeias semi-flexiveis re-
ais, que considera os gastos de energia para curvar o polimero quando vence sua rigidez, que é o
que ocorre para molécula de DNA. Temos que esse tipo de polimero, quando inserido em solucdes
aquosas, sofre alteracOes na sua conformacao até atingir o estado equilibrio termodindmico, isto é,
quando os choques entre as particulas que constituem a solucdo ja ndo sdo mais capazes de alterar
sua distancia ponta-a-ponta.

Outro item que merece destaque na caracterizacdo desse tipo de polimeros estd relacionado
ao regime de forcas utilizadas no experimentos de estiramento aplicado a moléculas de DNAs. Uma
das duas condicoes existentes se utiliza da andlise de modos de ligacdo, enquanto a outra, trata da
descompactacdo e desnaturacdo de complexos-DNA. A primeira delas é o regime entrépico, o qual
determina um limite de forcas (ou um valor minimo de energia) tal que a estrutura quimica do
DNA naéo ¢ alterada, ou seja, ndo ha quebra de ligacGes, e sim apenas mudanca na conformacéo e
consequentemente na entropia.

A segunda condicdo é conhecida como regime entdlpico e ocorre quando as forcas aplicadas
podem provocar alteragcdes nas caracteristicas intrinsecas do material, como exemplo, rompimento

das pontes de hidrogénio do polimero ou danos nas ligacbes quimicas '°.

Sabe-se que, para um
DNA de conformacéio B ! em condicdes fisioldgicas, o valor da forga limite para condi¢fio natural
flutua em torno de 65 pN, uma vez que para valores superiores a este observa-se um patamar de
desnaturacado, caracterizando uma mudanca de fase na estrutura da molécula de DNA.

Assim sendo, a ordem de grandeza da forca-limite que separa os dois regimes varia de acordo

com as propriedades intrinsecas de cada polimero. Para situacdo de uma molécula de DNA, o regime

100s danos as ligacbes quimicas de uma estrutura de DNA podem ocorrer por clivagem (que s@o as quebras ou
rupturas na estrutura), agdo de radiacdo ultravioleta, por reagdo a algumas substincias genotéxicas (substancias que
sdo subprodutos do metabolismos celular), dentre outras formas[34].

1Na natureza existem trés formas tipicas de encontrar a molécula de DNA em condicdes fisiolégicas. A mais
comumente encontrada é na conformagao do tipo B (mesma utilizada no experimento), com um comprimento médio
de 0.34 nm por par de base e diametro médio da hélice de aproximadamente 2.37 nm, sendo ainda 10.4 pares de base
por volta da hélice. Outro tipo encontrado é na forma A, que é menos hidratada e mais compactada com em média
0.26 nm por par de base e um didmetro médio de 2.55 nm. Por tltimo na conformagao do tipo Z, que possui um
arcabougo em ziguezague com comprimento médio de 0.456 nm por par de base e um didmetro médio de 1.84 nm, e
possui uma hélice com giro para a esquerda, diferentemente da conformacio A e B em que o giro é pra direita.
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entrépico é garantido apenas para forcas menores que 5 pico-Newtons (F<5 pN).
A expressao final de Marko e Siggia assume a condicao para estiramentos arbitrarios dentro

do regime entrépico da molécula de DNA[22],

kT 1 1
_ kT [z _1 (2.9)

F
A |L7T40-22 4

sendo kp a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, A o comprimento de per-
sisténcia e L o comprimento de contorno, z € a extensao da molécula de DNA.

Utilizando a equacdo 2.9, conseguimos entdo ajustar os dados experimentais obtidos pelas
andlises das filmagens e extrair pardmetros importantes como: o comprimento de contorno, L (que
apresenta informacao sobre o tamanho linear da cadeia polimérica) e o comprimento de persisténcia,

A (que apresenta informacéo sobre a rigidez da molécula).
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3 A Molécula de DNA

Neste capitulo, daremos uma pequena abordagem histdrica sobre a molécula de DNA. Também
abordaremos o modelo obtido por Marko e Siggia [22], que realiza uma abordagem sobre a molécula

de DNA como um polimero semi-flexivel.

3.1 Abordagem historica

Datada de meados do século XIX, a descoberta do DNA por Friedrich Miescher[35] serviu de
pilar para o inicio da ciéncia genética pelas mdos do monge austriaco Gregor Mendel, que divulgou o
resultado de seus experimentos no qual afirmava que informacoes eram repassadas entre geracdes.
Sabe-se, que as propriedades bioldgicas de um organismo € o produto final de uma sequéncia de
etapas para o desenvolvimento e que essas informacoes sdo supostamente passadas entre geracoes
através de processos de replicacdo que copiam as estruturas portadoras de tais informacgdes. Do
mesmo modo, € necessario que haja outro processo que leia, ou seja, traduza essas informagoes para
a nova estrutura. Com base na leitura dessas informacoes surge a possibilidade de ocorrerem erros
durante a leitura, o que ocasionaria modificacoes, ditas mutacoes, que podem estar relacionadas as
evolucdes de espécies ancestrais. O acumulo dessas mutacdes podem ainda possibilitar até formacao
de novas estruturas que continuam a ser repassadas entre geracoes, que novamente estariam sujei-
tas a novas mutacles e por conseguinte em novas estruturas. Por consequéncia, a abundancia de
evidéncias durante o decorrer do século XX, levou a conclusdo que o DNA é o material genético[36].

Ja no século XX, Watson e Crick[7, 8] propuseram a estrutura molecular do DNA (acido
desoxirribonucleico) como tendo conformagédo do tipo B-DNA e sendo constituida por dois fila-
mentos(cromatides de nucleotideos) enrolados um no outro gerando uma cadeia dupla hélice, que
intrinsecamente é composto de quatro tipos de nucleotidios, que se repetem infinitamente. Posto
isso, com suporte nas informacoes genéticas codificadas na sequéncia de base dos nucleotideos que
compodem o filamento de DNA, € plausivel entdo a determinacao da sequéncia do outro filamento de
DNA, esse pode ser transmitido hereditariamente.

O DNA sofre o processo de replicacdo tal que o emparelhamento das bases nitrogenadas
ocorre da seguinte forma: A se emparelha com T, enquanto a C' com G, desta maneira a quantidade
de nucleotideos pirimidinicos (7'+C) ¢é igual a quantidade de purinicos (A+G). Em vista disso,
a quantidade de A é igual a quantidade de 7, e a quantidade de G é igual de C. As bases que
formam pares recebem a nome de complementares, o que foi verificado por Erwin Chargaff [36]
quando abordou uma gama de DNA’s de organismos diferentes. Outra importante contribuicio veio
do trabalho de Rosalind Franklin, com experimentos em que raio-X foi disparado nas fibras de DNA e

com isso foi possivel observar a dispersdo desses raios em filme fotografico e concluir que a molécula
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é helicoidal[37, 38].

Os nucleotideos sdo formados por um grupo fosfato (PO; ), um actcar do tipo pentose'? e
uma base nitrogenada. Essa tltima, € a parte responsavel por diferenciar os nucleotideos entre si
devido a estrutura quimica, sendo elas divididas em purinas com dois anéis aromaticos: adenina (A4)
e guanina (), e as pirimidinas com apenas um anel aromatico: timina (7") e citosina (C).

Resumindo, temos que as moléculas de acidos nucleicos sdo formadas por repeticoes de suas
unidades basicas, com sequéncia definida[35]. A estrutura tridimensional da molécula de DNA fica
definida como sendo formada por duas fitas de nucleotideos torcidos e unidos através de ligacoes de
hidrogénio formando a dupla hélice, enquanto os filamentos de nucleotideos de uma mesma fita se
fixam através de ligacdes fosfodiéster'3. Assim a cadeia é organizada segundo os 4tomos de carbono
do grupo acucar numerado de 1’ a 5, sendo que a ligagéo fosfodiéster conecta o &tomo de carbono 5’
(5’P0O,) de uma desoxirribose ao atomo de carbono 3’ da desoxirribose seguinte. Sdo representadas
como 5’-AACGTTGCTATCGT-3'.

A conformacdo dupla hélice ocorre devido a interacédo entre os pares de base, que sédo estru-
turas planas achatadas, que empilham-se umas sobre as outras. Esse empilhamento confere estabili-
dade a maioria das molécula de DNA, sendo a mais estavel resultante em uma dupla hélice com dois
tamanhos distinto de sulcos: o sulco maior e sulco menor. Watson e Crick, confirmaram o observado
por Chargaff, que 7" s6 pareia com A, enquanto C s pareia com G, assim concluiram que cada par de
base consiste em uma emparelhamento de base purina ligada a uma base pirimidina. Desse modo,
na molécula de DNA (3.1), a guanina se liga a citosina através de trés pontes de hidrogénio, en-
quanto adenosina se liga a timina por duas pontes de hidrogénio, sendo esse pareamento especifico
entre as bases que permite a replicacdo da molécula de DNA.

Conforme relatado em alguns trabalhos[39, 40], o calor pode afetar o DNA, causando uma
separacdo entre os filamentos de DNA devido a quebra das ligacdes de hidrogénio, processo co-
nhecido como desnaturacdo ou fusdo (do inglés, melting). Sendo que a ligacdo G-C' necessita de
maiores temperaturas para dissociacdo devido ao fato de possuir trés ligacdes de Hidrogénio. O pro-
cesso contrdrio ¢ quando o DNA sofre uma renaturacdo ou reanelamento (do inglés, annealing) tal
que se reconstitui formando uma nova dupla fita, sendo as caracteristicas originais da dupla hélice
restabelecidas.

Finalmente, as cadeias de fosfato-acticar sdo carregadas negativamente e interagem com
cations em solucdo, o que garante a estabilidade da dupla hélice devido a neutralizacdo parcial da

repulsdo eletrostatica entre os nucleotideos.

12Pentose é um tipo de monossacarideo formado por 5 d4tomos de carbono. A desoxirribose possui apenas um 4tomo
de hidrogénio (H) ligado a um carbono no grupo aldeido, diferente do grupo ribose que tem um grupo hidroxila (OH)
nessa posigao.

131 igacio de fosfodiéster, é estabelecida entre o grupo hidroxila ligado ao carbono 3’ (3’0OH) da pentose de um
nucleotideo e o fosfato do nucleotideo seguinte.
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Ligagéo de Hidrogénio

3 end

34 nm

r‘g idrogénio
C Anel simples

Anel duplo
1

a) Principais caracteristicas da estrutura do dna b) Estrutura quimica parcial

Figura 3.1: Figura adaptada[l], da molécula de DNA, com pareamento das moléculas das bases
nitrogenadas.

3.1.1 DNA do virus A

Nesse trabalho, utilizamos o DNA o proveniente do fago A que infectam a bactéria E. Coli[35],
por se adequar ao nosso experimento. Ele possui cerca de 48.500 pares de base e em alguns mo-
mentos nos restringiremos a chama-lo apenas de DNA. A molécula de DNA possui um comprimento

médio ponta a ponta (comprimento de contorno) de ~16,5 pm[24].

3.2 Mecanica de polimeros

Polimeros sdo constituidos basicamente pela repeticdo de algumas unidades, ditas monémeros.
A repeticdo deste processo de polimerizacdo dd origem ao polimero cuja formacgdo consiste de n
repeticoes de unidades[41].

Nosso trabalho enfatiza os polimeros bioldgicos de cadeias semi-flexiveis,

Conseguimos compreender melhor a ocorréncia das mudancas conformacionais quando sua
configuracdo atinge um estado de equilibrio termodinamico com o meio, isto é, quando apds as
inumeras colisGes entre as moléculas presentes em um meio e o polimero se equilibram, o mesmo
ocorre nas interacoes entre segmentos adjacentes de um mesmo polimero e/ou entre polimeros
distintos. Estas colisoes sdo capazes de modificar a disposi¢do do polimero em soluc¢édo fazendo com
que as extremidades da molécula de DNA linear se aproximem ou se afastem[42].

Quando se atinge o estado de equilibrio com o meio, as colisoes ainda existentes ndo sdo
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mais capazes de realizar modificacdes no valor médio da distdncia entre as pontas (comprimento
ponta-a-ponta) e as configuracoes atingem um patamar de saturacdo, que é denominado estado de

entropia maxima (S), que pode ser expresso por:

S = kg InQ, (3.1)

sendo kp € a constante de Boltzmann , e €2 é o nimero de microestados possiveis para o sistema.
O valor médio da distancia entre as pontas, ou seja, comprimento ponta-a-ponta, da molécula de
DNA no estado de equilibrio termodindmico néo sofre alteracdo, uma vez que ja se encontra em
equilibrio.

Podemos determinar algumas das propriedades mecanicas da molécula de DNA. No nosso
caso, temos interesse no comprimento de contorno L, e no comprimento de persisténcia A, conforme
apresentado na Figura 3.2. Usualmente esses pardmetros sdo determinados ajustando o modelo
Worm-Like Chain aos dados obtidos no experimento de estiramento. Sendo entdo, o comprimento
de contorno L, a distancia ponta-a-ponta da molécula quando encontra-se completamente estirada
numa conformacdo puramente retilinea, ou seja, medida ao longo da cadeia polimérica, enquanto
o comprimento de persisténcia A (ou comprimento de correlacdo), nos fornece informacoes sobre
a elasticidade da molécula, ou seja, quanto maior o numero de dobras do polimero (mais flexivel)

menor € o valor de A. A defini¢do de A é dada por:

>

A

E’
>

L

(o)

Figura 3.2: Do lado esquerdo, temos o esquema do comprimento de contorno L,. Enquanto do lado
direito, apresentamos o esquema para o comprimento de persisténcia A.

Kk
- KgT

A (3.2)

sendo k; € o termo de rigidez flexural do polimero, que estd relacionado com a estrutura e a

distribuicdo de carga em solucgdo, enquanto T é a temperatura. Ou ainda, pode ser entendido por
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um espaco discreto como a média entre duas dobras consecutivas:

A= % Z A; (3.3)

sendo o comprimento de persisténcia A uma caracteristica intrinseca do polimero quando
imerso em meio aquoso, tal que seu valor é independente da técnica utilizada para caracterizacao.

Outro item que merece destaque na caracterizacao de polimeros € o regime de forcas utiliza-
das no experimentos de estiramento envolvendo moléculas de DNA. Uma das duas formas existentes
é ttil para andlise de modos de ligacdo, enquanto a outra, trata da descompactacio e desnaturacao
de complexos-DNA. A primeira delas é o regime entrépico, o qual determina um limite de forca tal
que a estrutura quimica do DNA ndo é alterada, ou seja, ndo ha quebra de ligacGes na estrutura
dupla hélice do DNA e sim, apenas uma mudanca na conformacao e consequentemente na entropia.
O limite de forcas utilizado nesse trabalho varia entre 2-10 pN, deste modo, todo desenvolvido esta
dentro do regime entrdpico, tal qual as forcas aplicadas ndo sdo capazes de alterar as configuracoes
do polimero puro, isto é, apds o polimero ser estirado ele consegue retornar a conformacéo de
equilibrio original devido a forca restauradora entrdpica.

A segunda forma, é conhecido como regime entalpico e estabelece um limite no qual a partir
de um dado valor da forca aplicada as caracteristicas intrinsecas do polimero se alteram, como exem-
plo, rompimento das pontes de hidrogénio ou distorcdo das liga¢des quimicas, o que implica num
comprimento maior que o seu comprimento de contorno natural. Para um DNA de conformacao
B em condicoes fisioldgicas o regime entalpico comeca em 10 pN aproximadamente, uma vez que
para valores superiores observa-se um patamar de desnaturacao do polimero caracterizado por uma
mudanca de fase na estrutura da molécula de DNA. Logo, este regime apresenta mudancas nas pro-
priedades polimero de forma irreversivel, ou seja, o polimero ndo volta a conformacao de equilibrio
original [24].

