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Resumo

Compostos naturais apresentam grande potencial na pesquisa anticâncer, pela inibição

do crescimento do tumor, pelas propriedades anti-metastáticas e anti-inflamatórias. A

piperlongumina (PL) é um dos compostos naturais que tem se destacado. PL apresenta

informações físico-químicas propícias que sugerem a possibilidade de ser carreada até seu

alvo, através do plasma sanguíneo pela proteína HSA (albumina do soro humano) [1].

No presente estudo, investigamos as influências biofísicas deste composto em dois níveis:

molecular e celular.

Nas análises de biofísica molecular, monitoramos a supressão do espectro de emissão de

fluorescência do peptídeo Ac2−26 da proteína Anexina A1, a qual atua como um mediador

endógeno anti-inflamatório, durante titulações com PL. Entender como os componentes

envolvidas em processos inflamatórios atuam e se interagem, a fim de potencializar seus

efeitos, é importante dado que a inflamação crônica contribui para um microambiente

suscetível à tumorigênese, favorecendo o desenvolvimento e progressão do câncer [2,3]. Nesta

parte do trabalho foram obtidas informações energéticas, as quais indicaram a interação

espontânea entre o peptídeo Ac2−26 e PL, a qual é dirigida por forças não-específicas. Tal

informação motivou a colaboração para investigar os efeitos na proliferação e migração

celular (células HUVEC e HEp-2) e na expressão gênica de mediadores inflamatórios [2, 3].

Nas análises de biofísica celular, utilizando espectroscopia de força de célula única

baseada em Microscopia de Força Atômica (AFM), caracterizamos as propriedades de

células HeLa em tratamento com PL. Estudos anteriores mostraram efeitos anticâncer nas

células HeLa por PL [4–6]. No entanto não se sabe dos efeitos mecânicos deste sistema

(PL-HeLa). Utilizamos AFM e obtivemos as curvas força-distância que mostraram padrões

graduais. Analisamos a força do passo (SF) e observamos que as células tratadas com

PL apresentam um valor maior de SF em comparação com as células controle. Este

aumento de SF também foi observado em experimentos realizados em substratos com

rigidez crescente. Portanto, os efeitos de PL nas propriedades mecânicas das células HeLa

podem ser refletidos no parâmetro mensurável SF. Tais fatores mecânicos podem estar

relacionados à tensão e flexibilidade da membrana [7–9]. A compreensão da influência de

fármacos nas propriedades mecânicas das células pode ajudar no rastreamento de drogas



terapêuticas eficazes contra o câncer.

Palavras-chave: Microscopia de Força Atômica, Células HeLa, Piperlongumina, Espec-

troscopia de Força, Espectroscopia de Fluorescência, Força de Passo, AFM, Piplartina,

Anexina A1 (Ac2−26).



Abstract

Natural compounds have great potential in anticancer research by inhibiting tumor

growth, anti-metastatic and anti-inflammatory properties. Piperlongumine (PL) is one of

the natural compounds that has attracted attention. PL presents favorable physicochemical

information that suggests the possibility of being carried to its target through the blood

plasma by the HSA protein (human serum albumin) [1]. In the present study, we investigate

the biophysical influences of this compound at molecular and cellular levels.

In molecular biophysical analyses, we monitored the suppression of the fluorescence

emission spectrum of the Ac2−26 peptide of the Annexin A1 protein, which acts as an

endogenous anti-inflammatory mediator, during titrations with PL. Understanding how

the components involved in inflammatory processes act and interact in order to potentiate

their effects is important since chronic inflammation contributes to a microenvironment

susceptible to tumorigenesis, favoring the development and progression of cancer [2,3].

In this part of the work, energetic information was obtained, indicating the spontaneous

interaction between the peptide Ac2−26 and PL, driven by non-specific forces. This

information motivated the collaboration to investigate the effects on cell proliferation,

migration (HUVEC and HEp-2 cells), and gene expression of inflammatory mediators [2,3].

In cellular biophysics analyzes using single-cell force spectroscopy based on Atomic

Force Microscopy (AFM), we characterized the properties of HeLa cells under PL treatment.

The anti-cancer effects on HeLa cells by PL have been previously described [4–6]. Notwiths-

tanding, there is no knowledge about the mechanical properties of this system (PL-HeLa).

We used AFM and obtained the force-distance curves that showed gradual patterns. We

analyzed the step force (SF) and observed that cells treated with PL had higher SF values

compared to control cells. This increase in SF was also observed in experiments performed

on substrates with increasing stiffness. Therefore, the effects of PL on the mechanical

properties of HeLa cells can be reflected in the measurable parameter SF. Such mechanical

factors may be related to the tension and flexibility of the membrane [7–9]. Understanding

the influence of drugs on the mechanical properties of cells can help in screening effective

cancer therapeutics drugs.



Keywords: Atomic Force Microscopy, HeLa Cells, Piperlongumine, Force Spectros-

copy, Fluorescence Spectroscopy, Tether Force, Step Force, AFM, Piplartine, Annexin A1

(Ac2−26).
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1 Organização da Tese

Esta tese apresenta a investigação da influência de um composto natural, Piperlongumina

(PL), nos níveis moleculares e celulares, na temática de biofísica. No nível de biofísica

molecular, mapeou-se as interações de PL com macromoléculas (peptídeo e proteína)

utilizando espectroscopia de fluorescência. Já no nível de biofísica celular foram analisadas

células cancerígenas, utilizando microscopia de força atômica.

No capítulo 2 encontra-se uma introdução da temática do câncer e do composto

utilizado nos ensaios moleculares e celulares, a piperlongumina. PL vem se destacando

diante suas atividades farmacológicas, dentre as quais exibe propriedades anti-inflamatória

e antitumoral [10, 11].

O capítulo 3 é referente à vertente de biofísica molecular. Apresenta-se a pesquisa em

colaboração com outros grupos, onde gerou-se o trabalho intitulado "Biological and physical

approaches on the role of piplartine (piperlongumine) in cancer", o qual foi publicado

na Scientific Reports (ANEXO IV - Artigo publicado referente ao trabalho da seção 3

(Biofísica Molecular): PL x Ac2-26 (Anexina A1)) [2] e coordenado pela Profa. Dra.

Eloiza Helena Tajara. Neste capítulo procura-se entender e discutir a interação físico-

química da piperlongumina com o peptídeo (Ac2−26) da Anexina A1 (ANXA1) através de

análises da supressão dos espectros de fluorescência. No manuscrito encontra-se: uma parte

introdutória que aborda as características do sistema molecular da ANXA1; metodologia e

princípios bem detalhados, dirigidos aos objetivos utilizando espectroscopia de fluorescência;

os resultados e discussões das análises têm foco nos parâmetros termodinâmicos da interação

Ac2−26–PL.

Já o capítulo 4 é referente à vertente de biofísica celular, o qual encontra-se mais

detalhada nesta tese. Apresenta-se, nesta seção, a pesquisa desenvolvida durante o

estágio de doutoramento na Rice University (Houston-TX, EUA), sob supervisão da

Profa. Dra. Ching-Hwa Kiang. Tal projeto gerou o trabalho intitulado "Quantifying

the Effect of Anti-cancer Compound Piperlongumine on Cancer Cells Using Single-Cell

Force Spectroscopy", o qual foi submetido para publicação na Scientific Reports (ANEXO

I - Artigo submetido referente ao trabalho da seção 4 (Biofísica Celular) e ANEXO II
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- Material suplementar do artigo submetido referente ao trabalho da seção 4 (Biofísica

Celular)) [12]. Neste capítulo procura-se entender e discutir o efeito da piperlongumina nas

células HeLa através de análises de curvas força-distância. Os dados obtidos são gerados

diretamente pelo microscópio de força atômica (AFM), o qual possui uma sensibilidade de

forças na ordem de picoNewtons. No manuscrito encontra-se: uma parte introdutória que

aborda as características do sistema celular com foco na parte mecânica; metodologia e

princípios bem detalhados, dirigidos aos objetivos utilizando AFM; resultados e conclusões

das análises, com foco nas propriedades mecânicas da célula, mensuradas através da força

de desprendimento ou ruptura do nanotubo formado entre a célula e a sonda do AFM,

durante o processo de "puxar"a superfície celular.

Adicionalmente, foi finalizado o trabalho intitulado "An investigation into the interaction

between piplartine (piperlongumine) and human serum albumin", o qual encontra-se publi-

cado na Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy (ANEXO

III - Artigo publicado referente à vertente de Biofísica Molecular: PL x HSA) [1] coordenado

pelo Prof. Dr. Marinônio Lopes Cornélio. No trabalho, investigou-se a interação da PL

com a proteína albumina do soro humano (HSA), a qual é presente no plasma sanguíneo e

tem papel de carreadora de fármacos. Através da técnica de espectroscopia de fluorescência

e análises da supressão, caracterizou-se os parâmetros da interação (termodinâmicos e

região da interação através de análises de competição de sítios) [13].
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2 Introdução

Apresenta-se nesta seção uma introdução geral do composto utilizado, piperlongumina,

e uma breve motivação do estudo na temática do câncer, em contextos gerais.

2.1 Câncer

A área de pesquisa do câncer, é ainda uma temática desafiadora e de interesse mundial.

O câncer é uma das principais causas de morte, em 2020 foi responsável por quase 10

milhões de mortes no mundo (Figura 1) [14,15], as incidências mais comuns foram câncer

de pulmão, seguido de colorretal, fígado, estômago e mama (Figura 2).

As doenças cancerígenas têm duas preocupações principais: o crescimento celular e

a migração celular [16]. A metástase, por ser a causa da maioria das mortalidades em

pacientes com câncer, tem recebido cada vez mais atenção, tanto na pesquisa científica

quanto na clínica [17].

O entendimento, nos níveis molecular e celular, do processo letal do câncer é de grande

importância científica [17]. Neste trabalho apresenta-se abordagens biofísicas nos dois

níveis:

– Estudo da interação da macromolécula presente no processo da inflamação (Anexina

A1) com o composto anticâncer (Piperlongumina), seção 3.

– Estudo das propriedades mecânicas de células cancerígenas (HeLa) na presença do

composto anticâncer (Piperlongumina), seção 4.

Algumas características gerais da Piperlongumina estão apresentadas nesta seção. Já

nas seções 3 e 4 há introduções específicas para os referidos sistemas.

2.2 Piperlongumina

Compostos naturais tem se destacado perante o tratamento e prevenção de várias

doenças [18]. Neste trabalho, um composto anticancerígeno foi escolhido, a piperlongu-
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Figura 1: Câncer: taxas mundiais de incidência (acima) e de mortalidade (abaixo),

padronizadas pela idade (ASR, age-standardised rate), estimadas pela WHO (organização

mundial da saúde) em 2020. Figura adaptada de [15].
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Figura 2: Câncer: taxas estimadas de mortalidade mundial de mulheres (à esquerda) e de

homens (à direita) em 2020, pela WHO (organização mundial da saúde). Figura adaptada

de [15].

mina (PL, Figura 3), do inglês piperlongumine, ou como também conhecida, piplartina,

cuja nomenclatura oficial é 5,6-dihidro-1-[(2E)-1-oxo-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propen-1-

il]-2(1H)-piridinona. A piperlongumina possui massa molecular igual a 317.3g/mol, e é

isolada a partir de cascas do caule e raízes de diferentes espécies de pimenta, como Piper

tuberculatum L. (pimenta-d’arda), Piper longum L. (pimenta longa), entre outras [19–24].

Figura 3: Estrutura química da Piperlongumina (C17H19O5N) [20,25].

Das 112 espécies do gênero Piper, foram isolados 667 diferentes compostos, os quais

são classificados nas seguintes categorias (Figura 4): alcalóides/amidas, kavapironas,

chalconas/di-hidrochalconas, terpenos, flavonas, neolignanas, esteróides, lignanas, flavano-

nas, propenilfenóis, piperolídeos, entre outros (alcanos, álcoois, ácidos, ésteres, etc.) [22,26].
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A piperlongumina, pertence ao grupo dos alcalóides/amidas.

Figura 4: Porcentagem da distribuição dos compostos isolados de diferentes espécies

pertencentes ao gênero Piper, organizados por famílias [22, 25,26]. (*) Demais compostos

que não se enquadram nos grandes grupos comuns de metabólitos secundários [13].

O uso de piperlongumina é relatado há milhares de anos pela prática Ayurveda, uma

medicina alternativa desenvolvida na Índia [22,23,27]. Estudos in vivo e in vitro apresentam

várias propriedades farmacológicas promissoras da piperlongumina, como, por exemplo,

genotóxica, citotóxica, antimetastática, antitumoral e anti-inflamatória [10, 11,20,25,28].

O alvo da PL pode ser alcançado através do plasma sanguíneo, conforme observado nos

estudos in vitro e in vivo [1,10,20,28]. Recentemente, o trabalho de Meegan et al. apresentou

PL como um agente desestabilizador de microtúbulos com efeitos antiproliferativos em

células de câncer de mama [29]. Além disso, o estudo de Henrique et al. mostrou o

efeito inibitório da PL na expressão de α-tubulina em células endoteliais [2]. Agentes que

alvejam o microtúbulo, também conhecidos como agentes de ligação à tubulina (TBA), são

potentes venenos mitóticos que inibem a proliferação de células eucarióticas, promovem

a morte celular pela supressão da instabilidade dinâmica dos microtúbulos e interferem

com o transporte intracelular [30–32]. PL apresenta diferentes mecanismos de ação e tem

sido proposta como um potencial fármaco anticâncer e um composto interessante a ser

investigado [4, 10,33].
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3 Biofísica Molecular

Apresenta-se, neste capítulo, a parte dos estudos em nível molecular desta tese, cujo foco

é nas análises físico-químicas do peptídeo Ac2−26 da anexina A1, envolvido nos processos

inflamatórios, na presença de Piperlongumina (PL). Os parâmetros termodinâmicos da

interação são descritos utilizando espectroscopia de fluorescência [2].

3.1 Introdução – Biofísica Molecular

3.1.1 Processos Inflamatórios

A inflamação crônica fornece um microambiente favorável para a tumorigênese, o que

pode direcionar o desenvolvimento e progressão do câncer [2, 3]. Os mecanismos anti-

inflamatórios que operam no organismo para suprimir a reação inflamatória tem chamado

a atenção de pesquisadores nos últimos anos [3, 34]. A concentração sérica de citocinas,

uma família de mediadores celulares (interleucinas, citocinas e TNFs), é indetectável em

indivíduos saudáveis [35–37]. No início de um processo inflamatório, o organismo constrói

uma resposta em direção ao local, onde os leucócitos são ativados e transmigrados para o

tecido circundante [3, 38,39]. A produção de citocinas é então estimulada no processo de

invasão do hospedeiro pelos microorganismos patogênicos [35,36].

Algumas citocinas funcionam primariamente como indutoras da inflamação (citocinas

pró-inflamatórias), por exemplo: fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1 beta

(IL-1β) e interleucina-6 (IL-6); enquanto outras atuam na contra-regulação (citocinas anti-

inflamatórias), por exemplo: interleucina-10 (IL-10) e inibidor do receptor da interleucina-1

(IL-1Ra) [36, 40]. Quando há desequilíbrio entre os processos, ou com predomínio da

resposta inflamatória, ou dos fatores contra-reguladores, ocorre o desencadeamento de uma

sequência de eventos que têm por objetivo fazer com que as concentrações dessas proteínas

retornem aos seus valores normais, mantendo o processo inflamatório sob controle [3, 36].
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3.1.2 Anexina A1

A proteína anexina A1 (ANXA1) apresenta vários efeitos anti-inflamatórios, incluindo a

modulação dos níveis de citocinas [40, 41]. Foi inicialmente estudada na resolução da infla-

mação e, posteriormente, observou-se seu envolvimento em vários processos celulares [42].

ANXA1 é expressa em vários tecidos e pode ser localizada em diferentes compartimentos de

células (nuclear, citoplasmático e associado à membrana) [42,43]. Nesta última localização,

na superfície celular, a ANXA1 pode ser clivada proteoliticamente e se tornar acessível aos

receptores de formil-peptídeo, estimulando-os a desencadear as vias oncogênicas [42]. A des-

regulação da ANXA1 é frequentemente correlacionada com o câncer, sendo superexpressa

em um grande número de cânceres (por exemplo próstata, retal e gástrico); apresenta

vários papéis na progressão e atua em diferentes níveis, desde o início do câncer até a

metástase [42,44,45].

A anexina A1 (ANXA1) é uma proteína de ligação à fosfolipídeos regulada por Ca2+

(Figura 5) [42]. ANXA1 é composta por 346 resíduos de aminoácidos e 37 kDa [42,46,47].

No seu N-terminal, Met1 é removido e Ala2 é N-acetilado [42,48]. ANXA1 consiste em duas

regiões diferentes: a denominada cauda, a qual abrange uma pequena região do domínio

N-terminal (de Ala2 até Asp43); e o domínio C-terminal (de Pro44 até Gly344), também

chamado de domínio central (ou core domain) [42, 46] (Figura 5).

O domínio central (o qual é compartilhado pelos membros da família anexina) contém

4 sub-domínios semelhantes (com exceção da ANXA6, a qual contém 8), e cada um possui

aproximadamente 70 resíduos de aminoácidos. Cada sub-domínio é composto por cinco

hélices [42, 46] (Figura 5). Os 4 sub-domínios são organizados de forma cíclica, o sub-

domínio I seguido do IV, do II e do III (Figura 5 - A) [42,46]. Esta estrutura se assemelha

a um disco achatado com uma superfície ligeiramente convexa [46]. O lado convexo contém

locais de ligação de Ca2+ e fica de frente para a membrana quando a anexina está associada

perifericamente com fosfolipídeos carregados negativamente (Figura 5 - B). O lado côncavo

da ANXA1 aponta para longe da membrana e fica acessível para interações com o domínio

N-terminal ou com parceiros de ligação [42,43,49].

O domínio N-terminal, em contraste com o core domain, possui a sequência extrema-
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Figura 5: Estrutura representativa da proteína Anexina A1 (ANXA1) e ligação à membrana

(A) Na ausência de Ca2+, a ANXA1 é apresentada como um domínio central (com 4 sub-

domínios organizados de forma cíclica) e um domínio N-terminal (em laranja) enterrado

próximo ao sub-domínio III (no lado côncavo da proteína, em locais opostos à ligação de

Ca2+). Já na presença de Ca2+ e na ligação à membrana, (B) o domínio N-terminal é

exposto, permitindo que sua α-hélice anfipática (Ala2-Asn16) interaja com (C) um segundo

sítio fosfolipídico causando agregação da membrana ou com (D) um parceiro proteico (em

verde). Na presença de Ca2+, ANXA1 sofre mudança conformacional permitindo a ligação

à fosfolipídeos através da região central e exposição do motivo N-terminal (Figura 5 -

B) [42,46]. Figura adaptada de [42].

mente variável em comprimento e sequência dos resíduos de aminoácidos, em relação à

família das anexinas [42]. Este domínio confere especificidade e atividade fisiológica a cada

anexina [42,50]. Um estudo cristalográfico de ANXA1 de comprimento total revelou que

os primeiros 26 aminoácidos do domínio N-terminal formam duas α-hélices, Ala2-Asn16

e Glu18-Lys26, que são reciprocamente inclinadas (60o) em Glu17 (Figura 6) [42,46]. O

peptídeo não estruturado Ser27-Asn43 desempenha o papel de um ligante entre os domínios

N-terminal e central [42,46].
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3.1.3 Ac2-26 Anexina A1

A compreensão dos mecanismos da inflamação e a descoberta de mediadores endógenos

anti-inflamatórios instiga as possibilidades terapêuticas para novos tratamentos de processos

inflamatórios, devido aos possíveis efeitos colaterais dos tratamentos atuais [3, 34, 51]. Um

mediador endógeno anti-inflamatório que tem atraído a atenção de pesquisadores é a

proteína Anexina A1 (ANXA1) [3, 34,51].

A região N-terminal da anexina A1 que compreende os resíduos 2 à 26 (Ac2−26), figura

6, é bem descrita na literatura e apresenta os mesmos efeitos biológicos, como modulador

de processos inflamatórios, que a proteína em comprimento total [40, 42, 46, 51]. A ANXA1

é frequentemente clivada em seu domínio N-terminal em várias células [42].

Figura 6: Estrutura de NMR do peptídeo Ac 2-26, derivado da proteína Anexina A1

(ANXA1). Apresenta-se aqui uma das 20 estruturas obtidas por NMR (código de entrada

do PDB: 5VFW) [40]. Cuja sequência: AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVK [40,43].
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3.2 Motivação e Objetivos – Biofísica Molecular

Células são maquinarias complexas com vários componentes se rearranjando o tempo

todo. A inflamação crônica fornece um microambiente favorável para a tumorigênese, o

que pode direcionar o desenvolvimento e progressão do câncer [2, 3]. Entender como as

proteínas envolvidas em processos inflamatórios atuam e se interagem é um objeto de

estudo, e interesse, de vários grupos de pesquisa.

Neste trabalho busca-se caracterizar a interação físico-química do peptídeo de anexina

A1 (Ac2−26), o qual é descrito como um modulador endógeno anti-inflamatório, com o

composto Piperlongumina, o qual apresenta várias propriedades farmacológicas, destacando-

se as atividades anticâncer e anti-inflamatória [10,11]. A interação do peptídeo Ac2−26 com

PL foi investigada utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescência.

As análises deste capítulo é parte de uma colaboração com outros grupos de pesquisa

onde gerou-se o trabalho intitulado "Biological and physical approaches on the role of

piplartine (piperlongumine) in cancer"o qual foi publicado na Scientific Reports (ANEXO

IV - Artigo publicado referente ao trabalho da seção 3 (Biofísica Molecular): PL x Ac2-26

(Anexina A1)) [2].

30



3.3 Princípios Espectroscópicos de Fluorescência

3.3.1 Características Gerais

A emissão de fluorescência é caracterizada como um processo espontâneo, e ocorre

através da desexcitação de fluoróforos que estão em um estado quântico eletronicamente

excitado devido à absorção de fótons. Nas proteínas, os fluoróforos intrínsecos são os

resíduos de aminoácidos aromáticos (Triptofano - Trp, Tirosina - Tyr e Fenilalanina -

Phe) [52–54].

O fenômeno da fluorescência é caracterizado por parâmetros como: rendimento quântico,

tempo de vida e intensidade [53]. Neste trabalho será analisado a intensidade de emissão

de fluorescência (IF ) a um dado comprimento de onda de excitação, tem-se então:

IF = nFE · EF (1)

Nesta equação, nFE é o número de fótons emitidos por fluorescência e EF é a energia do

fóton.

O rendimento quântico de fluorescência (ΦF ) é a razão do número de fótons emitidos

por fluorescência pelo número de fótons absorvidos (ΦF=nFE/nFA), portanto, IF e ΦF são

proporcionais. Já o tempo de vida da fluorescência (τ) é o tempo médio do fluoróforo no

estado excitado antes do decaimento para o estado fundamental [53].

3.3.2 Absorção de Luz e Lei de Beer-Lambert

A absorção de fótons por elétrons induz a excitação de uma molécula, neste fenômeno

a energia absorvida pela molécula é igual a soma das energias absorvidas pelos níveis de

energia eletrônica, vibracional e rotacional. Estes três níveis são responsáveis pela liberação

de energia no fenômeno de fluorescência, portanto compreender a absorção da luz por uma

amostra é necessário no estudo de espectroscopia de fluorescência [53].

O espectro de absorção é caracterizado por dois parâmetros: o comprimento de onda

máximo (λmax) e o coeficiente de extinção molar (ε) calculado geralmente no λmax, onde as

moléculas tem maior absorção [52,53] . O coeficiente de extinção molar é assim denominado
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devido ao fato de que quando a luz atravessa uma solução, ela é parcialmente absorvida e,

consequentemente, sua intensidade é suprimida [53].

A concentração de uma amostra pode ser calculada através da análise de sua absorbância

(ou densidade óptica). Um feixe de luz monocromática incide sobre uma solução em uma

cubeta de quartzo, cujo comprimento do caminho óptico é determinado pela dimensão da

cubeta, a luz ao atravessá-la será parcialmente absorvida e o espectrofotômetro registrará

a intensidade da luz transmitida (Figura 7) [53].

Figura 7: Absorção da luz monocromática ao atravessar uma amostra. Io, I e dc.o.

são as intensidade de luz incidente e transmitida e o comprimento do caminho óptico,

respectivamente [52].

A transmitância (ITransmitancia) é descrita pela razão entre a intensidade de luz trans-

mitida (I) pela intensidade de luz incidente (Io). O gráfico da transmitância versus o

comprimento do caminho óptico (dc.o.), para três amostras com concentrações diferentes

([C]), indica que a transmitância é proporcional ao exponencial de [C]dc.o. (Figura 8) [53].

Ou seja,

ITransmitancia =
I

Io
(2)

ITransmitancia ∝ e−[C]dc.o. (3)
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Figura 8: Variação da transmitância (ITransmitancia) com relação ao comprimento de caminho

óptico (dc.o.) para três concentrações de amostras (1, 2 e 10 M) [53].

Substituindo a equação 2 na equação 3, tem-se:

I

Io
∝ e−[C]dc.o. (4)

Aplicando a função logarítmica neperiana:

ln

(
I

Io

)
∝ ln

(
e−[C]dc.o.

)
(5)

ln

(
I

Io

)
∝ −[C]dc.o. (6)

Igualando através da constante de proporcionalidade (β):

ln

(
I

Io

)
= −β[C]dc.o. (7)

Multiplicando por (-1):

−ln
(
I

Io

)
= β[C]dc.o. (8)

ln

(
Io
I

)
= β[C]dc.o. (9)

Transformando em logaritmo decimal:

ln

(
Io
I

)
= loge

(
Io
I

)
=
log10

(
Io
I

)

log10 (e)
=
log
(
Io
I

)

log (e)
= β[C]dc.o. (10)
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Rearranjando:

log

(
Io
I

)
= β[C]dc.o.log (e) = β[C]dc.o.0.4343 =

β[C]dc.o.
2.302

(11)

Substituindo β
2.302

por ε:

log

(
Io
I

)
= ε[C]dc.o. (12)

Portanto,

−log (ITransmitancia) = log

(
Io
I

)
= ε[C]dc.o. = DO = Abs (13)

Nesta equação DO é a densidade óptica e Abs é a absorbância, ambas são grandezas

adimensionais. A concentração ([C]) é dada em molar (M), o comprimento do caminho

óptico (dc.o.) em centímetro (cm) e o coeficiente de extinção molar (ε) em M−1cm−1 [53].

A relação entre o coeficiente de extinção molar, a concentração da amostra, e a espessura

do caminho óptico é caracterizada pela lei de Beer-Lambert (Equação 14), a qual indica

que a absorbância é diretamente proporcional à concentração da amostra, para sistemas

diluídos [52, 53].

Abs = log

(
Io
I

)
= ε[C]dc.o. (14)

3.3.3 Filtragem Interna

O efeito de filtragem interna foi identificado por Stokes ao observar que a luz UV ao

atravessar uma solução de quinina era atenuada após a emersão, ou seja, sua intensidade

diminui, não mais causando o brilho azulado. Esse fenômeno ocorre devido à dissipação

da energia absorvida através de energia térmica, energia de colisão com as moléculas do

solvente, e também a transferência de energia para outras moléculas na solução [52,53].

No espectrofluorímetro usual o feixe de emissão é registrado perpendicularmente ao

feixe de excitação. Considerando que a emissão é detectada no centro da cubeta, tem-se que

o feixe incidente vai passar por metade do comprimento do caminho da cubeta (caminho

óptico) antes da emissão ser gerada e o feixe de emissão deve também atravessar a metade

do comprimento do caminho da cubeta antes de ser detectado [53]. Devido o sistema, a

intensidade da emissão observada (Fobs) será subestimada, portanto deve-se fazer uma

correção desta auto-absorção pela solução, ou seja, para este efeito de filtragem interna [53].
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Uma resposta não linear da fluorescência é obtida e a correção da intensidade de

fluorescência, devido ao efeito de filtragem interna, é realizada utilizando a equação 15:

Fcorr = Fobs · 10(Aex+Aem)/2 (15)

Nesta equação, Fcorr e Fobs são as intensidades de fluorescência corrigida e observada,

respectivamente. Aex e Aem são as absorbâncias no comprimento de onda de excitação e

no comprimento de onda de emissão, respectivamente [53].

3.3.4 Supressão de Fluorescência

A diminuição da intensidade de fluorescência de uma amostra é denominada supressão

de fluorescência. A supressão pode ocorrer por inúmeros processos, mas os mecanismos

de supressão são geralmente classificados por estático ou dinâmico, onde ambos requerem

contato molecular entre o fluoróforo e o supressor. Na supressão dinâmica o fluoróforo no

estado excitado é desexcitado, retornando ao estado fundamental sem emissão de fótons,

após o contato com alguma molécula supressora, porém, sem a formação de complexos. Já

na supressão estática, o supressor entra em contato com o fluoróforo no estado fundamental

e forma um complexo não fluorescente. Portanto, informações sobre sistemas bioquímicos

podem ser obtidas com auxílio da análise das supressões, pois os mecanismos indicam o

processo pelo qual a supressão ocorre [52, 53].

A diminuição da intensidade de fluorescência em função do aumento da concentração

de supressor é descrita pela equação de Stern-Volmer (Equação 16) [52, 53]:

Fo
F

= 1 + τoKq[Q] = 1 +K ′[Q] (16)

Nesta equação F e Fo são as intensidades de fluorescência na presença e na ausência de

supressor, respectivamente. τo é o tempo de vida do fluoróforo na ausência de supressor

(para o triptofano τo é aproximadamente 6ns). Kq é a constante de supressão bimolecular,

K ′ é a constante de supressão de Stern-Volmer; e [Q] é a concentração do supressor [52,54].

Pela análise de Stern-Volmer (Equação 16), apresentada pela fração Fo

F
versus [Q], espera-

se um comportamento linear; entretanto este comportamento não determina o mecanismo
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de supressão, pois em ambos mecanismos a supressão é proporcional à concentração do

supressor. Para distingui-los a condição ideal de medida seria a fluorescência com resolução

temporal, mas variações como viscosidade e temperatura podem elucidar tal mecanismo de

supressão [52,53].