Assim sendo, a ordem de grandeza da forca-limite que separa os dois regimes varia devido
as propriedades intrinsecas de cada polimero. Por conseguinte, para situacdo de uma molécula de
DNA, o regime entropico é garantido apenas para baixas forcas proximas de 5 pico-Newtons (F<5

pN)[24].

3.2.1 Modelo WLC - Worm-Like Chain

O modelo de Cadeia Vermiforme WLC (do inglés, Worm - Like Chain), foi desenvolvido
por Marko e Siggia[22] em 1995 e possui como caracteristica a reproducdo do comportamento
de polimeros semiflexiveis quando submetidos a a¢do de uma forca externa, tanto para estiramen-
tos pequenos (préximos a conformacao de equilibrio) quanto para longos (préximos a conformacao

retilinea, vareta rigida), desde que as forcas aplicadas sejam suficientemente pequenas (< 10 pN),
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ou seja, no regime entrépico. Este modelo é de notdvel importancia para caracterizacdo das propri-
edades mecénicas de moléculas bioldgicas, como exemplo o DNA.

A forca para pequenos estiramentos, proximos a conformacéo de equilibrio, pode ser aproxi-
mada pela Lei do Hooke:

F=-Kz, (3.4)

sendo K a constante de mola efetiva e z o eixo de estiramento da molécula. Logo, a extensao z do
polimero é dada como a distancia quadratica média entre as duas extremidades do polimero (r.),

tal que:

z /<12, > (3.5)

Para o limite flexivel, sendo o comprimento de contorno é muito maior que o comprimento

de persisténcia (L >> A), obtemos < 72, >~ 2AL [22], dessa forma
2z~ V2AL. (3.6)

Fazendo uso agora, do teorema de equiparticdo de energia para energia potencial elastica,

temos
— = — T .
ka QKB , (3.7)

e usando a equacdo 3.6, conseguimos determinar a constante & da mola, como

3kpT
=Sl (3.8)
Logo, a forca aproximada'* para o regime de pequenos estiramentos ¢ dada segundo
3]€BT z

Em contrapartida, para longos estiramentos, a energia aproximada pode ser expressa pelo
modelo de Kratky - Porod [43], o qual exclui o trabalho exercido pela forca necessario para manter

a molécula em determinada configuracao, ou seja,

212
t
0 ds — Fz, (3.10)

ds

1 L
Ewrc = 2kf/
0

sendo a forca F' aqui um vinculo, ou seja, um multiplicador de Lagrange para manter z
constante. Como z ~ L, o vetor t é praticamente paralelo a curva 7(s) a qual descreve a conformacéo
da molécula. Dessa forma, utilizando a transformada de Fourier para fazer a decomposicdo da

energia em modos normais, chegamos ao resultado

14Uma an4lise mais profunda da deducéo pode ser obtida nos trabalhos de Marko & Siggia[22]
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1 0
EWLC = 2/~CBT/ ﬁ [Aq2 +

- r ]HL@MQ—FI, (3.11)

kgT

agora a partir da equacdo 3.11, podemos calcular o valor quadrético médio de }f 1

>

~ 2 kT
< |t >=1/—= 3.12
| J—‘ FA ’ ( )
tal que fazendo uso da aproximacao z/L = t, =2 1 — |t | /2, obtemos
1
A%Q]f—idkaFA, (3.13)
isolando F', obtemos a equacio para longos estiramentos'®
1kgT 1
F=-—|—s 3.14
=y 1

No entanto, a equacédo 3.14 apresenta uma inconsisténcia matemadtica, sendo sua expansao
em primeira ordem deveria resultar na equacdo 3.9, que é a equacdo para estiramentos de curto
alcance. Entretanto ao realizar a expansdo obtém-se um resultado diferente. Esse problema foi
resolvido por Marko e Siggia se utilizando de uma interpolacdo. Eles acrescentaram dois termos para
corrigir a equacao para grandes estiramentos, tal que se z ~ L os termos se tornam despreziveis. A
correcdo realizada consiste basicamente em somar os termos z/L — 1/4 dentro da expressdo. Dessa
forma obtemos a expressao final de Marko e Siggia para a for¢a entrépica da molécula de DNA como
fun¢do da extensao[22],

_ kpT [2 1 1

_ 2 (3.15)

F _
Al a2 1

A equacdo 3.15, é valida para estiramentos arbitrarios, todavia, possui ainda algumas limitacoes,
por ser uma expressao aproximada, tal que, a equacdo diverge quando tomamos z = L, na pratica,
sua validade vai até z ~ 0,9L[22], enquanto para valores superiores, a forca aplicada se torna forte
suficiente capaz de deformar as ligacoes quimicas entre os nucleotideos, fora portanto do regime

entrdpico.

15A deducéo completa pode ser obtida nos trabalhos de Kratky-Porod[43]
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4 Rotina Experimental

4.1 Preparacao de Amostra

O experimento de estiramento por pincamento éptico é uma importante técnica experimen-
tal que consiste em aprisionar uma unica microesfera de poliestireno que esta ligada a uma das
extremidades da molécula de \-DNA, enquanto a outra extremidade estd adsorvida a laminula do
porta-amostra. O procedimento se baseia no protocolo em que o A\-DNA (New England Biolabs)
interage com nucleotideos simples ndo marcados: dATP, dTTP e dGTP (Invitrogen) e com nucleoti-
deos marcados com biotina: biotin 14-dCTP (Invitrogen). Ao final, temos o polimero marcado com
biotina nas duas extremidades o que facilita para que as mesmas possam ser fortemente ligadas a
substratos recobertos com outra proteina, a estreptavidina (Sigma Aldrich), uma proteina produzida
pela bactéria Streptomyces avidinii, que apresenta alta afinidade com a molécula de biotina (também
conhecida como vitamina H ou B7), vitamina que é empregada no metabolismo de proteinas e car-
boidratos. A estreptavidina possui 4 sitios de interacdo idénticos, nos quais as biotinas podem se
ligar[44].

Por conseguinte, preparamos uma solucao contendo microesferas de poliestireno com diametro
~ 3 pm recobertas com estreptavidina (Bangs Labs) e entdo adicionamos o DNA-biotinilado em um
banho térmico a 36°C, para que se estabeleca a interagdo entre as proteinas, tal que uma das extremi-
dades do DNA se ligue a uma microesfera. Enquanto isso, preparamos o porta-amostra, esse que serd
posicionado sobre o estagio do microscopio. Nele fixamos um anel de borracha do tipo O-ring com
um didmetro de ~ 0,7 cm com auxilio de parafina em uma laminula comercial (aproximadamente
150 um de espessura) e entdo tratamos a drea interna do O-ring com um recobrimento de biotina e
posteriormente outro de estreptavidina. Em seguida, o porta amostra é entdo fixado ao microscopio
e a solucdo contendo A-DNA+microesferas é adicionada ao interior do O-ring, como mostra a Figura
4.1. Espera-se por volta de 60 minutos para que as ligacdo necessdrias se estabelecam entre a extre-
midade livre do DNA e a superficie da laminula tratada. Posteriormente iniciamos o procedimento

de procura por um bom conjunto DNA-microesferas conforme mostrado na Figura 4.2.

4.2 Procedimento Experimental

A Figura 4.2 representa esquematicamente as possiveis configuracoes para o DNA em meio
a solucdo préxima as condigdes fisiologicas, contendo as microesferas de poliestireno e os con-
juntos formados de DNA-microesferas. Dessa forma, partimos em busca de um bom conjunto
DNA-microesferas para a realizacdo dos estiramentos, que obrigatoriamente deve possuir o DNA-

biotinilado com uma das extremidades aderida a microesfera revestida com estreptavidina enquanto
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solugao
A-DNA + microesferas

\
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Laminula tratada

Figura 4.1: Esquema do porta-amostra e a solugao de A-DNA com microesferas.

DNA

- .' Microesfera com Biotina
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f estreptavidina A
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Figura 4.2: Configuragbes para o DNA em meio a solugdo de microesferas.

a outra extremidade deve estar adsorvida a laminula previamente tratada com biotina e estreptavi-
dina.

Quando encontramos uma boa configuracdo DNA-microesfera, realizamos aproximadamente
5 estiramentos (ou medidas) conforme esquema na Figura 4.3, as quais fornecem uma média dos
parametros obtidos. Em cada estiramento, a molécula é estirada com velocidade definida (v = 0,1
um/s) pelo deslocador piezo elétrico. Esta velocidade é baixa o suficiente para que o estiramento
néo perturbe o estado de equilibrio (regime quase-estdtico), sendo ainda a altura h da microesfera
mantida fixa em ~ 4,4 ym enquanto o estdgio do microscopio se desloca com velocidade constante.

Por fim, os resultados sdo obtidos via videomicroscopia e é possivel extrair a forca aplicada
e ainda o deslocamento do estiramento xpya. Dessa forma, podemos construir um grafico de
forca como funcdo da extensao da molécula de A-DNA, tal que os pontos do grafico correspondem
aos dados obtidos experimentalmente enquanto a curva tragada vai representar o ajuste realizado

segundo o modelo WLC de Marko e Siggia (3.15) [22]. Por conseguinte, cada medida vai se referir
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Figura 4.3: Esquema do experimento de estiramento da molécula de DNA num regime quase-estatico.

a um experimento de estiramento, ou seja, uma curva de forca por extensdo por estiramento. As
propriedades mecanicas serdo entdo extraidas do ajuste dessa curva de forca. Temos como padrao
de referéncia para as propriedades mecanicas que serao extraidas do A-DNA puro de conformagéo
B, que o comprimento de persisténcia A deve estar entre 40 ~ 50 nm e o comprimento de contorno
L, entre 14 ~ 21pum [45, 46, 47].

As primeiras medidas sdo obtidas para um DNA puro, isto €, livre de compostos e/ou substancias
que podem alterar suas propriedades mecanicas. Em seguida iniciam-se o processo de troca de
aliquotas, que sao as concentracOes definidas de ligante desejado diluidas em uma solucao tampao.
As trocas séo realizadas retirando-se certa quantidade da solucdo presente no interior do O-ring e
introduzindo outra quantidade equivalente de aliquota. Esse procedimento deve ser realizado algu-
mas vezes, a fim de que a concentracao final na troca seja o mais préximo da solucao da aliquota
original. O préximo passo é aguardar a interacdo do DNA e do composto durante um certo intervalo
de tempo, tempo de reacdo (~30 minutos). Ao término do tempo de reacio, inicia-se novamente as
medidas, sendo realizadas novamente 5 medidas tal que a média é extraida. Outras aliquotas sdo
trocadas posteriormente e o0 mesmo processo € realizado. Ao final, apds uma série de aliquotas é

possivel construir graficos para as propriedades mecanicas por concentragoes.
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5 Anadlises e Resultados

Nesse capitulo apresentaremos os resultados obtidos para os complexos DNA-farmaco forma-
dos. As analises foram feitas com auxilio de um modelo tedrico sob um conjunto de dados obtidos
experimentalmente utilizando a técnica de micromanipulacdo de particulas unicas, isto €, a pinca
optica. Com isso, é possivel investigar o comportamento das propriedades mecanicas dos complexo

formados com dependéncia da concentracio de farmaco na solucdo e concentragio i6nica
5.1 Cisplatina Pt(NHj3),Cl,

+2

CI\ / NHs H20\ / NH;

— Pt

Pt
N 2N
c NH, H,0 NHy

a) Cisplatina b) Forma ativa

Figura 5.1: Apresentamos em (a) a férmula estrutural plana e inerte de Cisplatina, enquanto em (b)
temos sua forma ativa.

Nosso primeiro farmaco analisado é a Cisplatina (cis-diammine-dichloroplatinum(Il)), que
possui férmula planar Pt(NH3),Cl,, representada na Figura 5.1A. Ela é apontada como um dos
quimioterdpicos mais importantes derivados da cadeia de Platina, e é considerada como a mais
comumente utilizada em tratamento de cancer testicular, ovario, mama, bexiga, cervical, pulmao,
cancer da cabeca e do pesco¢o, bem como nos neuroblastomas e alguns tumores cerebrais [48]. Ao
longo dos ultimos anos, houve grande preocupacdo em investigar o mecanismo molecular de acdo
da Cisplatina, e, em particular, sua interacdo com a molécula de DNA, que é o principal alvo dos
farmacos quando dentro das células [49, 11, 50, 51].

Tradicionalmente, a administragfio de Cisplatina '® em pacientes ocorre a 1mg/mL em solucéo
isotonica salina a 0.9 % de modo a ser um composto estavel[52]. J4 em caso intravenoso é ad-
ministrada em doses diarias de 20 mg/mL durante 5 dias, isoladamente ou combinada com ou-
tros farmacos, sendo o ciclo de tratamento repetido a cada 3 semanas, com duracdo maxima de 4
ciclos[53, 54]. No entanto, pode ocorrer a ndo dissolucdo imediata da Cisplatina em solucio aquosa
salina, devido exclusivamente ao seu coeficiente de solubilidade, em agua a 25°C, que é 0,0253

g/100 g [55], fazendo-se necessario uma dissolugdo prévia em Dimetilsulféxido (do inglés, Dimethyl

18 Cigplatina em estado ativo, ocorre apés sofrer hidrélise, ou seja, quando o composto inerte inserido em uma
solugdo aquosa, terd os 2 fons de Cloro se dissociados da molécula, enquanto 2 moléculas de dgua ou 2 fons hidréxidos
se juntam a molécula para transforma-la no seu estado ativo. Essa ag@o vai permitir que a Cisplatina se ligue ao DNA
covalentemente.
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Sulfoxide), C2HgOS, ou apenas DMSO, para obter uma acurécia na concentracio da solucdo'”.

Na Figura 5.1A, temos a estrutura quimica planar da molécula de Cisplatina. Em sistema
aquoso os dois ions cloro (C1) se dissociam e o composto incorpora duas moléculas de agua, atin-
gindo o seu estado bivalente (27) ativo representado na Figura 5.1B, que se liga a estrutura de DNA
[56]. Essa ligacdo entre o DNA-Cisplatina ocorre no estado ativo da molécula, por uma interagédo do
tipo covalente com a dupla hélice do DNA podendo ser do tipo: monoaducto, cruzada (do inglés,
crosslinks) intracadeia e intercadeias entre DNA-proteina [56]. A formacdo de aductos induzem
fortes perturbacbes estruturais na conformacao da dupla hélice, especialmente curvas e desenro-
lamentos acentuados[57, 58], e as vezes até quebra da fita local [59, 60]. Essas perturbactes na
estrutura afetam significativamente as propriedades mecénicas molécula de DNA, tal que a interagdo
DNA-Cisplatina pode ser monitorada medindo as variacoes das propriedades em funcdo da quanti-
dade de farmaco ligada a dupla hélice [61].

Experimentos com e sem a presen¢a de DMSO em solucdo foram realizados. Aqui apresen-

tamos os resultados obtidos com a presenca de DMSO.

5.1.1 Interacao DNA-Cisplatina

A concentracdo de Cisplatina (Sigma-Aldrich) utilizada no experimento varia desde 0,1 uM
até 500 M. Um conjunto de aliquotas foi preparado com Cisplatina diluida diretamente em PBS a
1 mM de NaCl e outro a 150 mM de NaCl. Ja um outro conjunto de aliquotas, foi preparado com
uma solucdo estoque de Cisplatina diluida em DMSO e posteriormente diluida em PBS a 1 mM de
NacCl, outra a 10 mM de NaCl e outro a 150 mM de NaCl.

Todos os experimentos foram realizados com mesma rotina experimental para caracterizacdo
do complexo Cisplatina-DNA. Apods atingido o estado de equilibrio quimico, iniciamos o estudo das
alteracoes das propriedades mecanicas do complexo. Esse procedimento foi realizado utilizando
trés concentracoes de solventes diferentes: I) Cisplatina diluida em solucdo salina de PBS [62] a
150 mM; II) Cisplatina diluida em solugéo salina de PBS a 10 mM; III) Cisplatina diluida em solucdo
salina de PBS a 1 mM.