Na supressão estática o tempo de vida médio de fluorescência analisado na presença

(τ) e ausência de supressor (τo) serão iguais, porque apenas as moléculas fluorescentes são

observadas, ou seja, os fluoróforos livres têm o tempo de vida inalterado. Portanto, neste

caso, a intensidade da fluorescência e o rendimento quântico diminuem, mas o tempo de

vida da fluorescência não muda ( τo
τ

= 1) [52, 53].

Na supressão dinâmica o tempo de vida médio de fluorescência na presença de supressor

será menor do que na ausência, porque neste caso há uma perda parcial de energia das

moléculas de fluoróforo ao colidirem com as moléculas do supressor. Portanto, a intensidade

de fluorescência, o rendimento quântico e o tempo de vida diminuem (Fo

F
= τo

τ
) [1,52,53,55].

Conforme o aumento da temperatura, a difusão molecular será mais rápida e a supressão

de intensidade de fluorescência será mais evidente (supressão dinâmica) (Figura 9). Entre-

tanto a supressão da intensidade de fluorescência no caso estático será menor conforme

o aumento da temperatura porque os complexos fracamente ligados são dissociados, ou

seja, alguns dos fluoróforos que não estavam fluorescendo (devido a formação do complexo)

passam a fluorescer (Figura 9) [52, 53]. Neste trabalho, a supressão da intensidade de

fluorescência de emissão foi analisada em sistemas com diferentes temperaturas.

Figura 9: Comparação dos mecanismos de supressão dinâmico e estático [52].
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Dinâmica A supressão dinâmica ocorrerá quando o fluoróforo for desexcitado, voltando

ao estado fundamental, através de um encontro difuso com alguma outra molécula em

solução durante o tempo de vida do estado excitado, ou seja, este é um processo dependente

do tempo.

Na equação 16, a constante K ′ indica a sensibilidade do fluoróforo a uma molécula

supressora. Um fluoróforo no interior de uma biomolécula é geralmente inacessível a

supressores solúveis em água, portanto o valor de K ′ é baixo. Entretanto valores maiores

de K ′ são encontrados quando o fluoróforo está livre em solução ou próximo à superfície

de uma biomolécula [52].

Diferenciando a constante K ′ (Equação 16) para o mecanismo de supressão dinâmica e

estática utilizam-se KSV e KS, respectivamente. Portanto, no caso dinâmico tem-se:

Fo
F

= 1 +KSV [Q] (17)

Nesta equação KSV é a constante de supressão de Stern-Volmer para o mecanismo dinâmico.

Estática A supressão estática ocorre quando os fluoróforos formam complexos (no estado

fundamental) com supressores, e o complexo ao absorver luz retorna, imediatamente, ao

estado fundamental sem emissão de fótons, ou seja, não fluorescendo [53].

Portanto, substituindo a constante K ′ por KS na equação 16, para o caso estático

tem-se:
Fo
F

= 1 +KS[Q] (18)

Nesta equação KS é a constante de supressão de Stern-Volmer para o mecanismo estático.

Utiliza-se a equação 16 para análise da constante de Stern-Volmer em sistemas com

diferentes temperaturas (T) e, consequentemente, para determinar o tipo de mecanismo de

supressão [52,53].

Pressupondo que existam n locais de interações do supressor com o peptídeo, a equação

da reação pode ser descrita como [53,56]:

nQF + PF → QnP (19)
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Portanto, tem-se a constante de afinidade (Ka):

Ka =
[QnP ]

[QF ]n [PF ]
(20)

Nesta equação, [QF ] e [PF ] são as concentrações do supressor e do peptídeo livres, respecti-

vamente. [QnP ] é a concentração do supressor–peptídeo na interação [52,53].

A concentração total de peptídeo ([PT ]) pode ser descrita como:

[PT ] = [QnP ] + [PF ] (21)

Isolando [QnP ]:

[QnP ] = [PT ]− [PF ] (22)

Substituindo na equação 20:

Ka =
[PT ]− [PF ]

[QF ]n [PF ]
(23)

A intensidade de fluorescência na ausência do supressor (Fo) é proporcional à concentra-

ção de peptídeo total [PT ]. Assumindo que a intensidade de fluorescência (F ) é diretamente

proporcional à concentração de peptídeo livre [PF ], tem-se:

Fo
F

=
[PT ]

[PF ]
(24)

Rearranjando a equação 23:

Ka =
[PT ]

[QF ]n [PF ]
− [PF ]

[QF ]n [PF ]
(25)

Ka =
[PT ]

[QF ]n [PF ]
− 1

[QF ]n
(26)

Ka [QF ]n =
[PT ]

[PF ]
− 1 (27)

Substituindo a equação 27 na equação 24:

Fo
F
− 1 = Ka [QF ]n (28)

Fo − F
F

= Ka [QF ]n (29)
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A concentração total do supressor ([QT ]) pode ser descrita como:

[QT ] = [QnP ] + [QF ] (30)

Considerando [QnP ] << [QT ]. Assume-se que [QT ] = [QF ] [53]. Portanto, a equação 29

pode ser escrita como:
Fo − F
F

= Ka [QT ]n (31)

Aplicando a função logarítmica:

log

(
Fo − F
F

)
= log (Ka [QT ]n) (32)

Rearranjando:

log

(
Fo − F
F

)
= log (Ka) + log ([QT ]n) (33)

log

(
Fo − F
F

)
= log (Ka) + n (log ([QT ])) (34)

Com esta relação duplo-logarítmica, log
(
Fo−F
F

)
versus log ([QT ]), determina-se a constante

de afinidade (Ka) e o número de sítios de interação com o peptídeo (n).

3.3.5 Termodinâmica da Interação

As forças moleculares que regem as interações são geralmente: ligações de hidrogênio,

interações de van der Waals, eletrostáticas e hidrofóbicas. Os modos de interação podem

ser indicados através das análises dos parâmetros termodinâmicos (variações da energia

livre de Gibbs (∆Go), entalpia (∆Ho) e entropia (∆So)) [57]. Para determinar a energia

livre de Gibbs utiliza-se a equação:

∆Go = −RT lnKa (35)

Nesta equação, T e R são a temperatura e a constante universal dos gases (8.31Jmol−1K−1),

respectivamente. Ka é a constante de afinidade, obtida utilizando-se a equação 34, para

cada temperatura (T). Com isso, substituindo o valor de Ka na equação 35, obtém-se o

valor de ∆Go.

Igualando a equação 35 a seguinte relação da energia livre de Gibbs:

∆Go = ∆Ho − T∆So (36)
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Obtém-se:

−RT lnKa = ∆Ho − T∆So (37)

Rearranjando:

lnKa = −∆Ho

RT
+

∆So

R
(38)

Para identificar o valor de ∆Ho, utiliza-se a relação de van’t Hoff (Equação 38) e

gera-se o gráfico de lnKa versus o inverso da temperatura ( 1
T
). O ajuste linear deste,

nos permite estimar o valor de ∆Ho. Em seguida, para determinar os valores de T∆So,

deve-se substituir os valores de ∆Go e ∆Ho, conforme obtidos anteriormente, na equação

36. Não se recomenda obter os valores da contribuição entrópica diretamente através do

intercepto com o eixo das ordenadas pela relação de van’t Hoff (Equação 38), embora

matematicamente não esteja errado, fisicamente é preferível fazê-lo como aqui descrito,

dado que não haveria dependência à situação de temperatura infinita, ou seja, no limite

em que 1
T
tende a zero no gráfico.
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3.4 Materiais e Métodos – Biofísica Molecular

3.4.1 Compostos e Soluções

A amostra de Piperlongumina (C17H19NO5; CAS number: 20069-09-4) foi doada pelo

colaborador Dr. Daniel Pereira Bezerra. O peptídeo Ac2−26 da anexina A1 foi obtido

da Thermo Scientific (Waltham, Ma, USA). O fosfato de sódio dibásico (CAS Number:

7558-79-4), ácido cítrico anidro (CAS Number: 77-92-9) e cloreto de sódio (CAS Number:

7647-14-5) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co., e álcool etílico foi adquirido

da Dinâmica Química Contemporânea LTDA. Água ultrapura foi obtida pelo sistema de

purificação de água (Direct-Q UV-3) da Millipore. O peptídeo Ac2−26 da anexina A1 (MM

= 3,05 kDa) foi diluído em solução aquosa de tampão fosfato (MM = 141.96 g/mol) de 50

mM, contendo 150 mM de cloreto de sódio dibásico (MM = 58,44 g/mol) e ajustado com

ácido cítrico anidro (MM = 192,12 g/mol) para pH fisiológico. As soluções estoques de

piperlongumina (MM = 317.3 g/mol) foram preparados em álcool etílico nas análises de

biofísica molecular.

3.4.2 Espectroscopia de Absorção Molecular UV-Visível

O espectro de absorção UV-Vis foi coletado no espectrofotômetro Cary-3E (Varian,

Palo Alto, CA) à temperatura ambiente (298K). Duas cubetas de quartzo, cada uma com

caminho óptico igual a 10 mm de comprimento, foram utilizadas nos experimentos. Os

espectros foram coletados varrendo os comprimentos de onda entre 200 e 500 nm, com

tempo de integração de 0.333 s. O software Cary foi utilizado para coletar os dados medidos.

Com esta técnica pode-se determinar as concentrações das soluções estoques.

3.4.3 Espectroscopia de Fluorescência

As medidas foram realizadas no espectrofluorímetro de estado estacionário ISS PC1

(Champaign, IL, USA) equipado com banho térmico Neslab RTE-221. Uma cubeta de

quartzo de 3 ml e com caminho óptico de 10 mm foi utilizada nos experimentos. A largura

das fendas de excitação e de emissão foram ajustadas para o comprimento de 8.0 nm. Os
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aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) são capazes de absorver luz na

faixa do UV, mas com o comprimento de onda em 295 nm evita-se a excitação dos resíduos

de tirosina e de fenilalanina e proporciona a excitação do resíduo de triptofano [52]. Os

comprimentos de onda de excitação monitorados foram 280 e 295 nm e os espectros de

emissão foram analisados até 500 nm, com resolução de 1.0 nm, e cada ponto de emissão

coletado é a média de 10 acumulações sucessivas. O software Vinci foi utilizado para coletar

os dados medidos.

Estudos da Supressão de Fluorescência Nas análises do mecanismo de supressão de

fluorescência e das constantes de interação, pequenas alíquotas de piperlongumina foram

adicionadas na solução do peptídeo de Anexina Ac2−26 (3,0 mL) a 5 µM. A concentração

de piperlongumina variou de 0 a 15,6 µM com incrementos de 1,2 µM. As medidas foram

realizadas às temperaturas de 288, 298 e 308K. Em todas os experimentos, o volume final

de álcool etílico no tampão foi ≤ 0.6%, a correção da fluorescência de fundo foi obtida pela

subtração do espectro de emissão do tampão fosfato de cada espectro medido. As correções

dos efeitos de filtragem interna também foram realizadas, conforme descrito na seção 3.3.3.
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3.5 Resultados e Discussões – Biofísica Molecular

Nesta seção apresenta-se e discute-se os resultados à nível molecular da interação da

piperlongumina com o peptídeo Ac2−26 da proteína Anexina A1.

3.5.1 Supressão de Fluorescência

A figura 10 apresenta espectros de emissão de fluorescência do peptídeo na presença

de diferentes concentrações de PL. A diminuição da intensidade dos espectros conforme

o aumento da concentração de PL é denominada como supressão da intensidade de

fluorescência. A interação entre a Piperlongumina e o peptídeo da Anexina A1 (Ac2−26) foi

investigada através da supressão da intensidade de fluorescência do peptídeo Ac2−26 (5,0

µM) em função do aumento da concentração de PL, adicionando 1,2µM a cada titulação

até atingir 15,6µM de PL (Figura 10). A emissão de fluorescência do peptídeo (Figura 10)

foi analisada a partir da excitação:

1) dos resíduos de tirosina e triptofano: λex = 280nm;

2) do resíduo de triptofano: λex = 295nm.

A figura 10 apresenta a supressão da intensidade de fluorescência dos espectros de

emissão para temperatura de 298K, no entanto, os ensaios foram monitorados em 3

temperaturas diferentes, 288, 298 e 308K. Com esses dados, é possível analisar o mecanismo

da supressão através da equação de Stern-Volmer (Equação 16). Segundo a equação, ao

gerar o gráfico de Fo

F
versus [PL], obtém-se um comportamento linear. Tal comportamento

foi observado para cada ensaio, conforme apresenta a figura 11. Ao realizar o ajuste linear

dos dados, pode-se determinar a constante de Stern-Volmer (Tabela 1).

A partir dos resultados da Figura 11 e Tabela 1, observa-se que com o aumento da

temperatura, há um aumento da constante de Stern-Volmer, i.e., as temperaturas e as

constantes de Stern-Volmer são diretamente proporcionais, o que indica que o mecanismo

de supressão é dinâmico, segundo as condições das análises [58].
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Figura 10: Espectro de emissão do peptídeo (5,0 µM) na ausência (a) e presença de

piperlongumina (b-n: 1,2-15,6µM) nos comprimentos de onda de excitação de 280 nm

(acima) e 295 nm (abaixo). A seta indica o progresso da titulação, com incrementos de 1,2

µM (pH fisiológico e T = 298 K). A linha tracejada representa o espectro de emissão do

tampão fosfato. Inserção: estrutura química da piperlongumina.

3.5.2 Constantes de Afinidade

Com os dados obtidos da supressão de fluorescência do peptídeo Ac2−26 por diferentes

concentrações de PL (Figura 10), pode-se determinar a constante de afinidade (Ka) e o

número de sítios de interação com o peptídeo (n) utilizando a equação 34, em condições

de equilíbrio entre as moléculas [1, 2, 56,59,60]. Segundo a equação, ao gerar o gráfico de

log
(
Fo−F
F

)
versus log ([PL]), e com o ajuste linear dos mesmos (Figura 12), obtém-se os

valores de Ka e n. Esses valores são apresentados na Tabela 1 para cada temperatura estu-

dada (288, 298 e 308K), em cada λex analisado, o que permite monitorar o microambiente

do peptídeo mais especificamente.

Segundo os valores de KSV , na tabela 1, observa-se que a variação de KSV , entre

temperaturas, seja aproximadamente a mesma (KSV 308−298K ≈ KSV 298−288K ≈ 1,2 para λex

= 280nm; e KSV 308−298K ≈ KSV 298−288K ≈ 1,0 para λex = 295nm). Observa-se, também,

um aumento de uma ordem de grandeza para Ka referente ao sinal da região dos resíduos
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Figura 11: Gráfico de Stern-Volmer - análise da supressão da intensidade de fluorescência

nos comprimentos de onda de excitação de 280 nm (acima) e 295 nm (abaixo) do peptídeo

Ac2−26 pela titulação de piperlongumina (PL). Análises em diferentes temperaturas 288,

298 e 308K, e pH fisiológico. Fo: intensidade de fluorescência na ausência de PL e F:

intensidade de fluorescência na presença de PL.

de aminoácidos aromáticos (λex = 280nm), em comparação à região, somente, do resíduo

do triptofano (λex = 295nm). Segundo as análises duplo-logarítmicas, os dados obtidos

referem-se à interação entre o peptídeo e uma molécula de PL, n ≈ 1, em condições de

equilíbrio.

3.5.3 Análises Termodinâmicas

Omodo de interação pode ser indicado através da análise dos parâmetros termodinâmicos

(variações da energia livre de Gibbs (∆Go), entalpia (∆Ho) e entropia (∆So)) [57]. Utilizando

a equação 35, e os valores obtidos (Tabela 1), determina-se os valores da energia livre de

Gibbs (∆Go) da interação entre o peptídeo-Ac2−26 e piperlongumina [1, 61].

Com os dados obtidos da constante de afinidade de Ac2−26–PL (Tabela 1), e segundo

a equação de van’t Hoff (Equação 38), gera-se o gráfico Ln(Ka) versus 1
T
. O ajuste

linear (gráficos inseridos na Figura 12) nos permite estimar os valores de ∆Ho a partir da
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Figura 12: Gráficos duplo-logarítmicos em diferentes temperaturas (288, 298 e 308K) da

interação entre a PL e Ac2−26, de acordo com a Equação 34. [Ac2−26]=5µM e [PL]=1,2-

15,6µM (com incrementos de 1,2µM). Em diferentes comprimentos de onda de excitação

de 280 nm (acima) e 295 nm (abaixo). Inserção: Análises de Van’t Hoff de acordo com a

Equação 38 . T: temperatura, Ka: Constante de Afinidade
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Tabela 1: Constante de supressão de Stern-Volmer (KSV ), constante de afinidade (Ka) e

números de sítios de interação com o peptídeo (n) da interação entre Ac2−26 e PL em pH

fisiológico e 288, 298 e 308K.

λex (nm) T(K) KSV (x104 M−1) Ka (x104 M−1) n

288 2,1 6,0 1,1

280 298 3,2 14,0 1,1

308 4,5 21,1 1,1

288 2,0 0,5 0,9

295 298 3,0 0,9 0,9

308 3,9 1,0 0,9
Coeficiente de correlação ≥ 0,985.

inclinação da reta do ajuste. Os valores são apresentados na Tabela 2 para os experimentos

analisados em diferentes λex.

Já a contribuição entrópica é determinada utilizando a equação 36, a partir dos parâ-

metros (∆Go e ∆Ho) obtidos previamente.

Os parâmetros termodinâmicos determinados são apresentados na Tabela 2. A energia

livre negativa (∆Go < 0) indica que a interação PL–Ac2−26 é um processo espontâneo. A

principal fonte para o valor da energia livre foi proveniente de uma maior contribuição

entrópica, juntamente com uma contribuição entálpica menor. Assim, a interação é

conduzida entropicamente. As análises das contribuições energéticas, variações de entalpia

positiva (∆Ho > 0) e entropia positiva (∆So > 0) indicam que as forças dominantes na

interação entre a PL e Ac2−26 são não-específicas, como por exemplo hidrofóbicas [57].
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Tabela 2: Parâmetros termodinâmicos (variações de energia livre de Gibbs (∆Go), entalpia

(∆Ho) e entropia (∆So)) da interação PL–Ac2−26 em pH fisiológico e temperaturas 288, 298

e 308K. Análises em diferentes comprimento de onda de excitação (λex)

λex (nm) T(K) ∆Ho(kJ · mol−1) ∆Go(kJ · mol−1) T∆So(kJ · mol−1)

288

46,5

-26,3 72,9

280 298 -29,3 75,9

308 -31,4 77,9

288

22,6

-20,6 43,1

295 298 -22,5 45,1

308 -23,6 46,1
Coeficiente de correlação ≥ 0,794.

Figura 13: Contribuição energética da interação entre Ac2−26 e piperlongumina nos com-

primentos de onda de excitação (λex) de 280 nm e 295 nm. ∆Go: variação da energia livre

de Gibbs, ∆Ho: variação entálpica, ∆So: variação entrópica, T: temperatura.
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3.6 Conclusões – Biofísica Molecular

Este estudo descreve a interação entre a piperlongumina e o peptídeo Ac2−26 da proteína

Anexina A1, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescência de estado fundamental.

Pelas análises dos dados de fluorescência, determinou-se o mecanismo de supressão como

dinâmico. As análises da contribuição energética são as principais evidências para descrever

o modo de interação; portanto, os parâmetros termodinâmicos foram determinados e o

resultado sugere que o processo de interação entre PL e Ac2−26 é espontâneo (∆Go < 0) e

é dirigido por forças não-específicas, como por exemplo hidrofóbicas (∆Ho > 0 and ∆So >

0) [57]. A interação entre a PL e a Ac2−26 sugere uma condição inicial favorável para

análises, em conjunto, no nível celular [2].
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4 Biofísica Celular

Neste capítulo, o qual é dado maior enfoque nesta tese, apresenta-se o estudo da

influência de PL em nível celular. Encontra-se uma introdução sobre células na temática do

câncer e suas propriedades mecânicas. PL têm sido descrita na literatura como um agente

desestabilizador de MT. Diante disso, buscou-se verificar a influência de PL nas células

HeLa em diferentes condições de ensaios utilizando AFM. Descreve-se uma breve teoria de

AFM com foco nos parâmetros de análise, a força de passo (SF, step force). Na metodologia,

apresenta-se os protocolos detalhados para a realização dos experimentos, o desenho do

experimento foi desenvolvido junto à professora Dra. Ching-Hwa Kiang, no departamento de

Física e Astronomia da Rice University em Houston-TX (EUA), durante aproximadamente

2 anos do estágio de doutoramento, o qual deu origem à uma próspera colaboração.

Os resultados, aqui provenientes, encontram-se também depositados no BioRxiv [12], e

submetidos ao Scientific Reports. Além disso, interessantes associações com a literatura

foram discutidas. Os parâmetros obtidos são originados diretamente do equipamento do

AFM, e com isso é possível abordar sistemas clássicos (de análises citotóxicas, de migração

e proliferação celular) de uma forma pouco explorada, quantitativamente através da força.

4.1 Introdução – Propriedades Mecânicas Celulares

4.1.1 Células Cancerígenas

O câncer, não é apenas uma doença de crescimento celular descontrolado, mas também

de migração celular descontrolada [16]. A migração das células cancerígenas para longe do

tumor primário é denominada metástase e é um problema desafiador para os oncologistas

[16,62]. A invasão celular é um processo que tem grande importância na cascata metastática,

o qual ocorre via várias atividades biológicas e envolve a interação da célula tumoral com o

meio circundante [62].

As células no processo de invasão tumoral devem primeiro atravessar a membrana basal

(MB) [16, 62]. MB é uma barreira natural entre o epitélio e o estroma, uma rede de matriz

extracelular (ECM) povoada por vários outros tipos de células que circundam o tecido
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(Figura 14). As células em metástase migram através do estroma para alcançar os vasos

sanguíneos ou linfáticos, de onde podem ser transportadas para outros órgãos [16,62].

Figura 14: Tecido epitelial com outras células e matrizes extracelulares [63]. Figura

adaptada de [63].

Estudos in vivo, apresentaram células tumorais migrando de diferentes formas, indivi-

dualmente como células únicas, como fluxos de células fracamente ligadas, e como coletivos

aderentes bem organizados [16]. Em estudos de patologia de câncer humano, as células

de tumores epiteliais tendem a migrar coletivamente [16]. Estudos in vitro identificaram

fatores intrínsecos que regulam o modo de migração e a morfologia [16]. O aumento

das interações célula-célula via caderinas e ligação de ECM celular via integrinas pode

promover a migração coletiva em células cancerígenas [16, 64]. Além de fatores intrínsecos,

o microambiente desempenha um papel significativo na determinação do modo e morfologia

de migração das células cancerígenas [16].

4.1.2 Organização Celular: Matriz extracelular

Em 1960, Paul A. Weiss, um biólogo celular e do desenvolvimento, propôs a estrutura

da célula como um todo integrado e não apenas como fragmentos e frações celulares; um

sistema ordenado hierarquicamente, de espécies mutuamente interdependentes de moléculas,

agrupamentos moleculares e entidades supramoleculares [65,66].

Na maioria dos organismos multicelulares, as células residem em um ambiente denomi-

nado matriz extracelular (ECM) [67]. A matriz extracelular fornece um suporte estrutural

afim de manter as células juntas para formar um tecido, e também permite que as células
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Figura 15: Principais componentes da matriz extracelular de células animais [68,69]. Figura

adaptada de [69].

dentro do tecido se comuniquem umas com as outras através de sinais biomecânicos e

bioquímicos que controlam a homeostase do tecido [67,68]. A matriz extracelular (Figura

15) consiste em proteínas estruturais (fibrosas) para fornecer flexibilidade (por exemplo

colágeno); proteoglicanos para estabilizar os fatores de crescimento e o espaço tridimensional

devido sua alta capacidade de ligação à água; e glicoproteínas, como as integrinas para

regular a adesão celular e a sinalização entre as células e o ECM [68]. Essas moléculas

interagem entre si e com as células locais que as produzem (Figura 15) [68].

A topologia e composição exata de cada ECM do tecido é governada durante o processo

de desenvolvimento do tecido, que é controlado pelas células e pelo ambiente em desen-

volvimento [67]. As células têm a capacidade de regular forças e controlar a absorção e

deposição de componentes químicos, que podem remodelar a ECM; as alterações na ECM,

por sua vez, podem afetar as funções celulares [67].

4.1.3 Organização Celular: Citoesqueleto

As células são preenchidas com uma rede tridimensional de filamentos de proteínas

que compreendem a estrutura do citoesqueleto [65,70]. Tal rede de biopolímeros, consiste

em três componentes principais: microfilamentos de actina, filamentos intermediários e
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microtúbulos (Figura 16) [65,71,72].

Em células eucarióticas, forças podem atuar através dos polímeros do citoesqueleto para

controlar as propriedades mecânicas, as forças de adesão e o comportamento celular [65,73].

O citoesqueleto não é uma estrutura fixa cuja função pode ser entendida isoladamente;

mas sim, uma estrutura dinâmica e adaptativa cujos polímeros componentes e proteínas

reguladoras estão em fluxo constante [65].

O citoesqueleto desempenha três funções: conecta a célula física e bioquimicamente ao

ambiente externo (Figura 15); organiza espacialmente o conteúdo da célula (Figura 16);

e gera forças coordenadas que permitem que a célula se mova e mude de forma (Figura

18) [65].

Componentes do Citoesqueleto

Filamentos de Actina Os filamentos de actina (Figura 16 - B) são os principais

contribuintes para a migração celular, exercem força na parte frontal da célula e contração

na parte traseira [65,77].

Em contraste com a actina, os microtúbulos geralmente não estão associados à geração

de força durante a migração, mas sim à polarização celular e aderências focais [77].

Microtúbulo Os microtúbulos (MT) (Figura 16 - A) são os principais componentes

do citoesqueleto [30]. São tubos ocos, cujo diâmetro interno é em torno de 14 nm,

com comprimento de até micrômetros [30]. MTs são formados pela polimerização de

heterodímeros de α/β-tubulina (Figura 17) [30]. O papel dos MTs pode ser dividido em

três categorias: participação na motilidade celular por meio de sua própria mecânica, via

transdução de sinal e como estrutura de transporte (Figura 16 - D) [77].

Os microtúbulos prontamente se polimerizam e despolimerizam nas células, e sofrem

dois tipos interessantes de dinâmica chamados de instabilidade dinâmica e esteira [30, 32].

A instabilidade dinâmica, com suas extremidades alternando constantemente entre períodos

crescendo ou encurtando rapidamente, é caracterizada por alguns parâmetros principais:
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Figura 16: Estrutura do citoesqueleto e suas principais subdivisões. A) microtúbulo em

verde (dímeros de tubulina em destaque), estrutura com diâmetro de aproximadamente

25nm; B) microfilamentos de actina em vermelho (subunidades de actina em destaque),

estrutura com diâmetro de aproximadamente 7nm; em azul: DNA nuclear; C) filamentos

intermediários (subunidade da fibra em destaque), estrutura com diâmetro em torno de

8-12nm [70]. D) Proteínas motoras transportando vesículas ao longo de filamentos do

citoesqueleto [74]. Figura adaptada de [74–76].
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Figura 17: Organização estrutural dos microtúbulos. As extremidades dos microtúbulos

apresentam dinâmicas diferentes, às quais estão relacionadas às subunidades de tubulina,

onde as regiões com extremidades de β-tubulina (+) são mais dinâmicas do que as regiões

de α-tubulina (-). A seta branca indica o centro organizador do microtúbulo, onde as

extremidades (-) são geralmente ancoradas. Figura adaptada de [30].

as taxas de eventos de crescimento e de encurtamento, a duração da pausa, a frequência de

transição do crescimento ou pausa para o encurtamento (chamada catástrofe) e a frequência

de transição do encurtamento para a pausa ou crescimento (chamado de resgate). Por

outro lado, a esteira é um processo no qual heterodímeros de tubulina fluem continuamente

de uma extremidade dos MTs para a outra. [30]

Para realizar várias funções celulares, o MT pode sofrer profundas modificações morfoló-

gicas [30]. A dinâmica dos microtúbulos é regulada durante o ciclo celular por reguladores

celulares endógenos [32]. Durante a interfase, a rede do MT deve garantir a manutenção da

forma celular, mediar o tráfego intracelular e contribuir para a motilidade celular, enquanto

durante a mitose, ela deve se reorganizar completamente para formar o fuso mitótico e

orquestrar a segregação cromossômica, formando novas células (Figura 18) [30,32].

Tal propriedade dinâmica está envolvida em todas as funções celulares dos MTs e

são os principais alvos dos agentes de ligação à tubulina (TBAs) [30]. Muitos fármacos

antitumorais e compostos naturais alteram a dinâmica da polimerização dos microtúbulos,
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Figura 18: Ciclo celular - organização estrutural dos microtúbulos (MTs). MTs na metáfase

e anáfase (em vermelho). MTs na telófase e interfase (em verde). DNA cromossômico (em

azul). Figura adaptada de [30].

bloqueando a mitose e, consequentemente, induzindo a morte celular por apoptose [32, 77].

4.1.4 Mecânica Celular

As propriedades mecânicas da célula são majoritariamente determinadas pelo citoes-

queleto [71, 72]. O citoesqueleto é uma estrutura complexa, heterogênea e dinâmica, o

que torna o estudo de suas propriedades extremamente difícil [71]. As duas principais

abordagens para esse problema são: estudos in vitro de redes modelo projetadas para

mimetizar as propriedades de componentes individuais do citoesqueleto e estudos das

propriedades mecânicas das próprias células [71].

O movimento celular é crítico em muitas doenças, incluindo desenvolvimento de tumor e

metástase, onde as células de um tumor primário se movem e se espalham para outras partes

do corpo [78]. A migração celular é um processo cíclico impulsionado principalmente pela

polimerização de actina e contratilidade actomiosina, e pode ser dividido em três etapas:

protrusão da borda dianteira do corpo celular, adesão da borda dianteira e desprendimento

da borda traseira da célula, seguida pela contração do citoesqueleto para impulsionar o

corpo celular para frente conforme a célula se move [78].
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O entendimento das propriedades mecânicas de células cancerígenas pode ajudar a

aperfeiçoar o combate à metástase [17, 30, 73, 79, 80]. Tendo em vista a importância do

citoesqueleto na disseminação e migração das células tumorais, sua disfunção pode resultar

em instabilidade cromossômica, parada mitótica e morte celular; tornando-os alvos comuns

e úteis para o desenho de drogas [77,81].