Apresentamos na Figura 5.2, um comparativo entre nossos dados de DNA-Cisplatina em [Na]
= 150 mM e um trabalho realizado pelo grupo anteriormente[50, 2], atestando a reprodutividade
do experimento de forma qualitativa.

Agora, com mais detalhes, mostramos as curvas para um dos parametros mecanicos que con-
seguimos extrair dos ajustes realizados com o modelo WLC [22] sobre as curvas de forca-extensao

dos complexos DNA-Cisplatina. Na Figura 5.3, temos o comprimento de persisténcia (A) como

17Solucao Cisplatina-DMSO: primeiramente dilufmos 2,7 mg de Cisplatina em 1,5 mL de DMSO (ESTOQUEL1), em
seguida retiramos 333 uL do ESTOQUET1 e diluimos novamente em 778 pyl. de DMSO (ESTOQUE2), chegando ao final
a uma solugdo de Cisplatina diluida em DMSO na concentragao de 2 mM, que foi utilizada para criar as concentragoes
utilizadas nos experimentos.
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Figura 5.2: Comparativo dos nossos dados de comprimento de persisténcia para DNA-Cisplatina
com um trabalho anterior do grupo|2], ambos normalizados por fungées polinomiais, mostrando a
reprodutividade qualitativa do experimento.

fungédo da concentracdo do farmaco (Cr) em uma solucdo a concentracdo de [Na] = 150 mM. Os
dados experimentais do comprimento de persisténcia (parametro mecanico) sdo representados pelo
quadrados vermelhos e a curva em vermelho obtida pelo ajuste teérico do modelo estatistico de

desordem de sitios (do inglés, Quenched-disorder Statistical Model) [61],

1 . 1- T/T'max 7"/Tmaac
TE = A + A, (5.1)

sendo Ar o comprimento de persisténcia efetivo do complexo DNA-ligante, que pode ser escrito em
termos de Ay (comprimento de persisténcia para DNA puro), A; (comprimento de persisténcia local
induzido pela ligacdo do ligante a molécula de DNA). r é a fracdo ligada e r,,,,, € o valor de saturagdo
de r. O modelo de desordem de sitios permite extrair os parametros fisico-quimicos associados a
interacdo DNA-farmaco [61, 63, 64]. Podemos observar que o comprimento de persisténcia diminui
monotonicamente com o aumento da concentracdo do fdirmaco. Devemos escolher uma isoterma de
ligacdo apropriada que seja capaz de extrair os parametros fisico-quimicos do sistema. Para nosso
caso, na interacdo DNA-Cisplatina, a isoterma que mais se adequa ¢é a de Hill[65] (Apéndice C),
uma vez que a interagio apresenta cooperatividade!'8[64],

ro (KCp)"
Tmaz 1+ (KCp)"'

(5.2)

na qual Cy ¢ a concentracéo de ligante livre (ndo ligada ao DNA), K é a constante de equilibrio'?, n é

8Cooperatividade: é o efeito no qual a molécula que se liga a estrutura de DNA pode aumentar ou diminuir a
afinidade da interacdo para a préxima molécula.

19Constante de equilibrio de uma reacéo relaciona as concentracoes dos reagentes com as concentracoes dos produtos
no momento em que ocorre o equilibrio na reagao.
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Figura 5.3: Comprimento de persisténcia (A) como func¢ao da concentragdo de DNA-Cisplatina em
solucao de [Na] = 150 mM.

o coeficiente de Hill, pardmetro capaz de estimar o grau de cooperatividade da interacdo da reacéo.
Se n > 1, a interacao € de cooperatividade positiva, ou seja, a cada molécula que se liga a estrutura
de DNA aumenta a afinidade para que uma nova molécula também se ligue. Caso contrério, se
n < 1, a interac@o é de cooperatividade negativa, isto é, a cada molécula que se liga a estrutura de
DNA diminui a afinidade para uma nova molécula ligante. E por tultimo, n = 1, a interacdo é de
cooperatividade nula, sendo a afinidade independente do nimero de moléculas ligadas. A equagéao
5.2 pode ser combinada com a equacao 5.1 a fim de ajustar os dados experimentais do comprimento
de persisténcia A, tal que os parametros de ligacdo (K ,r,q: € n) sdo deixados como parametros
ajustaveis pelo modelo de Hill e podem ser determinados a partir do processo de convergéncia
durante o ajuste da curva experimental.

Na Figura 5.4, temos o comprimento de persisténcia (A) como funcdo da concentragdo de
farmaco(Cr), em uma solugéo a concentracdo de [Na] = 10 mM. Nossos dados experimentais sdao
representados pelo quadrados vermelhos e a curva em vermelho foi obtida pelo ajuste tedrico do
modelo estatistico de desordem de sitios em conjunto com a isoterma de Hill. Podemos observar
que, o comprimento de persisténcia diminui com o aumento da concentracdo de farmaco, sendo

nesse caso apresentando menos evidentemente a forma sigmoidal da curva (forte indicativo de

Tabela 5.1: Parametros fisicos obtidos com base nas concentragoes idnicas e suas respectivas barras
de erros

[Na] (mM) K (M1 n A; (nm)
1 (1.9 £ 0.5)x107 1.0 £ 0.2 98.7 + 2
10 (5.3 £ 0.8)x 107 1.8 + 0.4 235 + 1

150 (2.4 £+ 0.4)x10* 34+04 20 £ 1.5
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Figura 5.4: Comprimento de persisténcia (A) como func¢ao da concentragdo de DNA-Cisplatina em
solucao de [Na] = 10 mM.

presenca de cooperatividade). Faz-se jus uma ampliacdo da regido de menor concentracdo para

melhor visualizacao.
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Figura 5.5: Comprimento de persisténcia (A) como fungao da concentragdo de DNA-Cisplatina em
solugao de [Na] = 1 mM.

Na sequéncia temos a Figura 5.5, que mostra o comprimento de persisténcia (A) como funcdo
da concentra¢do de farmaco (Cr), em uma concentracdo de [Na] = 1 mM. Nossos dados experimen-
tais sdo representados pelo quadrados vermelhos e a curva em vermelho obtida pelo ajuste tedrico
do modelo estatistico de desordem de sitios em conjunto com a isoterma de Hill. Nota-se aqui que
o comprimento de persisténcia é abruptamente diminuido ja para concentracoes muito pequenas
de farmaco, sendo assim ndo se observa a forma sigmoidal da curva de ajuste experimental, que
funciona como um indicativo de presenca de cooperatividade na interacao.

Outra interpretacdo que pode ser sugerida paras Figuras 5.3, 5.4 e 5.5 é com base na forca
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ionica da solucdo, conforme mostrado na Tabela 5.1. Para baixas forcas i6nicas (baixa concentragdo
de [Na™]), a interacdo possui alta afinidade quimica (podendo ocorrer mais intera¢des). Por outro
lado, ao passo que a forca idnica aumenta, isto é, a concentracdo de [Na™] na solucdo aumenta,
temos mais ions [Na™] dispersos na solu¢iio o que resulta na blindagem do DNA (que possui carga
negativa), dificultando e diminuindo a afinidade quimica de novas interacdes. Observa-se que a
medida que se troca o PBS, por exemplo do PBS 150 mM para o PBS 10 mM, hd um aumento no valor
da forca i6nica. Note que para o PBS 1 mM ja se observa um alto valor para forca ionica da solucéo,
isto é, alta concentracdo de [Na™] presente desde logo para pequenos valores de concentracio de
droga, o que sugere uma molécula de DNA ja em estado blindado?’, isto é, temos grande quantidade
de fons [Na'] dispersos na solucdo, o que resulta em uma baixa afinidade quimica para novas
interacgoes.

Os resultados obtidos experimentalmente para constante de equilibrio (K) como funcéo da
concentracdo de contra-ion [Na'], sdo apresentados na Figura 5.6 e na Tabela 5.1. Pela andlise
desses resultados, podemos perceber a diminuicdo da constante de ligacdo (K) com aumento da
forca idnica. Outra observacdao que pode ser feita é o aumento na taxa de cooperatividade de Hill
(n) com aumento da forc¢a ionica da solugéao.

Temos que a forma ativa da Cisplatina admite carga 2+, o que induz uma forte dependéncia
da concentracio de contra-ion [Na™] para constante de ligacdo de equilibrio da reacdo, lembrando
que a dupla hélice de DNA apresenta carga negativa devido aos grupos fosfato [POi’]. Alguns
estudos a cerca da constante de ligacdo (K) ja foram realizados com base nas interacdes de algumas
proteinas com DNA[66], enquanto outros, abordaram os efeitos para ligacdo de farmacos com a
molécula de DNA[67, 68, 69, 70, 71]. Seja entdo, o comportamento da constante de ligacdo de
equilibrio como func¢do da concentracdo do contra-ion [Na*] na solu¢ido pode ser entendido com

base no modelo Record-Lohman[72]:

m - (5.3)
tal que z é a carga do ligante e 1) é a fracdo de contra-ion termodinamicamente associada por
fosfato na auséncia do ligante [72, 66]. Com relacdo ao B-DNA de cadeia dupla em solucoes tampao
contendo em suas concentracoes apenas ions monovalentes, sabe-se que ) = 0,88 [72, 66].

Na Figura 5.6 mostramos a constante de ligacdo de equilibrio em funcdo da concentracdo
de contra-fon [Na™], sendo a linha tracejada um ajuste com o modelo de Record-Lohman (equacio
5.3), em escala log-log. Obtemos o valor da carga ligante z = (1,5 & 0,1), o que é relativamente

préximo do valor esperado da carga de Cisplatina (2%), demonstrando que o modelo se ajusta

bem ao nosso caso, e que nosso modelo estatistico de desordem de sitios retorna parametros fisico-

200 estado blindado do DNA, pode ser entendido como a molécula de DNA que possui carga negativa cercada por
cargas positivas do Na™ provenientes da solucdo iénica. Essa concentracio de cargas positivas, ou contra-fons, sio
responsdveis pelas facilidade (ou afinidade) quimica entre as interagoes.
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Figura 5.6: Constante de ligacao K como funcdo da concentracao de sal, em escala log-log.

quimicos da interacdo DNA-Cisplatina a partir dos dados experimentais de parametros mecanicos
(comprimento de persisténcia) satisfatoriamente bem. Segundo a literatura [66], grande parte dos
ensaios experimentais realizados com ligantes carregados e acidos nucleicos, apresentaram d(log K)
/ 0 (log [Na]) < —z1 [66], isto €, estando de acordo com nosso trabalho. Acreditamos que esse fato
deve-se a: (a) uma limitacdo intrinseca do modelo (que perde a precisdo para altas forcas ionicas),
e (b) na prética, na solu¢do, nunca obtém-se 100% das moléculas de ligante totalmente ionizadas,

o que reduz a carga efetiva liquida.
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Figura 5.7: Comprimento de persisténcia na saturacao A; (quadrados azuis) e expoente de Hill (n)
(cfrculos negros) como fungao da concentracao de contra-fon.

Na Figura 5.7, apresentamos os dados do comprimento de persisténcia na saturacao A; (qua-
drados azuis) e o expoente Hill (n) (circulos pretos) como fun¢do da concentracdo de contra-ions.

Constata-se que A; diminui com o aumento da forca i6nica indicando que a Cisplatina possui maior
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efeito na reducdo da flexibilidade do DNA para maiores forcas ionicas, decorréncia que se relaciona
a compactacao do DNA.

Sendo o expoente de Hill (n), o termo que expressa o grau de cooperatividade da reacéo, te-
mos na Figura 5.7 que este parametro aumenta em funcao da forca ionica, ou seja, a proporcao que
ocorre o aumento da concentra¢io de contra-ions [Na™] na solucdo. Uma boa anélise desse com-
portamento pode ser estabelecida como sendo a cooperatividade diretamente ligada as interacoes
com DNA-ligante [73]. Uma vez que a Cisplatina é um composto catiénico bivalente (27), o efeito
de repulsao eletrostatica entre outras moléculas do mesmo farmaco desempenha um papel significa-
tivo quando em presenca de baixas forcas ionicas, o que resulta na diminui¢do da cooperatividade.
Um resultado semelhante foi verificado utilizando outros ligantes catiénicos, os quais exibem um
comportamento cooperativo em suas interagdes com a molécula de DNA [67, 70].

Com respeito a Cisplatina, o grau de cooperatividade observado esta relacionada as mudancas
estruturais induzidas na dupla hélice do DNA apds a ligacdo do farmaco. O farmaco é capaz de
induzir ligacdes do tipo cross-links,?! e loops [57, 11, 74], as quais que se ligam em diferentes seg-
mentos da cadeia, resultando no efeito de compactacdo do DNA para altas concentracdes do farmaco
[50, 11]. Deve ser esperada uma cooperatividade positiva neste cenario, pois as reticulacoes(cross-
links) e loops induzidos na dupla hélice aproximam diferentes segmentos da fita de DNA, aumen-
tando assim a probabilidade de formar ainda mais cross-links e loops a medida que mais ligante
(Cisplatina) se liga a essa estrutura, devido a proximidade segmento-segmento [2, 50]. Uma con-
clusao semelhante foi recentemente observada para ligacdo H-NS por Dame et al., no qual mostrou
um comportamento cooperativo neste caso surge como uma propriedade intrinseca devido a proxi-
midade da dupla fita de DNA, ou seja, da dupla-hélice [75].

Apresentamos agora as analises dos dados para o outro pardmetro mecanico, 0 comprimento
de contorno (L), obtidos com o modelo WLC utilizando trés diferentes concentracoes de [Na].

Nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 apresentamos os comprimentos de contorno L correspondentes
(normalizados pelo valor de DNA puro, Ly ~16,5 um) para os mesmos complexos de DNA-Cisplatina
mostrados nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5, respectivamente. Percebe-se que, quanto maior a forca i6nica
utilizada (Figura 5.8), o comprimento do contorno tende a diminuir como fun¢do da concentragdo
do farmaco, um resultado ja obtido anteriormente pelo grupo e apresentado por Crisafuli [2]. Esse
aspecto foi bastante discutido por Hou et al. [11], o qual afirma que essa diminuicdo estd relacionada
ao processo de compactacdo de DNA induzido pela formacao de cross-link e loops na dupla hélice do
DNA apés a ligacdo do farmaco [11], o que influencia na diminuicdo do comprimento do contorno
para forcas baixas dentro do regime entrépico [2], [61]. Contudo, em situacOes nas quais as forcas
idnicas utilizadas sdo inferiores a essas, isto é, para concentracdes menores de [Na™], ndo se observa

o efeito de compactacao na estrutura de DNA (Figuras 5.9 e 5.10). Nota-se um aumento efetivo no

21Cross-link ou ligacdo do tipo cruzada, é um tipo de ligacio entre duas partes diferentes da estrutura do molécula
de DNA que ocorre entre alguns ligantes e as bases nitrogenadas de uma molécula de DNA, possui cardter covalente.
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Figura 5.8: Comprimento de contorno (L) como fungdo da concentracao de DNA-Cisplatina em
solucdo de [Na] = 150 mM.

comprimento do contorno da molécula de DNA a medida que a concentracdo do farmaco aumenta
5.9, 5.10. Admitimos que esse efeito esta relacionado ao desenrolamento da dupla fita do DNA e/ou
as rupturas da cadeia local (ou bolhas de desnaturacao) induzidas pela ligacdo com DNA-Cisplatina
[57]1, [581, [591,[60].

Pela analise destes resultados, temos que a acdo do farmaco Cisplatina na estrutura de DNA
ndo causa compactacao para baixas forcas ionicas, como resultado da baixa cooperatividade (n) pre-
sente na interacdo DNA-Cisplatina nessas condicdes. Por outro lado, a alta cooperatividade (n) entre
a Cisplatina e a molécula de DNA que resulta no efeito de compactacdo, ocorre apenas para altas
forcas ibnicas, ou seja, altos valores de [Na™]. Temos que o fato do comprimento de persisténcia
local A; diminuir para maiores valores da forcas idnicas provavelmente esta correlacionado com essa

122 que sugere uma molécula mais flexivel.

compactacdo, o que indica baixa rigidez flexura

Agora, para uma completa andlise do comprimento de contorno (L), se faz necessario um
modelo capaz de conectar esse pardmetro mecanico a uma isoterma de ligacdo para extracdo dos
parametros da ligacdo. O modelo utilizado para realizar essa conexdo para o comprimento de
persisténcia é generalizado e valido (em principio) para qualquer tipo de interacédo (intercalacdo,
ligacdo de fendas, ligacdo covalente, etc.) [61, 76]. No entanto, para a extracdo de parametros
pelo comprimento do contorno, existe apenas um tnico modelo presente na literatura que pode ser

usado para executar esse tipo de conexdo com uma isoterma de ligacdo que é valido apenas para in-

tercalantes®® [61]. Ainda nfio h4 relatos na literatura sobre um modelo aplicado ao comprimento do

22Rigidez flexural (K ) estd relacionada a energia de curvatura do polimero, isto é, energia necessiria necessaria
para curvar o polimero. Esse efeito é expresso pela equagdo A = Ky sendo 8 = 1/KgT, tal que para baixo valor da
persisténcia (A) precisamos de um baixo valor de energia de curvatura (K ;) para mudar sua conformagao o que sugere
uma molécula menos rigida com mais dobras.

ZIntercalante é o termo usado para moléculas que se intercalam entre os pares de base do DNA causando possiveis
modificagoes estruturais. Sendo uma das alteragoes: o aumento do comprimento de contorno (realizado para acomodar
a molécula ligante) e geralmente acompanhado por um giro sobre o préprio eixo da molécula de DNA capaz de desfazer



34

1.05 B

005 ! 1 I
0 5 10 15 20

C. (uM)

Figura 5.9: Comprimento de contorno (L) como fungdo da concentracao de DNA-Cisplatina em
solucao de [Na] = 10 mM.

contorno que pode ser usado para extrair os parametros de ligacdo no presente caso. A formulagdo
de um modelo deste tipo ainda estd longe de ser facil, uma vez que a Cisplatina pode induzir efeitos
diferentes na estrutura de dupla hélice (cross-links, loops, quebra da cadeia, desenrolamento, etc)

que podem afetar o comprimento do contorno de diferentes maneiras.

a hélice.
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Figura 5.10: Comprimento de contorno (L) como fungao da concentragao de DNA-Cisplatina em
solucdo de [Na] = 1 mM.

5.2 Carboplatina C¢H{oN>O4Pt

Apesar da consolidacdo da Cisplatina como o farmaco mais comumente utilizada em trata-
mentos quimioterapicos, seu uso veio acompanhando de vérios efeitos colaterais indesejados (por
exemplo, nefrotoxicidade e ototoxicidade) e alguns casos de limita¢cdes da atividade tumoral. Essas
limitacoes serviram de suporte para desenvolvimento de novos complexos derivados de Platina,
como o caso da Carboplatina (cis-diammine(cyclobutane-1,1-dicarboxylate-O,0’)platinum(ID))[771,
uma platina de 2% geracao de forma planar CsH;2N2O4Pt, que apresenta atividade antineopldsica
semelhante a Cisplatina, possuindo ainda um mecanismo semelhante para formacdo de aductos com
o DNA[78]. Existe também uma preferencia das ligacdes ocorrerem com a guanina N7 e adenina
N7. No entanto, para Carboplatina ja ha relatos de afinidade com a citosina e mudancas confor-
macionais entre A- e B- DNA[78]. Sua administracdo a pacientes é via intravenosa e indicado para
aqueles que j4 tenham recebido medicamentos com Cisplatina, em dosagem de 400 mg/m?[79] de
Carboplatina mensal se baseando nas doses de Cisplatina[53].

Nos ultimos anos, a Carboplatina vem sendo utilizada em muitos tratamentos de céncer, tais
como: ovario[80, 81, 82], pulméo [83] e alguns tipos especificos de cabeca e pescoco[84], ainda
que se mostre menos eficiente quando comparada a Cisplatina em certos cénceres especificos[18,
85, 86, 87, 88]. No entanto, sempre despertou o interesse da sociedade cientifica em investigar o
mecanismo molecular de acdo da Carboplatina[17, 19, 89, 90], em especial sua interacdo com a
molécula de DNA.

A Figura 5.11 A, apresenta a estrutura quimica da molécula de Carboplatina, que em sistema
aquoso, sofre hidrélise atingindo o estado ativo com cétion bivalentes, mostrado na Figura 5.11 B. E

possivel notar que o segmento ativo da molécula de Carboplatina, Figura 5.11 B, é exatamente igual
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a molécula ativa da Cisplatina, Figura 5.1 B, que se liga a estrutura do DNA.
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a) Carboplatina b) Carboplatina ativa

Figura 5.11: Apresentamos em (a) a férmula estrutural plana e inerte de Carboplatina, enquanto
em (b) temos sua forma ativa.

Alguns estudos ja foram realizados demonstrando interesse no complexo DNA-Carboplatina[78,
91, 92, 93], mas nenhuma relatou efeitos sobre a forca i6nca na interacdo. Nds vamos apresentar
como ¢ de fundamental importdncia para um completo conhecimento desse tipo de interacdo a
andlise das propriedades mecéanicas dos complexos DNA-Carboplatina como funcéo da for¢a idnica
e/ou concentracdo de contra-ions presente na solucdo. Com base nos resultados obtidos, as pro-
priedades fisico-quimicas da interacdo de DNA-Carboplatina podem ser determinadas para cada
condicao de contra-ions da solu¢édo, em especial a constante de associacao de equilibrio e o seu grau

de cooperatividade[61, 94].

5.2.1 Interacdo DNA-Carboplatina

Nesse trabalho, a concentracdo padrao de Carboplatina (Sigma-Aldrich) utilizada no expe-
rimento para elaboracdo das aliquotas foi de 2 mM, o que permite uma faixa de concentracdo que
varia desde 0,1 M até 200 pM. Foram preparados dois conjuntos de aliquotas, sendo eles: um
contendo Carboplatina diluida em PBS a 150 mM de NacCl e outro diluida em PBS a 1 mM de NaCl
24

Todos os experimentos foram realizados com mesma rotina experimental para caracterizacio
do complexo DNA-Carboplatina, ou seja, apos atingido o estado de equilibrio quimico. Posterior-
mente iniciamos a verificacdo das alteracoes nas propriedades mecanicas do complexos sobre efeito
de diferentes solventes.

Apresentamos nas Figuras 5.12 e 5.13, respectivamente, o comprimento de persisténcia A
do complexos de DNA-Carboplatina em funcéo da concentracdo do farmaco na solucdo Cr, para as
duas forgas ionicas usadas. Também mostramos o ajuste dos dados de comprimento de persisténcia
com o modelo tedrico, que sdo mostrados como linhas continuas.

Note-se que para forca i6nica na solucdo de [Na] = 150 mM, Figura 5.12, a persisténcia

24Da mesma forma que a Cisplatina, foi necessario realizar uma diluicfio prévia em DMSO, devido a baixa solubilidade
em solugdo salina. Solugdo Carbolatina-DMSO: primeiramente diluimos 3,34 mg de Carboplatina em 1,5 mL de
DMSO (ESTOQUEL), em seguida retiramos 222 mL do ESTOQUE] e diluimos novamente em 778 mL de DMSO
(ESTOQUE2), chegando ao final a uma solugao de Carboplatina diluida em DMSO na concentragao de 2 mM, que foi
utilizada para criar as concentragoes utilizadas nos experimentos.
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Figura 5.12: Comprimento de persisténcia (A) como funcao da concentracao de DNA-Carboplatina
em solugao de [Na] = 150 mM.

Tabela 5.2: Parametros fisicos obtidos para interagao DNA-Carboplatina com base nas concentragoes
i6nicas e suas respectivas barras de erros

[Na] (mM) K (M~ n A; (nm)
1 (3.9 £ 0.5)x10° 2.1 + 0.3 16.3 + 0.6
150 (1.6 £ 0.2)x10* 51+ 0.7 14.5 £ 0.5

diminui em funcdo da concentracdo do farmaco, apresentando uma forma sigmoidal para os da-
dos obtidos, indicando a presenca do efeito cooperativo na interacdo. Além disso, observe que o
intervalo de concentracgdo relevante no qual o comprimento de persisténcia apresenta variacao esta
compreendido entre 0 < Cp < 140 p M.

Ajustamos os dados experimentais com base no modelo tedrico estatistico de desordem
de sitios (do inglés, Quenched-disorder Statistical Model) dado pela na equacédo 5.1 [61]. Pode-
mos observar que o comprimento de persisténcia diminui monotonicamente com o aumento da
concentracdo do farmaco. Escolhemos uma isoterma de ligacdo adequada e que seja capaz de extrair
os parametros fisico-quimicos do sistema. Para nosso caso especifico, interacdo DNA-Carboplatina,
a isoterma que mais se ajusta é a de Hill[65] dada pela equacdo 5.2, uma vez que a interacio apre-
sentam efeitos de cooperatividade[64]. Dessa forma, combinando as equacées 5.1 e 5.2 podemos
entdo ajustar os dados experimentais do comprimento de persisténcia A, tal que os parametros de
ligacdo (K ,rmq: € n) sdo deixados como parametros ajustaveis pelo modelo de Hill e podem ser
determinados a partir do processo de convergéncia durante o ajuste da curva experimental.

Na Figura 5.13, representamos o comprimento de persisténcia (A) como funcéo da concentracao
do farmaco (Cr), em uma solucdo a concentracdo de [Na] = 1 mM. Nossos dados experimentais
sdo representados pelo circulos pretos e a curva em preto foi obtida pelo ajuste tedrico do modelo

estatistico de desordem de sitios em conjunto com a isoterma de Hill. Podemos observar que, o
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Figura 5.13: Comprimento de persisténcia (A) como funcao da concentracao de DNA-Carboplatina
em solugao de [Na] = 1 mM

comprimento de persisténcia diminui com o aumento da concentracao do fdirmaco, sendo nesse caso
apresentando menos evidentemente a forma sigmoidal da curva. Faz-se jus uma ampliacao da regidao
de menor concentracdo para melhor visualizacdo. Outra interpretacdo que pode ser sugerida para
as Figuras 5.12 e 5.13 e com base na forca i6nica da solucao, conforme também mostrado na Tabela
5.2. Para baixas forcas ionicas (baixa concentracdo de [Na']), a interacdo possui alta afinidade
quimica (podendo ocorrer mais interacdes). Por outro lado, ao passo que a forca ibnica aumenta,
isto é, a concentracdo de [Na™] na soluc¢do aumenta, temos mais fons [Na™] dispersos na solucdo
o que resulta na blindagem do DNA (que possui carga negativa), dificultando e diminuindo a afini-
dade quimica de novas interacdes. Observa-se que a medida que se altera a concentracdo de PBS,
por exemplo do PBS 150 mM para o PBS 1 mM, ha um aumento no valor da forca idnica. Note
que para o PBS 1 mM se observa um ligeiro aumento no valor para forca idnica da solucao o que
sugere uma molécula de DNA j4 em estado blindado, isto ¢, temos grande quantidade de fons [Na™]
dispersos na solucdo, o que resulta em uma baixa afinidade quimica para novas interacoes.

Apresentamos agora as andlises dos dados para o outro pardmetro mecanico, 0 comprimento
de contorno (L), obtido com o modelo WLC, utilizando duas diferentes concentracées de Carbo-
platina que foram previamente diluidas em dimetilsulféxido (DMSO): I) Carboplatina diluida em
solucdo salina de PBS a 150 mM; II) Carboplatina diluida em solucao salina de PBS a 1 mM.

Nas Figuras 5.14 e 5.15 apresentamos os comprimentos de contorno L correspondentes (nor-
malizados pelo valor de DNA puro, Ly ~16,5 um) para os mesmos complexos de DNA-Carboplatina
mostrados nas Figuras 5.12 e 5.13, respectivamente.

Temos para a Figura 5.14, a analise do comprimento de contorno L (normalizado pelo valor
do DNA puro Ly ~ 16.5 pM) para [Na] = 150 mM. Percebemos claramente uma variacdo do compri-

mento do contorno como funcdo da concentracdo do farmaco usada. Nossa ideia é que a interacdo
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Figura 5.14: Comprimento de contorno (L) como fungao da concentracao de DNA-Carboplatina em

solugao de [Na] = 150 mM.
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Figura 5.15: Comprimento de contorno (L) como fungao da concentracao de DNA-Carboplatina em

solucdo de [Na] = 1 mM.

com a Carboplatina induz a compactacdo do DNA, similar ao observado para a Cisplatina[94].

Na Figura 5.15, temos o comprimento de contorno normalizado para [Na] = 1 mM, no qual

observamos um comportamento qualitativo diferente na variacdo do comprimento de contorno no

limite na faixa de concentracoes analisadas dentro do intervalo 0 < Cp <14 M. Nota-se que o com-

portamento exibido pela Figura 5.15 € diferentemente a Figura 5.14. Como discutido anteriormente

no texto, e com base na discussdo da referéncia sobre a Cisplatina[94], espera-se que a acédo da

Carboplatina interagindo com o DNA em baixa forca idnica seja um tanto quanto similar e apresente

capacidade de induzir o aumento no comprimento de contorno do DNA.
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Figura 5.16: (a) Cisplatina. (b) Carboplatina.

5.2.2 Paralelo comparativo entre Carboplatina e Cisplatina

Na Figura 5.16 apresentamos um comparativo das formas de hidrolise dos dois farmacos:
Cisplatina e Carboplatina.

Estabelecemos agora uma comparacao direta entre os dois farmacos até aqui estudados. Na
Figura 5.17, mostramos o comprimento de persisténcia A do complexo DNA-Carboplatina como em
funcio da concentracdo do farmaco da amostra, para as duas forcas i6nicas usadas (circulos pretos).
Noés também representamos os ajustes realizados com o modelo tedrico, que é mostrados pelas
linhas sélidas. Para fins de comparacao, mostramos os dados equivalentes obtido para a Cisplatina
da seccdo 5.1 (quadrados vermelhos). Note que para a maior forca ionica, isto é, [Na] = 150 mM,
o comportamento do comprimento de persisténcia diminui em funcdo da concentrac¢do do farmaco
de forma sigmoidal, forte indicativo de efeitos cooperativos na interacdo de ambos compostos de
Platina, um resultado previamente conhecido para Cisplatina [50, 94]. Observa-se também a faixa
de concentracdo na qual a persisténcia varia, sendo 0 < C < 140 ;M para a Carboplatina, enquanto
0 < Cr < 100 uM para Cisplatina, o que indica que a Cisplatina apresenta uma maior contante de
associacao de equilibrio.