4.1.5 Agentes de Ligação à Tubulina (TBA)

Fármacos anticancerígenos podem atuar de diferentes maneiras, e por meio do citoes-

queleto pode ser uma delas [30]. Os microtúbulos (MT) são importantes em muitos eventos

celulares e desempenham um papel crucial na divisão celular e, como tal, são alvos de

fármacos contra o câncer [30].

Os agentes de ligação à tubulina (TBAs, tubulin-binding agents; também conhecidos

como antimicrotúbulos ou agentes de ligação aos microtúbulos) estão entre as drogas

quimioterápicas mais amplamente utilizadas no tratamento do câncer pois interferem na

função do MT, inibem a proliferação de células cancerígenas ao impedir a correta formação

do fuso mitótico, necessário para a congruência e segregação cromossômica precisa (Figura

18) [30, 32]. Sua eficácia foi demonstrada na pesquisa clínica para o tratamento de uma

ampla variedade de cânceres humanos, incluindo mama, pulmão, ovário, próstata e cânceres

infantis [30,82,83].

Os TBAs são geralmente divididos em duas categorias distintas, em relação aos seus

efeitos na rede do MT [30]:

Agentes estabilizadores de MT São compostos que se ligam na parede do MT, e

estimulam a polimerização dos microtúbulos em altas concentrações [30, 32]. Dentre os

agentes estabilizadores de MT clinicamente úteis incluem os taxanos, paclitaxel (TaxolTM)

e docetaxel (TaxotereTM), bem como, fármacos quimioterápicos mais novos, as epotilonas

[30,32].
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Agentes desestabilizadores de MT São compostos que se ligam à subunidade β-

tubulina do heterodímero α/β-tubulina, e inibem a polimerização de microtúbulos em

altas concentrações [30, 32]. Dentre os agentes desestabilizadores de MT incluem os

fármacos quimioterápicos: alcalóides vinca, criptoficinas, halicondrinas, estramustina e

colchicina, além dos novos compostos clinicamente utilizados, como 2-metoxiestradiol

(2-ME2), dolastatina e as combretastatinas [30,32]. Recentemente a piperlongumina tem

sido caracterizada como um agente desestabilizador de MT [29,30].

É importante ressaltar que, em concentrações mais baixas, essas drogas têm um

mecanismo de ação comum; eles suprimem a dinâmica dos microtúbulos sem alterar

significativamente a massa dos microtúbulos na célula [30, 32]. Os fármacos se ligam à

diversos locais na tubulina e em diferentes posições dentro do microtúbulo e têm diversos

efeitos na dinâmica dos microtúbulos. No entanto, por seu mecanismo comum de supressão

da dinâmica dos microtúbulos, os TBAs bloqueiam a mitose na transição metáfase-anáfase

e induzem a morte celular por apoptose (Figura 18) [30,32,77].

Apesar do sucesso clínico, a eficácia dos TBAs são frequentemente limitadas pelo

surgimento de células tumorais resistentes. Dentre os mecanismos de resistência, destaca-se

o fenótipo de multirresistência (MDR) e as alterações do sistema tubulina/MT [30]. Com

isso, nos últimos anos, tem havido um grande foco na identificação e compreensão de

alterações no alvo celular dos TBAs, o sistema tubulina/MT, a fim de selecionar e direcionar

medicamentos para terapia personalizada [30].

4.1.6 Células HeLa

As células cancerígenas selecionadas neste estudo foram células HeLa, as quais são

de uma linhagem de células epiteliais do organismo humano, denominadas imortais e

derivadas de um tumor cancerígeno do colo do útero (adenocarcinoma). As células HeLa

foram estabelecidas em 1951 a partir de uma biópsia tecidual de Henrietta Lacks, e foi a

primeira linhagem de células humanas a sobreviver e crescer em laboratório [84]. Durante

a maior pandemia mundial de poliomielite (início da década de 1950), Jonas Salk idealizou

a primeira vacina, mas testá-la exigiria uma grande quantidade de células vivas, as células

HeLa foram então utilizadas efetivamente para os testes, poupando, na época, a vida de
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Figura 19: Imagens de células Hela por microscopia óptica. A) Células em suspensão na

câmara de Neubauer (hemocitômetro). B) Células anexas ao substrato, durante análise

pelo AFM.

milhares de macacos [84]. As células HeLa permitiram vários avanços nos estudos científicos

genéticos, virais, foi a primeira célula clonada, além de várias outras contribuições para

ciência médica, mas algumas questões éticas, raciais e socioeconômicas têm, também,

recebido atenção desde a década de 1950 [84]. Atualmente uma estátua em homenagem

à Henrietta Lacks tem sido permanentemente exposta na University of Bristol, no Reino

Unido.
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4.2 Motivação e Objetivos – Biofísica Celular

A dinâmica do citoesqueleto gera efeitos na motilidade e divisão celular, e nos processos

mecânicos gerais, cujas disfunções podem resultar na morte celular [65,81,85]. Como os

microtúbulos são importantes componentes da rede do citoesqueleto, analisar a influência

de agentes que interagem com a tubulina (TBAs) em células cancerígenas, é de interesse

científico. TBAs auxiliam na inibição da proliferação de células cancerígenas, promovem a

morte celular pela supressão da instabilidade dinâmica dos microtúbulos e interferem no

transporte intracelular [17,30–32]. Recentemente, um composto natural, piperlongumina

(PL), foi apresentado como um agente desestabilizador de microtúbulos com efeitos antipro-

liferativos em células de câncer de mama [29]. PL apresenta diferentes mecanismos de ação

e tem sido proposta como um potencial fármaco anticâncer e um composto interessante a

ser investigado [4, 10, 33]. Portanto, entender a biomecânica de células cancerígenas sob

influência de compostos que alvejam o citoesqueleto pode auxiliar no desenvolvimento de

fármacos mais eficazes.

Neste trabalho, investiga-se padrões biomecânicos da célula cancerígena cervical humana

(HeLa) sob influência de PL. Estudos sugerem que a citotoxicidade da PL é dependente da

dose aplicada em células HeLa [4, 5]. A literatura relata o EC50 (concentração que inibe o

crescimento celular em 50%) como 2,7 e 7,1 µM da PL–HeLa [4–6]. Apesar dos avanços

na compreensão das propriedades bioquímicas, do sistema PL–HeLa, faltam informações

sobre suas características mecânicas.

O objetivo deste trabalho é caracterizar quantitativamente a influência da piperlongu-

mina nas propriedades mecânicas das células HeLa. Os parâmetros biofísicos em análise

são as forças de passo (SF, step force) as quais foram obtidas utilizando o microscópio

de força atômica (AFM, atomic force microscopy), durante o processo de afastamento da

sonda após aproximação da superfície celular, para obter os gráficos de força-distância

(Figura 27).

Portanto, pretende-se obter uma compreensão mecânica integrada da célula; observando

a orquestração do citoesqueleto em escala de força (SF) induzida pelo microambiente e

pela ação do fármaco (PL). Ou seja, monitorando o SF de células HeLa sob influência das
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concentrações e dos tempos de ação de PL, e da sensibilidade celular aos substratos de

cultura (superfície onde as células crescem, os quais possuem diferentes rigidezes).
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4.3 Princípios de Microscopia de Força Atômica – Biofísica Celular

4.3.1 Forças nos Sistemas Biológicos

As células são materiais complexos e dinâmicos cujo entendimento de suas propri-

edades mecânicas, apesar dos recentes avanços, continuam como um desafio [71]. As

forças mecânicas desempenham um papel essencial em muitos processos biológicos. Por

exemplo, proteínas motoras geram pinças de força para se mover ao longo dos filamentos

do citoesqueleto (Figura 16 - D); o citoesqueleto gera forças coordenadas para ajustar a

morfologia da célula; a polimerização da actina empurra a membrana celular para formar

protrusões, favorecendo a migração celular; as forças de tração impulsionam a migração

das células [30,74,78].

Elucidar os detalhes da força envolvida nos sistemas biológicos auxilia na compreensão

dos seus mecanismos. As propriedades mecânicas de células únicas têm sido investigadas

utilizando as técnicas de microscopia de força atômica e pinça óptica (optical tweezers)

[9, 73, 79, 80, 86, 87]. O microscópio de força atômica (AFM) tem sido uma ferramenta

poderosa para investigar a viscosidade, superfície, rigidez, e propriedades adesivas de células

em condições próximas à fisiológica [85,86,88–91].

A força mecânica é uma grandeza obtida utilizando o AFM, tal valor representa um

parâmetro inespecífico, ou seja, independente dos tipos de moléculas, células e tecidos em

estudo [79]. A técnica de AFM também pode ajudar a entender como a mecânica celular é

afetada por drogas, dessa forma, favorece a compreensão das influências dos medicamentos

nas células [85,88].

4.3.2 Microscópio de Força Atômica (AFM)

Existem dois tipos principais de microscópios de varredura por sonda (SPM, scanning

probe microscopy): Microscópio de Varredura por Tunelamento (STM, scanning tunneling

microscopy) e Microscópio de Força Atômica (AFM, atomic force microscopy); os quais se

baseiam nas interações mecânicas locais entre a sonda e a superfície da amostra [92].

A primeira técnica, introduzida em 1982, foi a microscopia de varredura por tunelamento
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(STM) [92]. Utilizando o microscópio de tunelamento, o parâmetro observado é a queda

exponencial da corrente de tunelamento entre uma ponteira metálica e uma superfície

condutora em função do aumento da distância [92]. Esta técnica apresenta algumas

limitações para o uso generalizado ligadas à natureza da amostra, as quais precisam

ter características específicas (condutividade elétrica), e às condições experimentais (em

vácuo) [92]. Para superar as restrições da aplicação de STM, em 1986, um novo progresso

na área de SPM foi alcançado com o desenvolvimento da microscopia de força atômica [92].

Esta técnica é baseada no monitoramento das forças de atração e repulsão entre uma

ponteira afiada e a amostra em função de sua distância (Figura 27), a imagem de AFM pode

ser obtida independentemente das características da amostra e das condições ambientes.

Portanto, o AFM pode ser aplicável para visualizações de diferentes amostras, desde ciências

materiais até biológicas. [92]

4.3.3 Teoria - AFM

Basicamente, o aparato de AFM é composto de um cantilever, um sistema óptico e um

scanner piezoelétrico para detecção da força (Figura 27 - A). A sonda do AFM (cantilever)

é pressionada na amostra para detectar a força devido à deflexão do cantilever, a qual é

determinada pela Lei de Hooke:

F = −kδz (39)

onde F é a força medida, k é a constante da mola do cantilever e δz é o deslocamento do

cantilever.

A deflexão do cantilever é determinada pelo sistema óptico, um feixe de laser é refletido

no cantilever, e coletado em um fotodetector. O feixe do laser se move com a deflexão

do cantilever, resultando nas mudanças de tensão de saída do fotodetector e, portanto,

convertido em deslocamento e força (Figura 27 - A).

AFM é utilizado em amostras celulares principalmente de duas maneiras, obtenção

de imagens e estudos espectroscópicos de força [92]. Em geral, a medição da força pode

ser classificada em dois tipos de experimentos - pressionando a superfície celular, onde
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analisa-se a curva de aproximação; e puxando a superfície celular, onde a curva de retração

é analisada. O foco desta tese é a análise da força de retração utilizando AFM para

monitorar a força de passo em células cancerígenas na presença e na ausência de composto

anticâncer, em várias condições do ensaio (Figura 27 - C).

AFM possui diferentes modos operacionais a serem selecionados dependendo da amostra,

propósito e ambiente [92]. Os modos mais comuns são o de contato (contact mode) e o de

toque (tapping mode).

O modo de contato é o modo em que o cantilever está em contato direto com a superfície

da amostra. A deflexão do cantilever é detectada e medida [92,93]. O modo de contato

pode ser conduzido tanto em ar quanto em fluido. A vantagem do modo de contato é que

ele é menos complexo de operar, no entanto, as desvantagens incluem danos à amostra e

contaminação do cantilever [92, 93].

O modo de toque foi desenvolvido posteriormente para minimizar o impacto do cantilever

na superfície da amostra [92,93]. Neste modo, o cantilever oscila para cima e para baixo,

tocando a superfície da amostra por um período muito curto, a amplitude da oscilação é

normalmente medida [92,93]. A vantagem deste modo é a diminuição dos danos à amostra,

no entanto a varredura é relativamente lenta e requer mais habilidades operacionais [92,93].

4.3.4 Calibração da Constante da Mola

A calibração da constante da mola (k) do cantilever do AFM é necessária antes de

todos os experimentos de AFM para uma precisão das forças medidas, conforme ilustra a

equação 39. Uma forma usual para a estimativa da constante da mola é através do método

de flutuação térmica (thermal noise), o qual é utilizado na determinação do k para todos

os experimentos nesta tese [94–96].

Assumindo que o cantilever se comporte como um oscilador harmônico, dado o teorema

de equipartição da energia:

〈
1

2
mω2

0z
2
0

〉
=

1

2
kBT (40)
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onde m é a massa oscilante, ω0 é a frequência angular ressonante e z0 é a amplitude de

oscilação do cantilever e kB é a constante de Boltzmann. Como,

ω2
0 =

k

m
(41)

onde k é a constante da mola.

Substituindo a equação 41 na equação 40, tem-se:

〈
1

2
m

(
k

m

)
z20

〉
=

1

2
kBT (42)

Isolando k:

k =
kBT

〈z20〉
(43)

〈z20〉 é estimado calculando a área abaixo de uma linha Lorentziana que se ajusta à densidade

espectral de potência da flutuação térmica.

Figura 20: Ajuste Lorentziano à densidade espectral de potência (PSD) da flutuação

térmica para o cálculo da constante da mola (k).

O controlador NanoScope V automatiza os cálculos de ajuste térmico. A constante de

mola real de cada cantilever é calibrada antes do experimento pelo método do teorema de

equipartição da energia (Equação 40).
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4.3.5 Pulling : afastamento após contato na superfície celular

A tensão na membrana tem sido relacionada à um fator físico que limita ou controla

as mudanças da forma celular, e podem ser iniciadas por forças produzidas devido a

polimerização do citoesqueleto ou por atividades motoras [8, 97].

No intuito de sondar as mudanças mecânicas de células, pode-se analisar a formação de

nanotubos, por exemplo, após o contato entre uma sonda e a superfície celular [85]. A força

total para extrair um nanotubo (Ft), neste processo, é a soma de todas as contribuições

macromoleculares [85,98]. E pode ser escrita como:

Ft = Fc−m + Fg−m + Fm (44)

onde Fc−m é a força de associação entre o citoesqueleto e a membrana; Fg−m é a força

de associação entre o glicocálice e a membrana; e Fm é a força para puxar um nanotubo

composto puramente de membrana celular [98].