Pelo ajuste dos dados experimentais através do modelo tedrico estatistico de desordem de
sitios (do inglés, Quenched-disorder Statistical Model) [61] dado pela equacdo 5.1, obtemos os parametros
da interacdo DNA-Carboplatina para [Na] = 150 mM apresentados na 5.17A: K = (1,6 + 0,2) x
10 M~'en = (5,1 &+ 0,7), e o comprimento de persisténcia a saturacdo, A; = (14,5 + 0,5) nm.
De forma resumida, apresentamos na Tabela 5.3 para [Na] = 150 mM, uma comparacao direta dos
resultados obtidos para Cisplatina[94] e para Carboplatina. Também observamos os valores obti-
dos para o expoente de Hill (n ~ 5.1), que enfatiza nossa ideia mencionada anteriormente sobre
a existéncia de uma cooperatividade positiva, isto é, a ligacdo de moléculas de Carboplatina na

dupla-hélice facilita a ligacdo subsequente de outras moléculas do fdirmaco. Observamos que o com-
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Figura 5.17: Paralelo comparativo do comprimento de persisténcia como fungao da concentracao de
Férmaco entre a Cisplatina e Carboplatina. a) PBS 150 mM, b) PBS 1 mM.

portamento do comprimento de persisténcia é bem semelhante para os dois farmacos, no entanto a
diminuicdo sigmoidal é mais acentuada no caso da Carboplatina, refletindo o maior grau de coope-
ratividade, expoente de Hill ncy, ~ 5.1, em relacdo ao obtido para a Cisplatina, nc;s, ~ 3.4. Além
disso, observe que a Carboplatina induz uma diminui¢éo ligeiramente mais forte no comprimento
de persisténcia do DNA saturado. As constantes de associagdo de equilibrio sdo dadas po K¢isp=
(2,4 + 0,4) x 10* M~1) para Cisplatina, enquanto para a Carboplatina Kogpe = (1,6 &+ 0,2) x 10%
M—D.

Para os dados [Na] = 1 mM Figura 5.17B, a forma sigmoidal da curva de comprimento
persisténcia apresenta-se muito menos evidente, o que significa uma diminui¢do no grau de coo-
peratividade para esta condicdo ionica. Nota-se, que a faixa de concentracdo relevante na qual a
persisténcia varia é (0 < Cr < 12 yM). A diminuicdo para o valor da forca i6nica aponta um au-
mento relevante na constante de associacdo de equilibrio da interacdo DNA-Carboplatina. Do ajuste,
obtemos K = (3,9 £0,5) x 10° M~! en = (2,1 £ 0,3) para interacio de DNA-Carboplatina, e ainda
o comprimento de persisténcia no estado saturado, A; = (16,3 + 0,6) nm. Observa-se que a cons-
tante ligacdo de equilibrio aumentou mais de uma ordem de magnitude para menores valores da
forca idnica. Por outro lado, o expoente de Hill diminuiu consideravelmente, indicando que a reagdo
de ligacdo é ainda cooperativa para baixas forcas ionicas.

Na Tabela 5.4 mostramos uma comparacdo com os dados equivalentes de Cisplatina obtido

Tabela 5.3: Parametros de ligagao obtidos pelo modelo tedrico para [Na]=150 mM
Farmaco K (M) n
Cisplatina (2.4 + 0.4)x10* 34+04

Carboplatina (1.6 + 0.2)x10% 514 0.7
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Figura 5.18: Paralelo comparativo do comprimento de contorno como fungao da concentragao de
Férmaco entre a Cisplatina e Carboplatina. a) PBS 150 mM, b) PBS 1 mM.

originalmente na referéncia 5.1 para forca i6nica de [Na]= 1mM. Observe que todos as conclusoes
tiradas no primeiro caso também sao validas aqui quando comparamos os dois farmacos: Carbo-
platina apresenta maior cooperatividade, ncgro ~ 2.1 > ngysp ~ 1, € apresenta uma constante
de associacdo de equilibrio menor. No entanto, para essa forca i6nica temos Kcyrpo = (3,9 + 0,5)
x 10°M~! e Keysp = (1,5 £ 0,4) x 107 M1, tal que a Carboplatina apresenta uma constante de
associacdo de equilibrio duas ordens de magnitude menor do que a expressada pela Cisplatina para
baixa forca ionica ([Na] = 1 mM). Este resultado mostra explicitamente que Carboplatina é muito
menos sensivel a variacoes de forca i6nica em comparacdo com Cisplatina.

Agora pela Figura 5.18 A, apresentamos o comprimento de contorno correspondente dos dois
tipos de complexos formados para [Na] = 150 mM. Observe que o comportamento é semelhante:
o comprimento do contorno diminui cerca de ~ 12% para Carboplatina e ~ 13% para Cisplatina
na saturacdo. Essa diminuicdo esta fortemente relacionada a compactacao do DNA relatada na lite-
ratura para Cisplatina [11]. Isto é promovido principalmente pela ligacdo de diferentes segmentos
de DNA causados pela formacao de diaductos, o que pode resultar em ligacoes cruzadas e loops ao
longo da dupla hélice, como discutido em trabalhos anteriores [2, 11, 94]. O fato de que os compor-
tamentos sdo semelhantes nio implicam que a quantidade de diaductos formados sdo semelhantes
para os dois compostos nesta situa¢do. Um tnico o diaducto pode promover mudancas substanciais

no comprimento contorno aparente, dependendo da distancia entre os dois pares de DNA especificos

Tabela 5.4: Parametros de ligacao obtidos pelo modelo teérico para [Na]=1 mM
Farmaco K (MY n
Cisplatina (1.5 4+ 0.4)x107 1.0 £ 0.2

Carboplatina (3.9 £ 0.5)x10° 2.1+ 0.3
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que liga.
Na Figura 5.18 B, por outro lado, mostra o resultado equivalente obtido para [Na] = 1 mM.
Nesse caso, o comprimento do contorno apresenta um comportamento qualitativo diferente, aumen-
tando cerca de ~ 13,5% para Carboplatina e ~ 16% para cisplatina na saturacdo. Como discutido
na seccao 5.1, esta mudanca no comportamento do comprimento de contorno é provavelmente de-
vido ao desenrolamento do DNA [58, 57] e/ou quebras na cadeia local [59, 60] induzidas pela
ligacdo do farmaco, que tornam-se evidentes quando os farmacos ndo compactam a molécula de
DNA como ocorre em altas forcas idnicas [94]. Observe novamente que a Cisplatina apresenta um
efeito muito mais forte em baixa forca idnica, corroborando com a conclusdes extraidas dos dados

de comprimento de persisténcia.

5.3 Oxaliplatina CsH14N,O4Pt

Apesar do grande uso em tratamentos quimioterdpicos, assim como Cisplatina, a Carbo-
platina também apresenta uma limitacdo a cerca da atividade tumoral e os limites impostos pelos
efeitos colaterais. Com base nessas informacdes, houve uma nova busca por um substituto que
apresentasse menores efeitos colaterais. A Oxaliplatina ((1R,2R)-diamino-cyclohexaneoxa latoplati-
num(Il) )), considerada de 3* geracdo, apresenta forma planar CgH14N2O4Pt, a qual assume forma
ativa apds hidrdlise CgHgN,O4PtH2. E considerada como uma outra boa opcao ao tratamentos qui-
mioterapicos de cancer colorretal[95, 96], es6fago[97, 98], estdbmago[99, 100] e em muitas outras
linhagens de células tumorais[101, 102, 103, 104]. A Oxaliplatina, teve seu uso clinico aprovado
no final da década de 80 [89, 105] e apresenta uma atividade maior para algumas linhas de células
tumorais e de tumores especificos antes resistentes a Carboplatina e Cisplatina[19]. Possui ainda
uma nefrotoxidade quase desprezivel [20, 21, 103, 106].

Segundo a literatura, exite uma preferéncia da regido de ligacao tanto pela Cisplatina, como
pela Carboplatina e Oxaliplatina de ocorrerem com a guanina N7, apesar que para a Carbopla-
tina exitem relatos sobre uma provavel afinidade com a citosina, bem como alteracdes conforma-
cionais entre A- e B- DNA sugeridas tanto para Carboplatina[78] quanto para Oxaliplatina[107].
Sabe-se também que os compostos ativos derivados de Platina tradicionalmente formam adutos
com (mas ndo exclusivamente) as nucleobases da molécula de DNA, ocasionando as chamadas
ligacbes cruzadas entre as nucleobases proximas[19, 108, 109, 110, 111, 112]. Essas ligacoes
cruzadas atuam como bloqueadores da replicacdo e transcricio do DNA e, finalmente, da divisdo
celular[113, 114, 115].

A Figura 5.19 A, apresenta a estrutura quimica da molécula de Oxaliplatina, que em sistema
aquoso sofre hidrolise, atingindo o estado ativo com cation bivalentes, como mostrado na Figura
5.19 B.

Alguns estudos ja foram realizados nos ultimos anos demonstrando interesse no complexo



44

+2

NH, OH
>
NH, o
0,
$O Oxalato
a) Oxaliplatina OH b) Oxaliplatina ativa

Figura 5.19: Apresentamos em (A) a férmula estrutural plana e inerte de Oxaliplatina, enquanto
em (B) temos sua forma ativa.

DNA-Oxaliplatina[112, 116, 117, 118, 119], mas nenhum relatou efeitos da for¢a idnica na interacao.
Em vista disso, nds apontaremos como essa informacéo é essencial para uma completa e profunda
formacao de ideia a cerca desse tipo de interacdo e uma andlise das propriedade mecanicas dos com-
plexos formados entre DNA-Oxaliplatina como funcdo da concentracdao de contra-ions em solucao.
Apoiado nos resultados obtidos, podemos determinar as propriedades fisico-quimicas da interacdo
de DNA-Oxaliplatina para cada concentracdo de contra-ions da solu¢do estudada, juntamente com a
constante de associacao de equilibrio, o parametro de ligacdo fisico-quimico do sistema e o grau de

cooperatividade [94, 120, 121].

5.3.1 Interacao da molécula de DNA e Oxaliplatina

Nesse trabalho, a concentracdo padrao de Oxaliplatina (Sigma-Aldrich) utilizada no experi-
mento para elaboracdo das aliquotas foi de 2 mM, o que permite uma faixa de concentracdo que
varia desde 0,1 ;M até 200 M. Foram preparados dois conjuntos de aliquotas, sendo eles: um
contendo Oxaliplatina diluida em PBS a 150 mM de NaCl e outro diluida em PBS a 1 mM de NaCl?®.

Todos os experimentos foram realizados com mesma rotina experimental para caracterizacdo
do complexo DNA-Oxaliplatina, ou seja, apos atingido o estado de equilibrio quimico. Posterior-
mente iniciamos a verificacao das alteracoes nas propriedades mecanicas do complexos sobre efeito
de diferentes solventes.

Apresentamos pelas Figuras 5.20 e 5.21, respectivamente, o comprimento de persisténcia A
do complexos de DNA-Oxaliplatina em funcdo da concentracdo do fadrmaco na solucao Cr, para as
duas forgas ionicas usadas. Também mostramos o ajuste dos dados de comprimento de persisténcia
com o modelo tedrico, que sdo mostrados como linhas continuas.

Note que para forca i6nica na solucdo de [Na] = 150 mM, Figura 5.20, a persisténcia diminui
em funcéo da concentracido do farmaco. Além disso, observe que o intervalo de concentracio rele-

vante no qual o comprimento de persisténcia apresenta variacdo esta compreendido entre 0 < Cr <

25Da mesma forma que a Cisplatina e Carboplatina, foi necessario realizar uma diluicio prévia em DMSO, devido a
baixa solubilidade em solugao salina. Solugdo Oxaliplatina-DMSO: primeiramente diluimos 3,34 mg de Carboplatina
em 1,5 mL de DMSO (ESTOQUEL), em seguida retiramos 222 mL do ESTOQUEI e diluimos novamente em 778 mL
de DMSO (ESTOQUE2), chegando ao final a uma solu¢ao de Carboplatina diluida em DMSO na concentragao de 2
mM, que foi utilizada para criar as concentragdes utilizadas nos experimentos.
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Figura 5.20: Comprimento de persisténcia (A) como fun¢ao da concentracao de DNA-Oxaliplatina
em solugao de [Na] = 150 mM.

Tabela 5.5: Parametros fisico-quimicos obtidos para interagdo DNA-Oxaliplatina com base nas con-
centracoes iOnicas e suas respectivas barras de erros

[Na] (mM) K (M) n A; (nm)
1 (1.1 + 0.3)x107 1 39 £ 1
150 (4.0 £ 0.7)x10* 1 29 £+ 1

70 pM.

Ajustando os dados experimentais com base no modelo tedrico estatistico de desordem de
sitios (do inglés, Quenched-disorder Statistical Model) dado pela na equacdo 5.1 [61], observa-se
que o comprimento de persisténcia diminui monotonicamente com o aumento da concentracdo do
farmaco. Posteriormente, analisando com base na isoterma de ligacao de Hill[65], que permite
extrair os parametros fisico-quimicos do sistema pela equac¢do 5.2, nota-se claramente auséncia dos
efeitos de cooperatividade[64], logo n = 1. Sendo assim, pela combinando das equacdes 5.1 e
5.2 podemos entdo ajustar os dados experimentais do comprimento de persisténcia A, tal que os
parametros de ligacao (K ,r,q.) sdo deixados como parametros ajustaveis pelo modelo de Hill e sdo
determinados pelo processo de convergéncia durante o ajuste da curva experimental.

Na Figura 5.21, representamos o comprimento de persisténcia (A) como funcio da concentracao
do farmaco (Cr), em uma solucdo a concentracdo de [Na] = 1 mM. Nossos dados experimentais
sdo representados pelo losangos azuis e a curva em azul foi obtida pelo ajuste tedrico do modelo
estatistico de desordem de sitios em conjunto com a isoterma de Hill. Podemos observar que, o
comprimento de persisténcia diminui com o aumento da concentracdo de farmaco, sem indicativos
de presenca da forma sigmoidal da curva, a qual expressa presenca de efeitos de cooperatividade,
logo, n = 1. Seguindo o procedimento da andlise realizada no caso anterior, sugerimos novamente

outra interpretacdo, com base na concentracdo ionica da solug¢do conforme também mostrado na
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Figura 5.21: Comprimento de persisténcia (A) como func¢ao da concentracao de DNA-Oxaliplatina
em solugao de [Na] = 1 mM

Tabela 5.5. Para pequenos valores de concentracdo de farmaco, o que sugere uma molécula de DNA
ja em estado blindado, isto ¢, existe uma grande quantidade de ions [Na™] dispersos em solugéo, o
que ocasiona em uma baixa afinidade quimica para novas interagoes.

Outra interpretacdo que pode ser sugerida para as Figuras 5.20 e 5.21 e com base na forca
ionica da solucdo, conforme também mostrado na Tabela 5.5. Para baixas forcas ionicas (baixa
concentracdo de [Na']) (PBS 1 mM), a intera¢fio apresenta alta afinidade quimica (podendo ocorrer
mais interacOes). Por outro lado, ao passo que a forca idnica aumenta, isto é, a concentragdo de
[Na*] na solucdo aumenta, temos mais ions [Na*] dispersos o que resulta na blindagem do DNA
(que possui carga negativa), dificultando e diminuindo a afinidade quimica de novas interagoes.

Apresentamos agora as andlises dos dados para o outro pardmetro mecanico, o0 comprimento
de contorno (L), obtidos com o modelo WLC, utilizando diferentes concentragcdes de Oxaliplatina
que foram previamente diluidas em dimetilsulféxido (DMSO): I) Carboplatina diluida em solugédo
salina de PBS a 150 mM; II) Oxaliplatina diluida em solucdo salina de PBS a 1 mM.

Nas Figuras 5.22 e 5.23 apresentamos os comprimentos de contorno L correspondentes (nor-
malizados pelo valor de DNA puro, Ly ~16,5 ym) para os mesmos complexos de DNA-Oxaliplatina
mostrados nas Figuras 5.22 e 5.23, respectivamente.

Temos para a Figura 5.22 a analise do comprimento do contorno L (normalizado pelo valor
do DNA puro Ly ~ 16.5 pM) para [Na] = 150 mM. Percebemos uma forte dependéncia do compri-
mento do contorno como funcdo da concentracido de farmaco usada. Nossa ideia é que a interagdo
com a Oxaliplatina induz a compacta¢do do DNA pela formac@o de cross-link e loops na dupla hélice,
que resulta na diminuicdo do comprimento de contorno para forcas dentro do regime entropico.

Da mesma forma, na Figura 5.23, temos o comprimento de contorno normalizado para [Na]

= 1mM. Similarmente a Figura 5.22, também observamos uma variacdo expressiva do comprimento
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Figura 5.22: Comprimento de contorno (L) como fungao da concentragao de DNA-Oxaliplatina em

solugao de [Na] = 150 mM.
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Figura 5.23: Comprimento de contorno (L) como fungao da concentragao de DNA-Oxaliplatina em

solucdo de [Na] = 1 mM.

de contorno dentro da faixa de concentractes analisadas entre o intervalo 0 < Cp < 12uM. Como

discutido anteriormente no texto, acredita-se que a acdo da Oxaliplatina interagindo com a molécula

de DNA em baixas condic@o i6nica é capaz de induzir a compactacdo do DNA reduzindo seu com-

primento do contorno.
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Figura 5.24: (a) Cisplatina. (b) Carboplatina. (c) Oxaliplatina.

5.4 Paralelo comparativo entre Oxaliplatina, Carboplatina e Cisplatina no Regime

Entrépico

A Figura 5.24 apresenta um comparativo das formas de hidrolise dos trés farmacos: Cispla-
tina, Carboplatina e Oxaliplatina.

Na Figura 5.25, mostramos o comprimento de persisténcia A do complexo DNA-Oxaliplatina
como em func¢do da concentracdo do fairmaco da amostra, para as duas forcas idnicas usadas (losan-
gos azuis). Nés também representamos os ajustes realizados com o modelo tedrico, que é mostrados
pelas linhas sélidas. Para fins de comparag¢édo, mostramos os dados equivalentes obtido para a Cispla-
tina da secdo 5.1 (quadrados vermelhos) e Carboplatina se¢do 5.2 (circulos pretos).Note que para
a maior forca ibnica, isto é, [Na] = 150 mM, o comportamento do comprimento de persisténcia
diminui em funcdo da concentracdo do farmaco, por curva de forma sigmoidal para Cisplatina e
Carboplatina, como forte indicativo de efeitos cooperativos na interacdo, enquanto para Oxalipla-
tina apresenta um decaimento ndo-monotonico. Observa-se também a faixa de concentracdo na qual
a persisténcia varia, sendo 0 < Cy < 100 uM para Cisplatina, enquanto 0 < Cy < 140 uM para a
Carboplatina e 0 < Cr < 70 M para Oxaliplatina.

De forma resumida, temos do ajuste dos dados experimentais através do modelo tedrico
estatistico de desordem de sitios[61] dado pela equacdo 5.1, os parametros da interacdo DNA-
Oxaliplatina para [Na] = 150 mM apresentados na 5.25A: K = (4,0 + 0,7) x 10*M1len =1,
enquanto para o comprimento de persisténcia a saturacdo, A; = (29 + 1) nm. De forma resu-
mida, apresentamos na Tabela 5.6 para [Na] = 150 mM, uma comparacdo direta com os resultados

obtidos para Cisplatina secdo 5.1 e para Carboplatina secdo 5.2. Também observamos os valores
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Figura 5.25: Paralelo comparativo do comprimento de persisténcia como fungao da concentracao de
Farmaco entre a Cisplatina, Carboplatina e Oxaliplatina. a) PBS 150 mM, b) PBS 1 mM.

obtidos para o expoente de Hill (n ~ 1), que enfatiza nossa ideia mencionada anteriormente sobre
a ndo existéncia do efeito de cooperatividade para Oxaliplatina, isto é, a ligacdo de moléculas de
Oxaliplatina na dupla-hélice ndo facilita nem dificulta a ligacdo subsequente de outras moléculas
do farmaco. Observamos que o comportamento do comprimento de persisténcia € bem semelhante
entre os farmacos Cisplatina e Carboplatina, sendo o expoente de Hill nc;s, ~ 3.4 para Cisplatina
enquanto para Carboplatina nggp, ~ 5.1. Além disso, observe que a Carboplatina induz uma li-
geira diminuicdo no comprimento de persisténcia do DNA saturado. As constantes de associagado de
equilibrio sdo dadas po Keisp= (2,4 4+ 0,4) x 10* M~!) para Cisplatina, enquanto para & Carbopla-
tina Koo = (1,6 £ 0,2) x 10* M~1) e Koge = (4,0 £ 0,7) x 10* M~ para Oxaliplatina.

Para os dados [Na] = 1 mM Figura 5.25B, a forma sigmoidal da curva de comprimento
persisténcia se apresenta muito menos evidente para Carboplatina, o que significa uma diminui¢cdo
no grau de cooperatividade para esta condicdo i6nica, enquanto para Cisplatina e Oxaliplatina ndo
se observa a forma sigmoidal da curva que caracteriza efeito de cooperatividade na interacdo. Nota-
se, que a faixa de concentracdo relevante na qual a persisténcia varia é (0 < Cr < 3 uM) para
Cisplatina, (0 < Cy < 12 uM) para Carboplatina e (0 < Cr < 6 uM) para Oxaliplatina.

Na Tabela 5.7 mostramos uma comparacdo com os dados equivalentes de Cisplatina obtido
originalmente na secdo 5.1 e Carboplatina secao 5.2 para forca idnica de [Na]= 1mM. Observe

que todas as conclusdes tiradas no primeiro caso também sdo validas aqui quando comparando os

Tabela 5.6: Parametros de ligagao obtidos pelo modelo teérico para [Na]=150 mM

Férmaco K (M) n
Oxaliplatina (4.0 +£ 0.7)x10% 1
Cisplatina (2.4 £ 0.4)x10* 34+04

Carboplatina (1.6 + 0.2)x10% 5.1+ 0.7
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Figura 5.26: Paralelo comparativo do comprimento de contorno como fungao da concentragao de
Farmaco entre a Cisplatina, Carboplatina e Oxaliplatina. a) PBS 150 mM, b) PBS 1 mM.

farmacos: Carboplatina apresenta maior cooperatividade, ncgp, ~ 2.1 > nejgp ~ 1, € apresenta um
equilibrio menor constante de associacdo, enquanto a Oxaliplatina ndo exibe cooperatividade, n =
1. No entanto, para essa forca i6nica temos K¢jsp, = (1,5 £+ 0,4) x 10" M1, Kewrvo = (3,9 £ 0,5)
x 10°M~! e Kp,e = (1,1 £ 0,3) x 10" M~!, tal que a Carboplatina apresenta uma constante de
associacdo de equilibrio duas ordens de magnitude menor do que a expressada tanto pela Cisplatina
quanto pela Oxaliplatina para baixa forca i6nica ([Na] = 1 mM). Este resultado mostra explicita-
mente que a Carboplatina é muito menos sensivel a variagoes de forca ionica quando comparada
com as outras dois firmacos. No entanto, a Cisplatina e Oxaliplatina se mostram com mesma ordem
de grandeza e similar sensibilidade as variacoes de forca ionica.

Em resumo, a Oxaliplatina apresenta uma constante de associacdo de equilibrio de mesma
ordem de magnitude que a Cisplatina para ambas as foras i6nicas estudadas, sendo muito sensiveis
as mudancas de forcas idnicas. Em contrapartida, a Carboplatina apresenta uma constante de
associacdo de equilibrio na mesma ordem de magnitude dos dois farmacos relacionados apenas
na maior forca ionica ([Na] = 150 mM), mas apresenta duas ordem de magnitude menor quando
comparada para baixa forca i6nica ([Na] = 1 mM). Este resultado mostra como a Oxaliplatina é
menos sensivel a variacdes de forca idnica em comparacgao a Cisplatina, no entanto, se mostra mais
sensivel quando comparada a Carboplatina.

Na Figura 5.26A apresentamos o comprimento de contorno correspondente aos trés tipos

Tabela 5.7: Parametros de ligacao obtidos pelo modelo teérico para [Na]=1 mM

Férmaco K (M) n
Oxaliplatina (1.1 + 0.3)x107 1
Cisplatina (1.5 £ 0.4)x107 1.0 +£ 0.2

Carboplatina (3.9 £ 0.5)x10° 21403
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de complexos formados para [Na] = 150 mM. Observe que o comportamento € bem semelhante:
o comprimento do contorno diminui cerca de ~ 12% para Oxaliplatina e Carboplatina enquanto
para Cisplatina ~ 13% na saturacdo. Essa diminuicdo esta fortemente relacionada a compactagao
do DNA relatada na literatura [2, 122, 50, 94, 121, 11], devido principalmente pelo surgimento
de ligacoes em diferentes segmentos de DNA originados pela formacdo de diaductos, o que pode
resultar em ligagcOes cruzadas e loops ao longo da dupla hélice. O fato de que os comportamentos
sdo semelhantes ndo implicam que a quantidade de diaductos formados sdo semelhantes para os
dois compostos nesta situacdo. Um unico o diaducto pode promover mudancas substanciais no
comprimento contorno aparente, dependendo da distancia entre os dois pares de DNA especificos
que liga.

Na Figura 5.26B, por outro lado, mostra o resultado obtido para [Na] = 1 mM. Nesse caso,
o comprimento do contorno aumenta cerca de ~ 16% para Cisplatina e ~ 13,5% para Carboplatina,
enquanto para Oxaliplatina o comprimento de contorno diminui cerca de ~ 10% na saturacdo.
Como discutido na se¢do 5.1, esta mudanca no comportamento do comprimento de contorno é
provavelmente devido ao desenrolamento do DNA [58, 57] e/ou quebras na cadeia local [59, 60]
induzidas pela ligacdo do farmaco, que tornam-se evidentes quando os farmacos ndo compactam
a molécula de DNA[94, 121]. Também nota-se novamente que a Cisplatina apresenta um efeito
muito mais forte em baixa forca ionica, corroborando com a conclusdes extraidas dos dados de
comprimento de persisténcia. Por outro lado, para Oxaliplatina, observamos que o comprimento de
contorno diminui para baixas forcas i6nicas como resultado de uma compactacdo da molécula de
DNA com o farmaco. Provavelmente, a presenca de um anel aromaético na estrutura da Oxaliplatina

esta relacionada a esse efeito.

5.5 Paralelo comparativo entre Oxaliplatina, Carboplatina e Cisplatina no Regime

Entalpico

Nesse momento, temos o interesse em obter informacdes sobre a cinética de compactacdo
do DNA sob acdo dos farmacos derivados de Platina, quando submetidos ao regime entalpico, isto
é, experimentos que utilizam forcas na escala de dezenas de pN. Todos os experimentos foram
realizados seguindo a mesma rotina experimental e para baixa forca i6nica, ou seja, solu¢do tampao
de [Na]= 1 mM; e fez-se o uso de uma concentracao de saturacao de farmaco a 20 mM, com intuito
de maximizar o efeito dos fairmacos na estrutura do DNA.

Na Figura 5.27, mostramos trés curvas tipicas de forca-extensao obtidas para Cisplatina em
diferentes tempos de incubacdo dentro do regime entalpico. A primeira curva para um tempo de
incubacado de 0,5 h (circulos pretos), a segunda curva para um tempo de incubacdo intermediario
de ~5 h (quadrados vermelhos) e por fim, a tltima curva apés um tempo de incubacio relativa-

mente longo ~ 15 h (losangos azuis). Dois comportamentos distintos podem ser observados. Para
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Figura 5.27: Curva de forga por extensao de DNA-Cisplatina em PBS [Na] = 1 mM depois de 0.5
horas (Circulos pretos), 5 horas (quadrados vermelhos) e 15 horas (losangos azuis) de incubagao.

um tempo de 0,5 h de incubacéo a curva forca-extensdo ndo apresenta o ja bem definido platé de
desnaturacdo que ocorre para o DNA puro préximo ~ 65 pN, no entanto, o comprimento do con-
torno ainda se apresenta proximo ao valor do DNA puro. Esse resultado é um forte indicio de que
nao ha abertura da dupla hélice que € associada a ruptura das ligacoes de hidrogénio entre os pares
de base da molécula de DNA, sugerindo que a formacao de diaductos intercadeias ja ocorreu. Es-
pecificamente, esses diadutos necessitam de uma energia muito maior para se romper, uma vez que
eles sdo formados através de ligacOes covalentes entre o farmaco e os pares de bases do DNA. Desse
modo, o rompimento da dupla hélice é impedido devido a formac&o de diaductos ao longo da dupla
hélice do DNA. Sendo assim, o plat6é de desnaturacao que comumente surge a 65 pN dissipa-se das
curvas de forca-extensao. Por outro lado, o efeito de compactacdo do DNA requer um maior tempo
de interacdo para ocorrer (> 5 h). Esse efeito estd diretamente relacionado a formacdo dos dia-
ducto entre os segmentos da molécula de DNA relativamente distantes, gerando o que chamamos
de microloops e ligacdes do tipo crosslinks, sendo a formacao desse tipo de estrutura muito mais
lenta quando comparada a formacao de diaductos entre os pares adjacentes (proximos), muito mais
répida.

Na Figura 5.28 mostramos as curvas equivalentes de forca-extensdo obtido para os com-
plexos DNA-Oxaliplatina. Observe que o comportamento é muito semelhante ao encontrado para
Cisplatina, indicando que ha fortes indicios de mesma dindmica de reacdo, tal que a formacéo de
diaducto entre pares de bases adjacentes é relativamente rdpida, enquanto para formac¢do de micro-
loops e crosslinks em segmentos distantes possui um uma cinética mais lenta para compactacao do
DNA.

Finalmente, a Figura 5.29 mostra as curvas de forca-extensao equivalentes para Carbopla-

tina. Aqui o comportamento qualitativo é completamente diferente. Para um baixo tempo de
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Figura 5.28: Curva de forca por extensao de DNA-Oxaliplatina em PBS [Na] = 1 mM depois de 0.5
horas (Circulos pretos), 5 horas (quadrados vermelhos) e 15 horas (losangos azuis) de incubagao.
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Figura 5.29: Curva de forca por extensao de DNA-Carboplatina em PBS [Na] = 1 mM depois de 0.5
horas (Circulos pretos), 5 horas (quadrados vermelhos) e 15 horas (losangos azuis) de incubagcao.
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incubacdo de ~0,5 h, a forca por extensao curva exibe o platé de desnaturacado caracteristico préximo
a ~65 pN. Isso mostra fortemente que os diaductos intracadeias ainda ndo se formaram. Dessa
forma, com um baixo tempo de incubagéo de 0,5 h, ha formacédo principalmente de monoaddutos.
Por outro lado, para um tempo de incubacdo muito longo (> 15 h), o platé de desnaturacédo é com-
pletamente suprimido, similar ao que foi observado para Cisplatina e Oxaliplatina, sendo também
forte indicativo sobre a existéncia de uma cinética da interacdo DNA-Carboplatina muito mais lenta
quando comparada aos outros dois medicamentos estudados. Este resultado de cinética muito lenta
estd associado ao processo de hidrdlise da Carboplatina, como relatado em primeiro momento por
Knox[123]. Esses resultados corroboram nossa conclusdo tracada na secdo anterior, onde mostramos
que a Oxaliplatina e Cisplatina sdo mais reativas, enquanto a Carboplatina é muito menos reativa

quando comparados para tempos de incubagéo da ordem de 0,5 h em baixas concentracGes ionicas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho, apresenta um estudo direcionado a farmacos comumente usados em trata-
mentos de doencas humanas (quimioterapias e/ou terapias génicas), onde tomamos como area de
interesse farmacos derivados de um mesmo elemento quimico, a Platina. Nele, utilizamos uma
importante técnica para caracterizar os complexos formados na interacdo desses fAirmacos com a
molécula de DNA, a espectroscopia de forca sobre molécula tnica realizado com Pinca Optica. Essa
técnica, permite a micromanipulacdo de particulas tnicas, o que possibilita obter os parametros
mecanicos da interacao para apenas um tnico complexo DNA-farmaco e modeléd-lo com uso do mo-
delo tedérico WLC. Por conseguinte, ainda admite um estudo da fisico-quimica da interacdo pelo
modelo de desordem de sitios acoplado ao Modelo de Hill.