Para compreender a força ao puxar a superfície celular, é interessante entender, primei-

ramente, o caso mais simples de uma força pontual induzida pela formação do nanotubo a

partir de uma vesícula de fosfolipídeos (membrana pura). A força crítica necessária para

manter o nanotubo estendido da superfície da vesícula de membrana pura (ft, ou força

estática), depende da tensão da membrana (σ), da constante de flexão (κ) e do raio do

nanotubo (r) (Figura 21) pela relação [97,99]:

ft =
πκ

r
+ σm2πr (45)

A bicamada lipídica, geralmente apresenta propriedades de um fluido 2D, com resistência

elástica do tipo sólido como:

- Resistência à curvatura, a qual é caracterizada por uma constante de flexão elástica

(κ), que quantifica a força necessária para alterar o raio de curvatura de uma bicamada, da

sua configuração de equilíbrio [97].

- Resistência à mudança de área, a qual é caracterizada pela tensão da membrana (σ),

quantificada pela área média por molécula dentro do plano da membrana [97].
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Figura 21: Esboço da formação do nanotubo na membrana celular com destaque para

força ft, a qual é sentida pela célula quando o comprimento do nanotubo é L, com raio r.

A força necessária para puxar a amarra depende tanto da constante de flexão quanto da

tensão da membrana [97].

Essas respostas elásticas são governadas pelo custo de energia livre associada com a

deformação da bicamada lipídica, de uma maneira que aumente a exposição das cadeias

acila ou anéis esteróides hidrofóbicos dos lipídios à água, ou que aumente as repulsões

estéricas ou eletrostáticas entre os grupos de cabeça lipídica [97,100–102].

Com isso, a energia livre do nanotubo pode ser escrita como [7]:

Ef = πκ
L

r
+ σ2πrL− ftL (46)

onde κ é a constante de flexão, σ é a tensão superficial, ft é a força estática, r é o raio

do nanotubo e L é o comprimento do nanotubo. Assume-se que a diferença de pressão

entre a membrana interna e externa é pequena o suficiente para ser ignorada (ρ = 0) [7].

Para minimizar Ef , a tensão superficial atua reduzindo o raio, enquanto a constante de

flexão atua contra isso [7]. Portanto, em equilíbrio, o raio e a força do nanotubo podem ser

obtidos minimizando a energia livre [7]:

∂Ef
∂r

= 0 e
∂Ef
∂L

= 0 (47)

Analisando as derivadas,
∂Ef
∂r

= −πκ L
r2

+ σ2πL = 0 (48)

Isolando r :

πκ
L

r20
= σ2πL (49)
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r20
πκL

=
1

σ2πL
(50)

r20 =
πκL

σ2πL
(51)

Portanto, em equilíbrio [7]:

r0 =

√
κ

2σ
(52)

A fim de determinar a força do nanotubo na situação de equilíbrio (f0), analisa-se a

derivada:
∂Ef
∂L

=
πκ

r
+ σ2πr − ft = 0 (53)

Isolando ft:

f0 =
πκ

r
+ σ2πr (54)

Substituindo a equação 52:

f0 =
πκ√
κ
2σ

+ σ2π

√
κ

2σ
(55)

f0 = πκ

√
2σ

κ
+ σ2π

√
κ

2σ
(56)

f0 = π
√

2σκ+ π
√

2σκ (57)

Portanto, em equilíbrio, a força do nanotubo (ou a força de passo constante) da membrana

pura pode ser escrita como [7,8]:

f0 = 2π
√

2σκ (58)

A equação 58 indica que a força de passo de uma membrana pura depende apenas da

rigidez e da tensão de flexão da membrana. Apesar da simplicidade do modelo, o qual

leva em conta a membrana pura, ele é o único modelo que explica a reação à ação da

força. Os parâmetros elásticos que descrevem a flexão e o alongamento são afetados por

interações com o citoesqueleto e proteínas de ligação à membrana periférica [97, 103,104].

Ou seja, variações na organização da actina e na curvatura ou tensão da membrana

estão relacionadas às mudanças na forma da célula, criação da polaridade da célula e ao

mecanismo de motilidade [97,105–107].
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Isolando σ da equação 58, tem-se a expressão da tensão da membrana pura:

σ =

(
f0
2π

)2
1

2κ
=

f 2
0

8κπ2
(59)

No entanto, a força de passo (SF) medida a partir de experimentos de tração, puxando

a superfície celular com a sonda do AFM, como no caso descrito nesta tese, é atribuída à

contribuições da tensão da membrana, constante de flexão da bicamada e adesão membrana-

citoesqueleto [98]. A tensão aparente pode ser então decomposta em tensão da membrana

da bicamada puramente e adesão citoesqueleto-membrana, conforme ilustra a equação:

σAP = σ + γc−m =
SF 2

8κπ2
(60)

onde σ é a tensão da membrana, σAP é a tensão aparente da membrana, SF é a força

de passo estática da superfície da célula, γc−m é o termo de adesão membrana-citoesqueleto

e κ é a constante de flexão [98, 108]. Estudos anteriores demonstraram que o termo de

adesão é responsável pela maior parte da tensão aparente, e a membrana pura contribui

com menos de 25% [98,108,109]. Com isso, a força de passo obtida pelo AFM fornece uma

maneira direta de estimar a tensão aparente da membrana das células [86,108].
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4.4 Materiais e Metodologia – Biofísica Celular

Nesta tese, encontra-se os protocolos utilizados para realização de experimentos em

células utilizando microscopia de força atômica, para observar espectros de força das

células HeLa em diferentes ensaios. As influências dos suportes de cultura celular e dos

tratamentos com agente de ligação à tubulina (entidade do microtúbulo), foram analisadas.

Os protocolos aqui apresentados foram elaborados junto à professora Dra. Ching-Hwa

Kiang, na Rice University, durante o período de estágio de doutoramento.

4.4.1 Materiais e Soluções

Células de câncer cervical humano (HeLa; ATCC) foram cultivadas em meio contendo

DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle Medium; Corning), suplementado com 10% FBS

(Fetal Bovine Serum; Gibco) e 1% Pen-Strep (Penicilina / Estreptomicina; Gibco), e incuba-

das a 37oC em uma atmosfera umidificada a 5% de CO2. Piperlongumina (C17H19NO5; CAS

number: 20069-09-4) foi doada pelo colaborador Dr. José Maria Barbosa-Filho e dissolvida

em DMSO (Dimetilsulfóxido; ATCC) nas concentrações finais de 5, 10 e 15 µM [10,19]. As

concentrações finais de DMSO nos meios de cultura são inferiores à 0.5% [110]. Substratos

macios com rigidez específica (0,5 e 16 kPa) foram doados pelo colaborador Dr. Ian Lian.

O cantilever MLCT-O10 (Bruker) foi utilizado como sonda em experimentos de AFM.

4.4.2 Cultura Celular

Ao trabalhar com células deve-se seguir alguns protocolos de biossegurança, além de

mantê-las vivas em condições apropriadas. Alguns guias para a cultura celular de mamíferos

podem ser exploradas na literatura [111].

A amostra celular para realização dos experimentos de microscopia de força atômica

é descrita à partir do descongelamento em banho térmico, e em seguida, solubilizada no

meio de cultura celular suplementado – contendo DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle

Medium; Corning), 10% de FBS (Fetal Bovine Serum / Soro Fetal Bovino; Gibco ), e 1% de

Pen–Strep (Penicillin – Streptomycin; Gibco) – para remoção da substância cryo-protetiva
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através de centrifugação, e posterior cultura celular no petri dish, mantendo-o incubado a

37oC com atmosfera umidificada com 5% de CO2 (Figura 22). Após a amostra na estufa

atingir a confluência de, aproximadamente, 80% da superfície, deve ser feita a sub-cultura

celular (Figura 23), possibilitando futuras utilizações.

Figura 22: Representação dos passos de descongelamento à preparação da amostra de

cultura celular. 1) As células (inicialmente congeladas à -80oC) passam pelo processo de

descongelamento no banho térmico (37oC). 2) Na capela de fluxo laminar, adiciona-se o

meio de cultura celular suplementado juntamente com a amostra recém descongelada. 3)

A amostra é então centrifugada e remove-se o sobrenadante. 4) Realiza-se a cultura celular

no petri dish e 5) o incuba até atingir a confluência de aproximadamente 80% da superfície,

e então 6) deve-se realizar a subcultura celular (vide figura 23). Figura gerada pela autora

utilizando os ícones de [112]

Para sub-cultura celular e preparação da amostra celular à ser utilizada no experimento

de AFM (Figura 24), deve-se:

1o) Remover o meio de cultura do petri-dish;

2o) Lavar com PBS (Phospate Buffered Saline);
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Figura 23: Ciclo esquemático da subcultura celular. Após a amostra atingir a confluência

de aproximadamente 80% da superfície do petri dish, deve-se realizar a subcultura celular.

1) Na capela de fluxo laminar as células passam pelo processo de limpeza com PBS

(Phospate Buffered Saline), dissociação com tripsina (geralmente faz-se necessário uma

breve incubação), e adição do meio de cultura celular suplementado. 2) A amostra passa

pelo processo de centrifugação e remove-se o sobrenadante; o pélete é ressuspenso com

meio de cultura celular suplementado, e 3) sub-culturado em novo petri dish; 4) após

esses processos é, então, incubado. 5) Ao atingir a confluência, a amostra é sub-culturada

para futuras utilizações. 6) Esse ciclo se repete, e a população celular cresce em ordem

exponencial. Figura gerada pela autora utilizando os ícones de [112]
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3o) Adicionar Tripsina;

4o) Incubar (37oC com atmosfera umidificada com 5% de CO2);

5o) Adicionar meio de cultura celular suplementado;

6o) Centrifugar (350 x g em temperatura ambiente);

7o) Remover o sobrenadante e re-suspender o pélete com as células, utilizando meio de

cultura suplementado;

8o) Sub-cultura e Contagem Celular:

8.1) Preparação da amostra para sub-cultura em novo petri dish (Figura 23);

8.2) Contagem das células utilizando a câmara de Neubauer (Figura 24 - passo

4’);

8.2.1) Preparação da amostra para análise de microscopia de força atômica

(AFM) em pequeno petri dish com substrato de rigidez específica.

8.2.1.1) Os discos de aço para AFM previamente limpos por banho

ultrassônico são utilizados para anexar as superfícies (previamente recortadas no cortador

a laser), as quais possuem rigidezes específicas (Figura 25), ao suporte magnético do AFM.

Tal procedimento é necessário devido ao equipamento de AFM não ser fisicamente projetado

para análises das amostras diretamente no petri dish.

8.2.1.2) Após todos os aparatos, previamente, preparados e esteriliza-

dos é então feita a sub-cultura celular para posterior análise no AFM (Figura 24 - passo

5’). Foram cultivadas em torno de 105 células/ml.

8.2.1.3) A amostra é então incubada (24H) até o momento de admi-

nistração ou do agente anticâncer ou do controle (DMSO), de acordo com os parâmetros

utilizados para análises.

8.2.1.4) A amostra é mantida na incubadora até o momento das

análises da influência do tratamento nas propriedades mecânicas celulares, utilizando o

AFM (Figura 26).
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Figura 24: Ciclo esquemático da subcultura celular e preparação da amostra no substrato de

cultura com rigidez específica para análises no AFM. Após a amostra atingir a confluência

de aproximadamente 80% da superfície do petri dish, deve-se realizar a subcultura celular.

(Os passos 1’) e 2’) desta figura são equivalentes aos passos 1) e 2) da figura 23). 1’) Na

capela de fluxo laminar as células passam pelo processo de limpeza com PBS, dissociação

com Tripsina (geralmente faz-se necessário uma breve incubação), e adição do meio de

cultura celular suplementado. 2’) A amostra passa pelo processo de centrifugação, remove-

se o sobrenadante; o pélete é ressuspenso com meio de cultura celular suplementado. 3’)

Realiza-se a sub-cultura no petri dish e o incuba até atingir a confluência e iniciar o próximo

ciclo da subcultura, e todo o processo se repete (Figura 23). 4’) A parte remanescente das

células ressuspensas (2’) são contadas através da câmara de Neubauer e utilizadas para 5’)

subcultura celular no substrato de rigidez específica e, então, a amostra é incubada. 6’)

Após a incubação, administra-se, sobre a amostra, DMSO ou o composto anticancerígeno

utilizado (Seção 4.4.6), de acordo com os parâmetros das análises para o estudo. 7’) A

amostra é, então, mantida na incubadora até a realização do experimento utilizando AFM.

À esquerda, encontra-se um diagrama dos petri dishes durante cada ciclo de preparação

da subcultura celular juntamente com a amostra para o experimento de AFM (linhas

tracejadas indicam o 1o, 2o e 3o ciclo). Figura gerada pela autora utilizando os ícones

de [112]
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Figura 25: Materiais utilizados na montagem dos substratos de cultura celular com rigidez

específica. Os discos de aço para AFM são limpos em banho ultrassônico, e então é anexada

uma fita e o substrato com rigidez específica (de vidro ou macio). O substrato de vidro já

é fornecido nas dimensões corretas. Já, os substratos macios são adaptados utilizando o

cortador a laser, à partir da placa de cultura com poços; dessa forma, obtêm-se o substrato

macio ajustado e pronto para ser anexo ao disco de aço, para posterior utilização no AFM.

4.4.3 Aparato - AFM

O microscópio de força atômica abre oportunidades para quantificar as interações de

sistemas biológicos em escalas que variam de moléculas à células individuais [79, 86, 96].

As curvas força-distância foram realizadas utilizando um microscópio de força atômica

(MultiMode 8, Bruker) equipado com um controlador Nanoscope V (Bruker) com PicoForce.

O sistema é projetado para medidas ultrassensíveis de forças, na ordem de picoNewtons

(pN). Devido a sensibilidade, o equipamento se encontra no subsolo sobre uma mesa de

isolamento de vibração a fim de minimizar interferências externas.

Embora o aparato seja normalmente utilizado para análises de moléculas e células,

estendi sua aplicação para análises de células cancerígenas sob influência de compostos

anticâncer pela primeira vez no laboratório. Junto à professora Dra. Ching-Hwa Kiang
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elaboramos o desenho dos experimentos de células na presença de fármacos, conforme

descrito nesta tese.

Cantilever As células, em temperatura ambiente, foram analisadas por meio de sondas

do AFM (cantilever). A sonda triangular de nitreto de silício (MLCT-O10) com constante

de mola com valor nominal igual a 0,01 N/m é utilizada no experimento de AFM para

monitorar a célula. Antes de cada experimento no AFM, a constante de mola do cantilever

deve ser calibrada (Seção 4.3.4).

Ajuste da Amostra no AFM O disco metálico com a amostra celular deposta na

superfície do suporte específico (substratos de vidro ou macios) (Figura 25) é retirado do

petri dish e anexado na câmara do piezoelétrico do AFM (Figura 26). A sonda (MLCT-O10)

com seu suporte é inserida no topo da amostra, vide o conjunto montado na inserção da

Figura 26.