Em primeiro momento, trabalhamos com a Cisplatina, um farmaco derivado da Platina,
muito utilizado em tratamento de cancer. Mostramos como a formacdo do complexo DNA-Cisplatina
possui forte dependéncia da forca i6nica (concentracdo de [Na']). Utilizamos nesse estudo trés di-
ferentes concentragoes ionicas (buffers salinos): [Na] = 150 mM, [Na] = 10 mM, [Na] = 1 mM,
para determinar os paradmetros de ligacdo que caracterizam a interacido DNA-Cisplatina.

Observou-se também que a constante de equilibrio (K), para Cisplatina, diminui com o
aumento da concentracdo de contra-ion (Na™) da solu¢fo, onde utilizamos essa diminui¢do para
estimar o valor da carga liquida efetiva da Cisplatina em solucdo. Ja a cooperatividade expressa pelo
coeficiente de Hill (n), que é o grau de afinidade das ligacGes com a molécula de DNA, apresentou
um crescimento a medida que a for¢a idnica aumenta (concentracdo de Na™), resultado observado
devido as diferentes alteragcdes conformacionais induzidas quando se estabelece a ligagdo do farmaco
com a dupla hélice do DNA, realizado sob diferentes condi¢bes ionicas.

Em um segundo momento, abordamos a Carboplatina, um fadrmaco de 2* geracdo também
derivado da Platina, que surgiu com ideia de diminuir os efeitos colaterais no paciente, mas man-
tendo a mesma eficicia na atividade tumoral. Apresentamos como o complexo DNA-Carboplatina
possui forte dependéncia da forca idnica, utilizamos nesse caso duas concentracdes ionicas: [Na] =
150 mM e [Na] = 1 mM, para determinar os pardmetros de ligacdo na interacéo.

Por fim, verificamos a Oxaliplatina, outro farmaco, também derivado da Platina, mas agora
de 3 geracdo. A Oxaliplatina veio com mesmo intuito que a Carboplatina, diminuir os efeitos co-
laterais mas mantendo similar eficdcia na atividade tumoral. Nosso trabalho mostrou como o com-
plexo DNA-Oxaliplatina possui dependéncia da forca ionica, usamos nesse caso duas concentracoes
ionicas[Na] = 150 mM e [Na] = 1 mM, para determinar os pardmetros de ligacdo na interacao.

De forma geral, nossos resultados apresentam um estudo do equilibrio e da cinética da reacdo

na formacao dos complexos a nivel de molécula Unica. Determinamos as propriedades mecanicas



56

desses complexos. Esbocamos as curvas de forca por extensdo, tanto no regime entrépico de baixas
forcas quanto no entdlpico de altas forcas. Usando os dados obtidos para o comprimento de per-
sisténcia, os parametros de ligacdo de equilibrio da interacdo foram obtidos, tal que a constante de
ligacdo de equilibrio (K) aumenta para forcas ibnicas menores, com preferéncia quase exclusiva a
nao-cooperatividade entre as ligacdes em baixas forcas ionicas. Além das andlises individuais, bus-
camos estabelecer um comparativo entre os fairmacos usados, uma vez que sido oriundos da mesmo
elemento quimico. Posto isso, descobrimos que a Oxaliplatina apresenta uma reatividade muito se-
melhante a Cisplatina independente da for¢a ionica utilizada em regime de baixas forcas (entrépico),
se mostrando superior a reatividade da Carboplatina, curiosamente essa que apos hidrélise possui
mesma forma ativa que a Cisplatina. Em andlise para o regime de altas forcas (entalpico), conse-
guimos obter informacdes a cerca da cinética de formagdo dos diaductos ao longo da cadeia em
dupla hélice do DNA, induzida pela interacoes com os farmacos. Tal andlise corrobora com nossas
conclusoes do regime entropico, o qual apresenta a Oxaliplatina com uma cinética de ligacdo similar
a Cisplatina e superior a cinética apresentada pela Carboplatina.

Finalmente, os resultados e conclusdes obtidos aqui, fornecem importantes informacoes so-
bre as interacOes estabelecidas entre a molécula de DNA e a classe dos compostos derivados de
Platina. Lembrando que essa classe de composto é a mais comumente utilizada em tratamentos qui-
mioterdpicos, e novas informacdes sobre a forma de interacdo com a molécula de DNA ¢ essencial
para posteriores melhorias na eficiéncia e qualidade de vida dos pacientes submetidos a esses tipos
de tratamentos, da mesma forma, auxiliar no desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos
mais eficazes e menos agressivos com o organismo humano.

Dois desses trabalhos ja foram publicados e outro estd submetido. Mais detalhes podem ser

encontrados na Secéo 7, 8.
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APENDICE

Apéndice A - Outra abordagem sobre a Teoria de Pinga Optica

Conforme abordado anteriormente na Secao 2.1, Maxwell ja havia demonstrado que a luz
era capaz de transferir momento a um objeto quando incidisse sobre ele, exercendo uma forca
sobre esse objeto. A vista desse fato, temos a origem do pincamento 6ptico, quando um feixe de
luz fortemente focalizado é capaz de transferir momento pra uma microparticula, exercendo assim
uma forca que depende da poténcia da luz incidente e da velocidade de propagacdo no meio de
incidéncia. Considerando apenas um unico raio do feixe de luz, podemos relembrar a definicao da

forca de pressdo de radiagdo, pelas equacoes 2.5

Proi c
F o /2  talque v=—
v N

sendo P, é a poténcia do raio e n,, é o indice de refracdo do meio de incidéncia.

Quanticamente, entendemos que a origem do fend6meno de pincamento 6ptico decorre do
fato que a luz transporta momento linear em seus fétons e dessa forma é capaz de exercer forca
sobre objetos, transferindo momento a eles. Essa abordagem ja foi discutida anteriormente na Se¢ao
2.1. Vejamos agora a ideia classica, na qual fazemos uso do tensor de stress de Maxwell.

Sabe-se que a interacdo entre a luz e matéria pode apresentar comportamentos distintos
dependentes da fonte de excitacdo (polarizacdo, intensidade, etc) e das caracteristicas intrinsecas
da matéria. De forma geral, a forca depende do campo aplicado e das caracteristicas do material e
pode ser descrita por um campo eletromagnético tal que segundo as equacoes de Maxwell, temos

para o campo eletromagnético exerce uma forca que pode ser dada por

Frec(r,t) = q[E(r,t) + v(r,t) x B(r,t)] = /V [p(r,t)E(r,t) + j(r,t) x B(r,t)] dV. (6.1)

Sendo a carga ¢ em movimento com velocidade v(r,t). A primeira parte da expressdo 6.1
descreve uma carga ¢ se movendo com uma velocidade v na presenca de um campo eletromagnético.
A forca que essa carga experimenta é chamada de forca de Lorentz, enquanto a segunda parte da
expressao faz mencéo a densidade de carga e corrente, isto €, a expressao descreve a forca de Lorentz
para uma distribuicao de carga p e densidade de corrente de corrente j num dado volume arbitrario

V, tal que o momento linear é conservado, logo

d

T [Peampo(Tst) + Prec(r, t)] = / VvV -TdV, (6.2)
v
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tal que F), 4 p .. e omomento do campo é dado por Peampo = 1 /c? fV[E x H|dV.

ec —
Considerando que uma particula obedeca as relacoes lineares D = ¢FE e B = H, o tensor de stress
de Maxwell, T, pode ser escrito como

1 1
T = |0~ poHH — 5 (ec0E? — puoH?) 81, (6.3)
7

temos que 0 € uma funcdo delta de Kronecker. Dessa forma, fazendo a média do periodo de
oscilacdo temos o momento igual zero e aplicando a lei de integracdo de Gauss, a forca da média

assume

(F) = /V V.-TdV = /5V<T(T, t)) - n(r)da, (6.4)

tal que 0V ¢é a superficie de V, n(r) é o elemento unitdrio perpendicular a superficie, e da é
um elemento de superficie. Fazendo uso do tensor de stress de Maxwell nesta equacdo e aplicando
em particulas rigidas, temos que a pressao de radiacdo, P, é entdo obtida através da integracdo do
tensor de stress de Maxwell para uma superficie plana infinita A, perpendicular a direcao do vetor

Poynting z:

Pn. — % /A (T(r,1)) - n.da (6.5)

Agora assumimos uma onda plana incidente (I, = %csoEg), que interage com uma particula

de coeficiente de reflexdo complexo R, o campo elétrico E(r,t) fora da particula pode ser descrito
por uma superposicao de duas ondas, tal que

E(r,t) = EoRe [(eikz + Re_ikz) eiwt} Ng. (6.6)

Fazendo uso das equagoes de Maxwell para o campo magnético

H(r,t) = \/onRe Keik’z — Re_ikz> ei“’t] ny (6.7)

temos que o tensor de stress de Maxwell se reduz para

1 €
(T(r,t)) - n, = —§<50E2 + uoH?)n, = 50E2 [1+|R[*] ns, (6.8)

maiores detalhes dessa deducao podem ser encontradas na Referéncia [32].

Por fim, temos a Pressdo de Radiacao sobre a particula pode ser definida como

Iy

C

P [1+|R?]. (6.9)

Agora para a Forca de Gradiente, consideramos a resposta dielétrica de um feixe de luz
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incidente sob uma particula, devido a polarizacdo dos dtomos ou ions que a constitui, essas condicoes

permitem o surgimento do momento de dipolo induzido devido a intensidade do campo elétrico E

p=akFE, (6.10)

7

tal que a = o/ + ia” é a polarizacdo complexa relativa a particula no meio ao qual ela esta
inserida. Temos que a interacao do dipolo induzido com o campo elétrico da luz, cria um potencial

eletrostatico que pode ser definido por

U=—p-E. (6.11)

Dessa forma, para um campo de luz com intensidade de variacdo espacial, existe uma forca

de gradiente que é dada por

E

grad = —VU = —p-VE = —a(E - V)E, (6.12)

seja entdo, para uma pequena particula de raio r,, temos

E

Deste modo, temos que a forca do gradiente resultante é linearmente dependente da variacdo
espacial da intensidade do campo de luz e também da diferenca dielétrico da particula aprisio-
nada em relacdo ao meio, que pode ser descrita pela relacdo Clausius-Mossotti. Temos entdo, para
particulas com um indice de refracdo superior ao meio, a forca do gradiente aponta na direcdo da
regido de maior intensidade, isto é, da regido focal para um feixe de difracdo limitado em pincas
opticas. Por outro lado, as particulas que possuem um indice de refracdo mais baixo que o meio, po-
dem ser aprisionadas no minimo na intensidade do campo de luz. O valor da forca de gradiente de
restauracdo em um aprisionamento éptica de raio r, pode ser caracterizada por uma mola Hookeana
de constante de rigidez k, tal que a forca € linearmente proporcional para pequenos deslocamentos
(d<r/2).

Esse esquema jd foi apresentado anteriormente na Figura 2.2, que descrevem como se com-

porta uma microesfera sob acdo da pressado de radiacao e pelas Figuras 2.3 para a forca de gradiente.
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Apéndice B - Calibracao da pinga optica

Tal como abordado na secdo anterior (2.1), é de extrema importancia o conhecimento sobre
a intensidade da forca aplicada pela pinga optica. A constante de forca & é quem define o quao forte
é o regime de forcas aplicadas pela ping¢a dptica. Assim sendo, é necessdrio realizar antes de tudo
uma calibracdo para garantir uma boa andlise dos dados obtidos.

Para realizar a calibracdo da pinca dptica utilizamos o método de Stokes, tal que devido a
movimentacgao do sistema com uma velocidade ¢ surge uma regiao de acédo de fluxo laminar e entdo
uma forca de arraste agindo sobre a microesfera. Devemos medir a nova posicao de equilibrio da

microesfera quando as intensidade das forcas forem iguais.

_— s

v=0 vZ0

FStokes

P e e e e e e e e

Sentido movimento
<__

Figura 6.1: (a) Microesfera aprisionada na posigao de equilibrio imersa no pogo de potencial criado
pela pinga 6ptica. (b) Situacdo em que a microesfera é colocada em movimento, logo sofre acao do
fluido e tende a alcancar uma nova posicao de equ1hbr10 dentro do poco de potencial. Deste modo
na nova posicao de equilibrio, a forca de Stokes, thokps ¢é igual em moddulo, a forca dptica, Fop
aplicada.

Pela Figura (6.1) observa-se que a microesfera estd em uma regido que caracterizamos como
um pocgo com potencial aproximadamente harmdnico, que pode ser descrito por $kz?. Logo temos
para (6.1) (a), que mostra a microesfera em uma situacdo de repouso no fundo do poco de potencial,
ou seja, em estado de equilibrio. Do mesmo modo, para Figura (6.1) (b), temos a situacdo em que a
laminula realiza um movimento com velocidade constante ¢ # 0, assim movimentando o fluido. O
movimento do fluido origina uma forca de atrito, Forca de Stokes, que direciona a nova posicao de

equilibrio dentro do poco de potencial para a microesfera. Na nova posi¢do de equilibrio a forca de
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Stokes ¢ igual, em mddulo, a for¢a optica aplicada pela pinga 6ptica.

Temos para o mddulo da forca de Stokes

Fsiokes = =T (614)
sendo ¥ ¢é a velocidade do fluxo e 7 é o coeficiente de atrito viscoso sobre a microesfera em solugdo
aquosa, que pode ser expresso por

y=tmmaL - (3 E () e () s ()] 619

sendo a o raio da microesfera (¢ = 3um), h a altura do centro de massa da microesfera em relacdo a
laminula e 7, a viscosidade da solu¢do na qual as microesferas estdo imersas dada como funcao da

temperatura conforme [24],

—t
Ne =103 [o, 26 4+ 1,51exp ( QQCH , (6.16)

sendo t. a temperatura dada em graus Celsius e 7, em unidades SI.
Em pouco tempo, a microesfera atinge uma nova posi¢cdo de equilibrio como mostra Figura

(6.1)(b), em médulo, Fop = Fstoer assim sendo

kAx, = . (6.17)
Logo,
Yo
= . 6.18
Ax, ( )

Assim sendo, conhecendo a temperatura e utilizando a equacdo (6.16), obtém-se a viscosi-
dade. O raio é determinado pelo fabricante, a altura h é obtida movimentando o foco do microscépio
e ajustando até a altura h desejada. Finalmente, o valor de Az, serd uma média dos valores obtido
por repeticoes do procedimento de andlise descrito abaixo, sob diferentes velocidades e fazendo uso
de microesferas aleatdrias.

(1) A captura das imagens do experimento serao realizadas com auxilio do software Stream
Pix, sendo repetidas para diferentes microesferas sob diferentes velocidades.

(ii) Inicialmente, usa-se uma solucdo de tampao aquosa PBS (do inglés, Phosphate Buffer
Saline) com microesferas.

(iii) Logo depois, inicia o video com uma microesfera aprisionada dentro do pogo de poten-
cial da pinca optica, com a intencao de encontrar a posicao do centro de massa da microesfera, como
mostra Figura 6.1(a).

(iv) Em seguida, apds ~ 5 segundos, inicia 0 movimento do deslocador piezo elétrico que
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desloca a laminula com velocidade fixa controlada pelo computador a fim de que a microesfera
atinja uma nova posicao de equilibrio, como mostra Figura 6.1(b).
(v) Finalmente, utilizando o software ImageJ, conseguimos delimitar os valores para o cen-
troide da microesfera como funcdo temporal, e assim determinar os valores de deslocamento Az,
Lembramos que esse procedimento é repetido para valores distintos de velocidade e distintas
microesferas.
Desta maneira, determina-se Az e v, que aplicados na equacdo 6.18 fornecem a constante

para forca da pinca dptica.
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Hemoglobina

Figura 6.2: Ligagoes simultaneas de moléculas de Oxigénio a Hemoglobina.