Configuração e Coleta de Dados - AFM A Figura 27 - A apresenta uma estrutura

esquemática do AFM. Um feixe de laser é refletido pelo cantilever AFM e coletado em um

fotodetector (fotodiodo) enquanto a sonda e a amostra são aproximadas e afastadas (eixo

Z). Os dados foram coletados pelo modo de contato. Os parâmetros (tamanho da rampa,

velocidades, limiar da força, tempos de retardo, constante de mola) são configurados de

acordo com o objetivo do experimento (Tabela 3). A seleção da célula única, com auxílio

do microscópio óptico anexo ao AFM (Figura 27 - B), é realizada através de ajustes nas

direções X-Y do scanner. Com isso, pode-se fazer uma varredura do substrato, e deve-se

escolher a célula que esteja visivelmente aderida ao mesmo, e mais solitária. O cantilever é

posicionado no topo da célula única no substrato e, em seguida, aproximado em direção

à célula até que a força de contato predefinida seja estabelecida. O contato é mantido

por, aproximadamente, 3 segundos, favorecendo a adesão entre o cantilever e a superfície

da célula. Após o contato, a sonda e o suporte se afastam, esticando a amostra anexada

no substrato. Durante esse processo, a força é medida pela deflexão da sonda. Sugere-se

esperar um certo tempo, pelo menos igual ao tempo de contato, entre as análises devido a

deformação da célula [113]. Esse processo se repete várias vezes para cada uma das células
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Figura 26: Equipamento do AFM, em destaque apresenta-se a câmara do piezoelétrico

onde as amostras são analisadas

analisadas, em cada ensaio dezenas de células únicas foram escolhidas e monitoradas.

Tabela 3: Parâmetros para análise das forças de passo no AFM, utilizando o cantilever

MLCT-O10.
Tamanho

da Rampa

Velocidade

de Avanço

Velocidade

Reversa

Limiar

da Força

Retardo na

Superfície

Retardo

Retraído

Constante

de Mola

5 µm 3 µm/s 3 µm/s 1 nN 3 s 3 s 0,01 N/m

4.4.4 Medidas de Força utilizando AFM - Pulling

Cada ciclo da sonda AFM é realizado aproximando-a e retirando-a da superfície celular.

O ciclo gera um gráfico com um par de curvas força-distância (aproximação e retração entre

a célula e a sonda, Figura 28). A Figura 27 - C apresenta uma curva típica do processo de

retração (pulling).
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Figura 27: Força de passo (SF, step force), da coleta à análise de dados. A - Representação

esquemática do AFM. B - Imagem do microscópio óptico acoplado ao AFM: Seleção de

células individuais com a sonda do AFM (cantilever). C - Saída do software Nanoscope:

Curva força-distância utilizada para análises da força de passo. As setas duplas indicam a

força de passo, como resultado do desprendimento ou quebra da amarra.
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Figura 28: Curva força-distância gerada pelo ciclo de aproximação (azul) e retração

(vermelho) entre a superfície celular e o cantilever, utilizando o AFM. As setas indicam o

processo de aproximação/retração entre o cantilever e a célula.

Força de Passo (SF) A Figura 27 - C apresenta o perfil dos platôs ocorrendo à forças

constantes, separados por degraus. A formação de múltiplos passos foi observada por meio

de curvas força-distância geradas pelo AFM quando a sonda se afastou da superfície da

célula após seu contato. Sugere-se que o processo de puxar resulta na formação de finos

nanotubos ou amarras [85]. Então, semelhante à molas conectadas em paralelo, várias

amarras podem ser formadas entre o cantilever e a célula [86]. As setas duplas na figura

27 - C indicam a diferença da força entre platôs consecutivos das curvas Força-Distância,

definida como a força de passo (SF ou ∆F ou Step Force do inglês) e interpretada como

o alongamento simultâneo à perda sequencial do nanotubo [85]. SF especifica a força

necessária para manter o nanotubo extraído da célula [85].

Para cada ensaio foram analisadas dezenas de células únicas, e para cada célula mo-

nitorada, obteve-se dezenas de gráficos força-distância (mediante dezenas de ciclos de

aproximação e retração da sonda à superfície celular, Figura 28). Dessa forma, centenas de

curvas força-distância foram registradas para cada ensaio. Cada curva pode apresentar

diferentes frequências de descontinuidades na força (SF). Um algoritmo de ajuste para

determinar as alturas dos degraus foi utilizado para extrair os valores da força de passo [114].

A propriedade mecânica celular e a resistência à força externa resultam em uma força

característica no experimento de tração de célula única. Os experimentos de SF visam

extrair informações biomecânicas de células HeLa em resposta à ação de PL em diferentes
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ensaios (tempo de ação, concentração e dependência de substrato de cultura).

4.4.5 Análise da Força obtida pelo AFM

Os gráficos força-distância apresentam curvas de aproximação e retração (Figura 28),

a seleção das curvas de retração é realizada. Utilizando o algoritmo para as análises no

Matlab [114], inicia-se o procedimento para aquisição das forças de passo (step force, SF),

o qual contém três etapas:

1) Seleção manual da linha de base de cada curva de força, a região que se estende no

primeiro platô;

2) Seleção e ajuste à região dos degraus: A região onde há os degraus é selecionada

manualmente e deve-se indicar a quantidade de passos que há na mesma. Através de

métodos de minimização obtém-se o ajuste otimizado ao dado.

3) Seleção da região de cada degrau, indicando o "início"e "fim"da altura, para deter-

minar o ajuste ideal. Com isso, obtém-se o valor do step force (SF).

Essas etapas são realizadas para análise de cada gráfico força-distância (Figura 27 - C).

Para cada condição celular foram analisadas centenas de curvas de retração, originadas

por dezenas medidas de cada célula unitária, onde dezenas de células foram observadas

por ensaio. Utilizando o algoritmo, determina-se um conjunto de valores de força de passo

(SF) para cada ensaio. Com isso, gera-se o gráfico de violino (violin plot) e o histograma

para cada condição celular estudada. O histograma é ajustado por uma curva gaussiana e

indica o valor médio da força de passo. O gráfico de violino foi gerado para analisar o valor

da mediana e os quartis dos dados da distribuição de SF para cada condição celular.

O gráfico de violino é uma combinação de duas representações de dados [115]: O

diagrama de caixas [116] e a estimativa de densidade de kernel [117,118]. Dado um conjunto

de dados, o diagrama de caixas representa os limites, inferior e superior, juntamente com o

primeiro e terceiro quartil. Além disso, o diagrama de caixas também indica o valor da

mediana em sua representação. Todos esses elementos são incorporados pelo gráfico de

violino. Já a estimativa de densidade de kernel é utilizada para representar a distribuição dos
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dados com a suavização da representação e redução de ruídos em dados amostrados. Desta

forma, o gráfico de violino representa a distribuição dos dados incorporando duas técnicas

de gráficos em uma única análise, o que favorece a comparação entre diferentes dados. Os

gráficos de violinos foram gerados através do Python 3 e a biblioteca Seaborn [119]. Os

histogramas foram gerados utilizando Matlab [120].

4.4.6 Design do Experimento HeLa–PL utilizando AFM

As células possuem uma estrutura bastante dinâmica, elas podem alterar a forma, se

dividir e locomover [70, 71]. Os processos dinâmicos celulares podem estar relacionados

a vários fatores biológicos críticos e, também, à adaptação ao microambiente [70,71]. A

compreensão integrada da estrutura e mecânica celular é essencial para elucidar muitos

aspectos fundamentais do comportamento celular, desde a motilidade até a diferenciação e

o desenvolvimento. [71]

A técnica de AFM foi utilizada para sondar as influências do fármaco PL (descrito como

desestabilizador do microtúbulo [29]) nas propriedades mecânicas das células HeLa (Figura

26). Os parâmetros analisados foram obtidos pelas curvas de retração Força-Distância,

ou seja, distanciando a sonda do AFM (cantilever) após o contato com a superfície

celular. Tais curvas apresentam descontinuidades na força (Figura 27 - C), como degraus,

aqui denominados como força de passo. As células foram analisadas individualmente em

condições específicas de tratamento e substratos de cultura:

- Validação da metodologia, análises do veículo DMSO em células HeLa após diferentes

tempos de administração (0, 6, 24 e 30 horas); e Influências dos tempos de ação de PL a

10 µM (30 min, 6, 24 e 30 horas) em células HeLa;

- Influências das concentrações de PL (5, 10 e 15 µM) em células Hela;

- Influências dos suportes onde as células crescem (substratos), utilizando substratos

macios e de vidro, os quais possuem diferentes rigidezes (0,5, 16 e 106 kPa). Tais rigidezes

são comparadas aos tecidos, conforme apresenta a figura 29. Análises em células HeLa

controle e tratadas com PL (10 µM).

O volume equivalente de veículo DMSO sem PL foi adicionado ao grupo de controle
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Figura 29: Rigidezes dos tecidos, em analogia às rigidezes dos substratos utilizados. Figura

adaptada de [108].

DMSO e nenhum DMSO/PL ao grupo de controle negativo. DMSO, à menos de 0,5%, no

meio de cultura celular [110].
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4.5 Resultados e Discussões – Biofísica Celular

Com o intuito de entender como a perturbação das moléculas individuais do citoesqueleto

influenciam os comportamentos celulares em grande escala, desenvolvemos os protocolos

descritos nesta tese para obter uma compreensão mecânica integrada. Os parâmetros

monitorados são as forças de passo (SF), obtidas após o afastamento da sonda de AFM da

superfície celular.

4.5.1 Método de Validação do Protocolo

As condições investigadas foram monitoradas para garantir que a origem do sinal seja

apenas devido à influência do composto anticâncer. PL foi diluída em DMSO, e análises

de células HeLa foram realizadas após diferentes tempos de tratamento com DMSO (6,

24 e 30H), e comparadas ao controle negativo (células HeLa sem PL e sem DMSO, 0H).

A Figura 30 - A apresenta análises de step force (SF) para células tratadas com DMSO

em diferentes tempos (6, 24 e 30H) e controle negativo (0H). A presença de DMSO não

afetou a força de passo (tether force) para células HeLa, conforme observado durante as

30 horas da administração. O valor do SF médio para a análise das células controle foi

mantido em torno de 50pN (Figura 30 - A). As análises dos violin plots e histogramas,

respectivamente, mostraram que os valores medianos e médios para células HeLa tratadas

com DMSO se mantiveram iguais ao controle negativo (0 H). Portanto, assume-se que o

meio de solubilização do composto (DMSO) não interfira nos sinais observados dos ensaios

em estudo.

Além disso, a Figura 30 - B apresenta análises de força de passo para o tempo de

ação do composto. O valor de SF médio para HeLa nos primeiros 30 minutos de ação da

piperlongumina (10 µM, SFm ≈ 50pN) é igual às análises do grupo controle (Figura 30

- A). Após 6 horas de tratamento com piperlongumina (10 µM, SFm ≈ 60pN) o pico da

distribuição variou, a força de passo aumentou com relação ao grupo controle (∆SF ≈
10pN). A variação do SF entre o grupo controle e os ensaios de 24 e 30 horas de células

HeLa sob influência de PL (10 µM), também foram aproximadamente 10pN. Com isso,

sugere-se um tempo de ação de PL (10 µM) nas propriedades mecânicas de HeLa entre 30
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minutos e 6 horas.

Vários mecanismos de ação da PL têm sido observados, dentre eles o aumento de

espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) [4,10]. Recentemente,

foi observado uma correlação entre o ambiente livre de ROS e a instabilidade dinâmica, o

qual tem sido relatado como importante na motilidade e divisão celular [30,31,121]. Os

estudos indicam que os microtúbulos apresentam uma instabilidade dinâmica aumentada

(extremidades do MT alternam constantemente entre períodos crescendo ou encurtando

rapidamente) no ambiente livre de ROS [30, 121]. Em estudo anterior, foi relatado o

aumento do nível de ROS em células HeLa tratadas com PL após 1,5 horas [4]. Neste

sentido, o aumento do nível de ROS por PL nas células HeLa parece estar relacionado à

supressão da instabilidade dinâmica nos microtúbulos, e pode estar associado à variação da

força de passo (∆SF) observada pelo tempo de ação da PL em HeLa (Figura 30 - B). As

análises da Figura 31 sugerem que o efeito mecânico da piperlongumina nas células HeLa

ocorre nas primeiras 6 horas de tratamento. Os resultados em função do tempo indicam

que as análises de força de passo nas células são sensíveis ao tempo de ação do fármaco.

4.5.2 Influências da Concentração

A piperlongumina é relatada como citotóxica em dependência da concentração [4,

5]. Nesse sentido, analisamos os efeitos biomecânicos dependentes da concentração de

piperlongumina nas células HeLa.

A Figura 32 apresenta uma distribuição da força de passo para células HeLa tratadas

com 5, 10 e 15 µM de piperlongumina, em comparação com o controle (DMSO), para um

tempo de ação constante (24 horas). As células não mostram variação da força de passo

(∆SF) em 5 µM de piperlongumina em comparação com o controle. Porém, no tratamento

com 10 µM e 15 µM de PL, as distribuições apresentam um aumento específico no valor

da força de passo, para cada concentração, em relação ao controle (∆SF ≈ 10pN).

Observa-se que os efeitos biomecânicos da PL nas células HeLa são sensíveis por

análises da força de passo em dependência da concentração. Esses resultados podem estar

relacionados ao valor de viabilidade celular em 50% para células HeLa na presença de PL,
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Figura 30: Histogramas (à esquerda) e gráficos de violino (Violin plots, à direita) das forças

de passo (SF) obtidas pelas curvas força-distância das células HeLa em função do tempo de

tratamento. A - Células controle (sem (0 h) e com DMSO (6, 24 e 30 horas) a 0 µM de PL).

A média dos histogramas é em torno de 50pN (curvas tracejadas). B - Células tratadas

com PL (10 µM) em 0,5, 6, 24 e 30 horas. A média dos histogramas é em torno de 50pN

(curva tracejada) e 60pN (curvas contínuas) para 0,5 hora e os demais tempos analisados

(6, 24 e 30 horas), respectivamente. A barra preta (figuras à direita) apresenta o primeiro

e o terceiro quartil dos dados. Os pontos brancos (figuras à direita) apresentam a mediana

da distribuição de SF. ∆SF é a variação do valor mediano da força do degrau após 6 horas

de tratamento com PL (10 µM) até as 30 horas observadas (a curva em azul claro auxilia a

visualização (Figura 30-B, à direita)). As células foram cultivadas em substratos de vidro.

As análises estatísticas são apresentadas nas Tabelas S1 e S2 do anexo II na Seção 6.
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Figura 31: Força de passo média em função do tempo. Células HeLa na presença de 10

µM de PL (0,5, 6, 24 e 30 horas) e controle (0, 6, 24 e 30 horas)

que são apresentadas na literatura como menores que 8 µM [4–6].

4.5.3 Influências do Ambiente Extracelular

Estudos relataram que o microambiente da cultura celular influencia o modo e a

dinâmica da invasão de células cancerígenas [16, 86]. A rede do citoesqueleto pode ser

reconstruída e reordenada para uma adaptação à matriz do substrato, no entanto como

esse efeito é refletido na força, ainda é pouco explorado [70,86]. Aqui, foram investigadas

as forças de passo de células HeLa sob influência de PL (10 µM, 24 horas) em diferentes

substratos (macios e vidro) de cultura celular, com rigidez específica: 0,5, 16 e 106 kPa. A

Figura 33 apresenta mudanças no pico das distribuições para um valor de força de passo

maior, de células controle para células tratadas com PL, em cada substrato específico.

A Figura 33 - E apresenta os valores médios arredondados da força de passo mais

provável para células HeLa em matrizes de substratos diferentes. Os valores de SF na

mesma condição de tratamento, seja controle ou 10 µM de piperlongumina, aumenta

conforme o aumento da rigidez do substrato (vide curvas na figura 33 - E). Esses resultados

indicam que o ambiente extracelular influencia nos efeitos biomecânicos celulares.