Apéndice C - Modelo de Hill

Archibald Vivian Hill, no século XIX, prop6s um modelo no qual poderia explicar as curva
de associacdo para o oxigénio transportado pelas hemoglobinas. Essas sdo unidades presente nas
células vermelhas do sangue, isto é, as hemacias (ou eritrdcitos), com funcio de transportar o
oxigénio (principalmente) e o gas carbonico (CO;) (em menor quantidade) aos tecidos.

Sabe-se que a hemoglobina, é composta de quatro subunidades proteicas, tais que, cada
uma delas é capaz de se ligar a uma molécula de oxigénio usando um atomo de ferro. Hill propos
um modelo de associacdo no qual expressava a quantidade de proteinas ligadas as moléculas de
oxigénio como funcdo da quantidade de oxigénio existente. Seus dados apresentaram uma curva do
tipo sigmoidal, diferente da encontrada pelo modelo de Scatchard[124], segundo o qual considera
a existéncia de um unico modo de ligacdo e esse seria independente do nimero de moléculas de
oxigenio ja ligadas a hemoglobina.

A atividade da hemoglobina pode ser descrita pela reacdo quimica

Hp +n0y = HB(OQ)H, (6.19)

sendo o Hg(03),, o produto da reacao, n a numero de Hill que também representa o nimero
maximo de moléculas de oxigénio (no caso, quatro) que podem se ligar a molécula de hemoglobina.

Temos ainda, a constante quimica aparente de associacao K 4

[Hp(02)n]

B = g0,

(6.20)

Segundo o proposto por Hill, o processo de ligacdes deve ser encarado como uma série
de ligacdes simultanea das moléculas de oxigénio a molécula de hemoglobina, ou seja, deve-se

considerar o sistema com apenas dois estados: r = 0 e r = 1,4, (saturado), como e mostrado na
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Figura 6.2. Seja ainda, K4 representando a interacdo de n moléculas de oxigénio com uma unica
molécula de hemoglobina e a constante intrinseca (individual) K; representando a interacdo de uma
unica molécula de oxigénio com um unico sitio de ligagcdo, temos entdo que as quatro constantes
intrinsecas devem iguais numa primeira aproximacao, logo, K; = Ky = K3 = K4 = K; e, portanto, a

constante aparente de associacdo é dada por

Ki=K.. (6.21)

Reescrevendo a constante aparente de associacdo, K 4, com base nas ideias de Hill aplicado

complexo DNA-farmaco, em termos de concentracoes, temos

Cy

Kp=— b
A7 (Cp - Cp)C}

(6.22)

tal que C; € a concentracdo de sitios ligados, Cy, a concentracédo de pares de base do polimero,

C; a concentracdo de ligante livre em solucdo e Cp, - C, o nimero de sitios livres da molécula de

DNA onde o ligante pode se ligar. Seja ainda, r = g—b” e K4 = K}, aisoterma de ligacdo de Hill pode
P
ser escrita em termos de sitios ligados
(JGCy)"
= — 6.23
5 (KCy) (6:23)

Para ligantes que ocupam mais um par de bases na estutura do polimero, é possivel acres-

centar o parametro r,,,, para saturacdo maxima de r, logo

_ Tmaz (KiCy)" (6.24)

1+ (K;C f)”

Com base na equacdo 6.24, admitindo valores fixos de K; e 1,4, quanto maior for o coefici-

ente n de Hill, vai ocorrer no sistema a saturacdo em uma concentracao de ligante livre em solucao

cada vez menor. Dessa forma, quanto maior for o coeficiente n de Hill, maior a afinidade quimica

entre os ligantes e a molécula de DNA. Esse efeito na afinidade quimica é denominado cooperati-

vidade. A ligacdo de uma molécula a estrutura do DNA aumenta a probabilidade de uma segunda

molécula ligar e assim sucessivamente, até ocupar todos os sitios de ligacOes possiveis da cadeia

polimérica. Este efeito depende diretamente de dois pardmetros fisico-quimicos especificos, K 4 e n:

a) Sen > 1, K4 aumenta com o coeficiente n de Hill, isto é, a primeira molécula que se

liga ao DNA, aumenta a probabilidade ou a afinidade quimica de ligacdo da seguinte, o chamado
cooperatividade positiva.

b) Se n < 1, K4 diminui com coeficiente n de Hill, isto é, a primeira molécula que se liga

ao DNA, reduz a probabilidade ou dificulta a afinidade quimica de ligacdo da seguinte, o chamado

cooperatividade negativa.
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c) Sen = 1, a primeira molécula que se liga ao DNA, ndo interfere com a ligacdo da molécula
seguinte, isto é, a ligacdo é do tipo nao cooperativo e retoma o modelo de Scatchard mencionado

anteriormente..
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Force spectroscopy unravels the role of ionic strength on DNA-cisplatin interaction:
Modulating the binding parameters
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In the present work we have gone a step forward in the understanding of the DNA-cisplatin interaction,
investigating the role of the ionic strength on the complexes formation. To achieve this task, we use optical tweezers
to perform force spectroscopy on the DNA-cisplatin complexes, determining their mechanical parameters as a
function of the drug concentration in the sample for three different buffers. From such measurements, we
determine the binding parameters and study their behavior as a function of the ionic strength. The equilibrium
binding constant decreases with the counterion concentration ([Na]) and can be used to estimate the effective net
charge of cisplatin in solution. The cooperativity degree of the binding reaction, on the other hand, increases with
the ionic strength, as a result of the different conformational changes induced by the drug on the double-helix
when binding under different buffer conditions. Such results can be used to modulate the drug binding to DNA,
by appropriately setting the ionic strength of the surrounding buffer. The conclusions drawn provide significant
new insights on the complex cooperative interactions between the DNA molecule and the class of platinum-based

compounds, much used in chemotherapies.

DOI: 10.1103/PhysRevE.96.032408

I. INTRODUCTION

Cisplatin [cis-diamminedichloridoplatinum(Il)] is one of
the most important chemotherapeutic drugs, being used in the
treatment of testicular, ovarian, breast, bladder, cervical, lung,
head, and neck cancers, as well as in neuroblastomas and in
some brain tumors [1]. Along the past years, researchers have
investigated the molecular mechanism of action of cisplatin,
and in particular its interaction with the DNA molecule, which
is the main drug target inside cells [2—14]. Figure 1 shows
the chemical structure of the cisplatin molecule. In aqueous
solutions, the two chloride ions dissociate and the compound
incorporates two water molecules, reaching its bivalent (24)
active state, which binds to DNA [3].

The active state of cisplatin binds covalently to the
DNA double-helix forming different types of adducts, which
include intrastrand and interstrand crosslinks, functional
monoadducts, and DNA-protein crosslinks [3]. Such adducts
induce strong structural perturbations on the conformation of
the double-helix, especially sharp bends and unwinding [4,15],
and sometimes local strand breaks [16,17]. These structural
perturbations affect significantly the mechanical properties of
the DNA molecule, such that the DNA-cisplatin interaction
can be monitored by measuring the changes of such properties
as the drug binds to the double-helix [18].

Despite the number of studies concerning the DNA-
cisplatin complexes, none has focused on the effects of the
ionic strength on the binding parameters. We will show
here that such aspect is fundamental for a complete and
deeper understanding of the present interaction, studying the
DNA-cisplatin binding at single molecule level for different
ionic strengths. First, we measure the mechanical properties of
the DNA-cisplatin complexes as a function of the ionic strength
of the surrounding buffer, using optical tweezers to perform
single molecule force spectroscopy. Then, the physical chem-
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istry of the DNA-cisplatin interaction was determined [18]
at each buffer condition from such measurements. Finally,
the behavior of the physicochemical (binding) parameters
as a function of the buffer ionic strength was analyzed and
discussed.

II. MATERIALS AND METHODS

A. Sample preparation

The samples here consist of A-DNA molecules (New
England Biolabs) end-labeled with biotin in a phosphate-
buffered saline (PBS) solution. One end of the DNA molecules
is attached to a microscope coverslip surface, which is
coated with streptavidin, while the other end is attached to a
streptavidin-coated polystyrene bead with a diameter of 3 um
(Bangs Labs). The measurements were performed under three
different ionic strengths, using PBS solutions with different
compositions that are detailed in Table 1.

B. Experimental procedure

The optical tweezers setup used in this work consists of a
1064-nm solid-state laser (Altechna) operating in the TEMy
mode, mounted on a Nikon Ti-U inverted microscope with a
100x NA 1.4 objective. The tweezers is previously calibrated
before the experiments, by using the Stokes force calibration.
The apparatus is then used to trap the polystyrene bead
attached to a DNA molecule. By moving the microscope stage
using a piezoelectric actuator (Newport Corp.), we stretch
the DNA while monitoring the changes of the bead position
in the tweezers’ potential well, using videomicroscopy. To
guarantee that the chemical equilibrium of the DNA-cisplatin
complexes formed will not be much disturbed by the mechan-
ical manipulation imposed, we limit the maximum stretching
forces to ~2 pN, working only within the entropic regime.
The Marko-Siggia wormlike chain (WLC) [19] formula for
the entropic force was used to fit the experimental data
and to extract the two basic mechanical parameters of the

©2017 American Physical Society
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Carboplatin Carboplatin and the DNA molecule - the main target of the drug inside cells in cancer chemotherapies. By using
Cisplatin optical tweezers, we measure how the mechanical properties of the DNA-Carboplatin complexes changes as a

Single molecule force spectroscopy

function of the drug concentration in the sample, for two different ionic strengths ([Na] = 150 mM and
DNA cancer chemotherapy

[Na] = 1 mM). From these measurements, the binding mechanism and the physicochemical (binding) para-
meters of the interaction were inferred and directly compared to those obtained for the precursor drug Cisplatin
under equivalent conditions. As the main conclusion, we show that Carboplatin binds preferentially forming
covalent monoadducts in contrast to Cisplatin, which is hydrolyzed easier and presents a higher efficiency in
forming covalent diadducts along the double-helix. In addition, we explicitly show that Carboplatin is much less
sensitive to ionic strength changes when compared to Cisplatin. These findings provide new insights on the
interactions of platinum-based compounds with the DNA molecule, being important to improve the current

treatments and in the development of new antineoplastic agents.

1. Introduction

Since the end of the 1970s, Platinum-derived drugs have been used
in chemotherapeutic treatments against cancers of testicle, ovary,
esophagus, lung, head, neck, and other organs. The first generation of
these drugs started with Cisplatin (cis-diammine-dichloroplatinum (II)),
which is still the compound most commonly used in chemotherapeutic
treatments. Nevertheless, its use has been accompanied by a number
of undesirable side effects (e.g., nephrotoxicity and ototoxicity), and
by the development of drug resistance. Based on these limitations,
new Platinum complexes have been developed, such as Carboplatin
(cis-diammine (cyclobutane-1,1-dicarboxylate-O, O’) platinum (II) [1],
which is a second generation platinum-based compound that exhibits
an antineoplastic activity similar to Cisplatin, also presenting a similar
mechanism for adduct formation upon binding to the double-helix [2].
Carboplatin also exhibits a preference for binding to guanine N7 and
adenine N7, however, there are reports of a considerable affinity for
cytosine, as well as conformational changes between A- and B-DNA
[2].

Carboplatin has been used specifically in many cancer treatments,
such as ovary [3-5], lung [6], and some specific types of head tumors
[71, despite being less efficient than Cisplatin in certain specific cases
[8-12]. There is an increasing interest of the scientific community in
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investigating the molecular mechanism of Carboplatin action [13-16],
in particularly in the study of its interaction with the DNA molecule, in
order to guide the development of more efficient compounds. Fig. 1,
shows the chemical structure of the Carboplatin molecule, which is a
divalent cationic drug when fully hydrolyzed in solution, becoming
identical to the active (hydrolyzed) form of Cisplatin, also shown in the
figure for comparison purposes.

Some studies have already investigate the DNA-Carboplatin in-
teraction [17-23], but none have investigated the complexes forma-
tion at single molecule level, nor have studied the role of the ionic
strength of the surrounding buffer solution on the formation of such
complexes. Here we address these important points by using single
molecule force spectroscopy to measure the mechanical properties of
the DNA-Carboplatin complexes as a function of the drug con-
centration for different ionic strengths. Based on the results obtained,
the physicochemical (binding) parameters of the DNA-Carboplatin
interaction were determined [24, 25] for different ionic strengths,
giving new insights and useful quantitative information about such
system. Finally, the results obtained were compared to those found
for the precursor compound Cisplatin, giving new insights on the
usage of Carboplatin as a substitute of Cisplatin in cancer che-
motherapies.
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Abstract: We propose an optical tweezers setup based on an annular-shaped laser beam that
is efficient to trap 2.8 um-diameter superparamagnetic particles. The optical trapping of such
particles was fully characterized, and a direct absolute comparison with a geometrical optics
model was performed. With this comparison, we were able to show that light absorption by the
superparamagnetic particles is negligible for our annular beam tweezers, differing from the case of
conventional Gaussian beam tweezers, in which laser absorption by the beads makes stable trapping
difficult. In addition, the trap stiffness of the annular beam tweezers increases with the laser power
and with the bead distance from the coverslip surface. While this first result is expected and similar
to that achieved for conventional Gaussian tweezers, which use ordinary dielectric beads, the second
result is quite surprising and different from the ordinary case, suggesting that spherical aberration is
much less important in our annular beam geometry. The results obtained here provide new insights
into the development of hybrid optomagnetic tweezers, which can apply simultaneously optical and
magnetic forces on the same particles.

Keywords: optical tweezers; optical trapping; superparamagnetic particles; trap stiffness; annular beam

1. Introduction

The optical and magnetic manipulation of microparticles has become in the past few years
indispensable tools in biophysics and soft matter research [1-4]. In fact, fields such as single-molecule
biophysics [5,6], cell biology [7,8] and colloidal science [9] have experienced considerable advances with
the advent of the tweezers techniques, namely the optical and magnetic tweezers. These techniques
allow one to apply forces and torques on the particles of interest, which are usually attached to the
systems that one intends to manipulate, stretch and/or rotate.

Each of these techniques has its own specific advantages. Optical tweezers, for instance,
allow direct local force application with high spatial and temporal resolutions [3,10]. Magnetic tweezers,
on the other hand, can be conveniently used as a force clamp and to apply torque on the systems
of interest [10-12]. An apparatus that allows one to explore the best features of the two tweezers
techniques would therefore be of great interest.

Here, we propose and characterize an optical tweezers setup based on an annular-shaped
laser beam that is efficient to trap 2.8 um-diameter superparamagnetic particles, thus allowing
the development of a hybrid instrument—optomagnetic tweezers—which allows one to apply
simultaneously optical and magnetic forces on the same particles. The idea is to trap the
superparamagnetic particles optically, which can be naturally manipulated with permanent or
electromagnets. These particles usually are more difficult to trap stably by single Gaussian beam

Methods and Protoc. 2018, 1, 44; d0i:10.3390/ mps1040044 www.mdpi.com/journal /mps
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Abstract

Here we use single molecule force spectroscopy performed with optical
tweezers in order to investigate the interaction between Caffeine and the DNA
molecule for various different concentrations of the alkaloid and under two
distinct ionic strengths of the surrounding buffer. We were able to determine
the mechanical changes induced on the double-helix structure due to Caffeine
binding, the binding mode and the binding parameters of the interaction.
The results obtained show that Caffeine binds to DNA by outside the double-
helix with a higher affinity at lower ionic strengths. On the other hand, a
considerable cooperativity was found only for sufficient high ionic strengths,
suggesting that Caffeine may binding forming dimers and/or trimers along
the double-helix under this condition. Finally, it was also shown that Caffeine
stabilizes the DNA double-helix upon binding, preventing force-induced DNA
melting.

Keywords: Caffeine, DNA, single molecule force spectroscopy, optical
tweezers
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