Além disso, para cada substrato analisado, a variação do valor de SF mais provável
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Figura 32: A - Histogramas e B - Gráficos de violino da força de passo obtidas pelas curvas

força-distância para células HeLa sob influência da concentração de PL (0 (controle), 5, 10

e 15 µM), em 24 horas de tratamento. Os valores medianos (pontos brancos) aumentam,

aproximadamente, 10pN (∆SF, Figura 32 -B) entre 5 µM e 10µM de PL. A curva azul

clara deve auxiliar a visualização, e a barra preta apresenta o primeiro e o terceiro quartil

dos dados (Figura 32 -B). As células foram cultivadas em substratos de vidro. A análise

estatística é apresentada na Tabela S3 do anexo II na Seção 6.
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entre as células controle e tratadas é a mesma, e em torno de 10pN (∆SF10µM−C , Tabela

S5 do anexo II na Seção 6). Essas análises indicam que o efeito da PL nas células HeLa

apresenta um padrão na ∆SF independente da rigidez do substrato.

As curvas na figura 33 - E referem-se aos ajuste utilizando a Equação 61 para os SFm

das amostras controle e tratada com PL (10 µM) em função da rigidez do substrato.

SF (ESubstrate) = SF∞ −
[
(SF∞ − SF0) ∗ exp

−ESubstrate
ECell

]
(61)

SF∞ e SF0 são os valores extrapolados de step force (SF) para infinito e zero, respecti-

vamente; ESubstrate é a rigidez do substrato; ECell é a rigidez da célula [86]. Os parâmetros

determinados pelo ajuste encontram-se na Tabela S6 do anexo II na Seção 6.

A força de passo é sugerida como sendo o resultado do desprendimento ou quebra da

amarra, dado pelo nanotubo formado entre a superfície celular e o cantilever. Conforme

apresentado na literatura, as propriedades do nanotubo dependem dos filamentos de actina

e da rede de microtúbulos, que são os principais componentes do citoesqueleto [80, 85].

Recentemente, o estudo de Pontes et al. observou a presença de filamentos de actina na

estrutura do nanotubo [9, 87]. Em estudos anteriores, as células tratadas com o agente

desestabilizador de microfilamentos de actina (latrunculina A (LATA)), bem como, com

o agente que rompe a estrutura (backbone-disrupt agent) do glicocálice (hialuronidase),

apresentaram uma diminuição do valor da força de passo na presença de cada fármaco [85].

No entanto, neste estudo, células HeLa tratadas com PL, um agente desestabilizador de

microtúbulos, apresentaram aumento da força de passo em vários ensaios (tempos de ação,

concentrações do fármaco e substratos de cultura). Devido esse comportamento diferente

sugerimos que a PL atue na região celular não periférica, de forma diferente da LATA

e da hialuronidase. Embora PL e LATA apresentem propriedades desestabilizadoras do

citoesqueleto, elas têm, como alvo, diferentes subunidades do citoesqueleto (tubulina e

actina, respectivamente) [29,30,85,122,123]. Portanto, este estudo sugere que a força de

passo (amarra) pode ser utilizada como um biomarcador mecânico sensível ao local do alvo

celular por fármacos.
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Figura 33: A a C - Histogramas e D - Gráficos de violino de forças de passos gerados

pelas curvas força-distância de retração para células HeLa em dependência da matriz

(0,5kPa, 16kPa e 106 kPa (vidro)) na presença de PL (10 µM) e controle (0 µM de PL)

após 24 horas de tratamento. No gráfico de violino, os valores medianos (linhas tracejadas

pretas) aumentam à medida que a matriz (substrato) fica mais rígida. Além disso, em

cada substrato específico, os valores medianos aumentam entre o controle (meio-violino

vermelho) e 10 µM de PL (meio-violino verde). As linhas pontilhadas pretas apresentam

o primeiro e o terceiro quartis dos dados. E - Valores médios arredondados da força de

passo mais provável de células HeLa em dependência da matriz (0,5kPa, 16kPa e vidro)

sob influência de PL (curva verde) e controle (curva vermelha tracejada) após 24 horas de

tratamento. A análise estatística é apresentada na Tabela S4 do anexo II na Seção 6.
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4.6 Conclusões – Biofísica Celular

Compreender as propriedades biomecânicas nas células após o efeito do fármaco pode

ajudar a elucidar o mecanismo das atividades dos compostos anticâncer. Nesse contexto, a

Microscopia de Força Atômica (AFM) é uma técnica que pode ser utilizada para quantificar a

resposta do fármaco na célula. Aqui, nós empregamos experimentos de AFM para investigar

as propriedades biomecânicas das células cancerígenas sob influência de um composto

anticâncer. As células HeLa foram exploradas em diferentes condições de tratamento

utilizando o composto e alterando o substrato de cultura (rigidez). Os resultados indicaram

que a força de passo (SF) é sensível ao tempo de ação do fármaco; a piperlongumina (PL)

atua nas células HeLa nas primeiras 6 horas de tratamento. Além disso, SF é sensível à

concentração do composto; os experimentos com células HeLa apresentam um aumento de

SF entre 5 e 10 µM de tratamento com PL, uma variação em torno de 10 pN. Além do

tempo de ação e da concentração do composto, o SF também é sensível às alterações do

citoesqueleto. As células HeLa na presença de 10 µM de PL aumentaram a força de passo

(∆SF10µM−C ≈ 10pN) em comparação com o controle, independentemente da rigidez do

substrato. Recentemente, PL foi descrita na literatura como um agente desestabilizador de

microtúbulos [29]. Neste estudo, observamos um aumento nos valores da força de passo

de experimentos com células HeLa na presença da piperlongumina em diferentes ensaios

(tempos de ação, concentrações do fármaco e substratos de cultura). Esse incremento

do SF sugere que a PL atua de forma direcionada ao microtúbulo das células HeLa. O

fluxograma de experimentos de AFM apresentados aqui mostram um procedimento eficaz

para caracterizar as interações gerais entre fármacos anticâncer e linhagens de células

cancerígenas.
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5 Conclusões Gerais

A interdisciplinaridade tem sido bastante benéfica em muitas áreas de pesquisa.

Nesta tese busca-se compreender, a partir de conceitos e leis físicas de sistemas ma-

cro/microscópicos, os fenômenos biológicos. Efeitos biofísicos do composto anticâncer (PL)

foram observados em proteínas e células. Na seção de biofísica molecular, a interação de

PL com macromoléculas foi caracterizada utilizando espectroscopia de fluorescência. Já na

seção de biofísica celular, a qual, nesta tese, é dada mais enfoque, aplicamos microscopia de

força atômica (AFM) para quantificar as influências da PL nas propriedades mecânicas das

células HeLa. Observamos experimentalmente a orquestração do citoesqueleto em escala

de força (SF) induzida pelo microambiente e pela ação do fármaco (PL).
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ABSTRACT11

Natural compounds have shown a great potential in anti-cancer research by tumor growth inhibition and anti-metastatic

properties. Piperlongumine (PL) is a natural compound derived from pepper species that has been demonstrated to have

anti-cancer effect on HeLa cells. Using Atomic Force Microscopy (AFM) based single-cell force spectroscopy, we characterized

properties of HeLa cells with PL treatment. We used AFM to pull single HeLa cells and acquired the force-distance curves

that showed stepwise patterns. We analyzed the step force (SF) and observed that cells treated with PL exhibit higher SF

compared to control cells. This SF increase was also observed in experiments performed on substrates of increasing stiffness.

Therefore, the effects of PL on the mechanical properties of the HeLa cells may be reflected in its SF. Understanding of PL’s

influence on HeLa cells’ mechanical properties may help in the screening of effective therapeutic drugs against cancers.

12

Introduction13

Anti-cancer research is a challenge and a worldwide interest. Cancer causes millions of people’s death every year, and in 2020,14

it was responsible for around 10 million1, 2. Cancer diseases have two main concerns: cell growth and cell migration, which can15

be uncontrolled3. Metastasis, being the cause for most cancer patients’ mortality, receives increasing attention in both scientific16

and clinical research4. Understanding cancer cell mechanics can improve the metastasis combat through observations into the17

diagnosis, prognosis, and treatment4, 5. In this sense, the mechanical properties of single molecules and single-cells have been18

investigated using atomic force microscopy (AFM)6–8 and optical tweezers9–11.19

In eukaryotic cells, physical forces can act through the cytoskeleton polymers (actin filaments, microtubules, and interme-20
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diate filaments) to control the mechanical properties, adhesion forces, and cellular behavior8, 12. The cytoskeletal dynamic21

generates effects on cell motility, division, and overall mechanical processes12, 13. Its dysfunction may result in chromosomal22

instability, mitotic arrest, and cell death, becoming common and useful targets to drug design14. In particular, AFM can detect a23

range of forces from picoNewtons to nanoNewtons, and it has been a powerful tool for high-resolution imaging and mechanical24

measurement of single-cell investigations in near-physiological conditions6, 13, 15. AFM technique can also help understand how25

cell mechanics are affected by drugs, i.e., providing an alternative to evaluate drug-cell interactions13, 15.26

Piperlonumine (PL), also known as Piplartine (Figure 1), is a natural compound that presents several pharmacological27

properties, such as genotoxic, cytotoxic, antimetastatic, and antitumoral16, 17. Its target can be reached through the blood plasma,28

as observed through in vitro and in vivo studies16, 18–20. Recently, Meegan et al. presented PL as a microtubule-destabilizing29

agent with antiproliferative effects in breast cancer cells21. Additionally, Henrique et al. showed the inhibitory effect of PL on30

the α-tubulin expression in endothelial cells22. Microtubule-targeting agents (MTA) are potent mitotic poisons that inhibit31

eukaryotic cell proliferation, promote cell death by suppressing microtubule dynamic instability, and interfere with intracellular32

transport5, 23, 24. PL presents different mechanisms of action and has been proposed as a potential anti-cancer drug and an33

interesting compound to be investigated16, 25, 26.34

Studies suggest the cytotoxicity of piperlongumine in a dose-dependence on HeLa cells25, 27. The literature reports the35

EC50 (concentration inhibiting cell growth by 50%) as 2.7 and 7.1 µM25, 27. Notwithstanding the advances in understanding36

biochemical properties, there is a lack of information regarding the mechanical features and how they can affect cancer cell37

stability under the influence of drugs. AFM has been used to investigate the viscosity, surface, stiffness, adhesive properties of38

drug effects on cells13, 15, 28–30. Mechanical force is a nonspecific parameter, i.e., independent of the types of molecules, cells,39

and tissues7. Thus, it can be used to sense the influences of drugs on cells.40

In this study, we performed characterization of mechanical response of HeLa cells in PL presence. The analyses were41

performed at different conditions of HeLa at piperlongumine treatment and their respective controls, using AFM through42

single-cell manipulation. We varied the PL concentrations, treatment times, and culture substrates (the surface where cells grow43

up) with different stiffness. This study provide quantified mechanical information of the compounds on cells, which can be44

related to PL’s anti-proliferative effect. Therefore, investigate the cellular mechanical properties can aid cancer therapeutic and45

diagnostic research4.46

Materials and Methods47

Materials and Solutions48

Human cervical cancer cells (HeLa; ATCC) were cultured in a medium containing DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle49

Medium; Corning), supplemented with 10% FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco) and 1% Pen-Strep (Penicillin/ Streptomycin;50

Gibco), and incubated at 37oC in a 5% CO2 humidified atmosphere. Piperlongumine (C17H19NO5) was donated by collaborators51

and dissolved in DMSO (Dimethylsulfoxide; ATCC) at final concentrations of 5, 10, and 15 µM16, 31. Polymeric substrates52
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with specific stiffness (0.5 and 16 kPa) were donated by a collaborator. MLCT-O10 cantilever (Bruker), tipless, was used as a53

probe in AFM experiments.54

Cellular Sample Preparation55

Sterilized steel disks were covered by glass or specific polymeric substrates (with determined stiffness) and kept in 35mm Petri56

dishes; the cells (105 cells/ml) were subcultured with DMEM supplemented (10%FBS and 1%Pen Strep) medium on this assay57

and kept overnight in an incubator (5% CO2 and 37oC). After this step, the cells were treated by Piperlongumine at different58

action times and different concentrations. The equivalent volume of vehicle DMSO without PL was added to the DMSO control59

group and no DMSO/PL to the negative control group. DMSO at less than 0.5% in the cell culture medium32.60

Figure 1. Chemical structure of Piperlongumine (PL), also known as Piplartine, (5,6-dihydro-1- [(2E) -1-oxo-3-
(3,4,5-trimethoxyphenyl) -2-propen-1-yl] -2 (1H) -pyridinone)16, 31.

Atomic Force Microscopy61

Force-distance curves were acquired using an Atomic Force Microscope (MultiMode 8, Bruker) equipped with a Nanoscope62

V controller (Bruker) with PicoForce. The cantilever (MLCT-O10) was calibrated, measuring the deflection sensitivity and63

using the thermal noise method to determine the cantilever spring constant33, 34. Single-cells on glass or soft substrates (at64

room temperature) were analyzed using the cantilever probes with spring constant approximately equal to 0.01 N/m (shape C65

triangular).66

Figure 2 - A presents an AFM framework. The data collected by AFM contact mode was performed positioning (X-Y axis)67

the probe (AFM cantilever) on a single-cell. The parameters are set up (ramp size, velocities, trig threshold, delay times, spring68

constant) according to the experiment’s aim (Table 1). A laser beam is reflected by the AFM cantilever and collected in a69

photodetector (photodiode) while the probe is engaged and withdrawn from the sample (Z-axis).70

Force-Distance Curves71

Each cycle of the AFM probe is performed by engaging and withdrawing it from the cell surface. The cycle generates a pair of72

force-distance curves (approach and retract). Figure 2 - C presents a usual retracts curve.73
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Figure 2. Step Force, a schematic figure from data collection to data analysis. A - AFM framework. B - Image of the optical
microscope attached to AFM: Single-cells selection in the sample. C - The output of Nanoscope software: force-distance curve
from AFM cantilever retract move (half cycle) used for analyses of the tether force. The double arrows indicate the step force,
likely resulting from the detachment or breaking of a tether.

Step Force Studies74

Figure 2 - C presents plateaus profile occurring at constant forces, separated by steps. The multiple-step formation was observed75

through force-distance curves generated by an AFM when the probe withdrawal from the cell surface after its engagement. It is76

suggested that the pulling process results in the formation of thin nanotubes or tethers13. Then, similar to springs connected in77

parallel, multiple tethers can be formed between the cantilever and the cell6. The double arrows in figure 2 - C indicate the78

discrete step force (SF or ∆F) between consecutive plateaus, interpreted as simultaneous elongation and sequential loss of79

tether13.80

The tether force (or Step Force) was obtained by measuring retract curve steps (Figure 2 - C) from several single-cells.81

Hundreds of force-distance curves were recorded for each assay. A step-fitting algorithm was used to extract the step force82

values35.83

An ensemble of step force values generates distribution graphs (histogram and violin plots). The histogram is fitted by a84

Gaussian curve and identifies the most probable step force (SF) value. The violin plots were generated to observe the median85

value and the quartiles of the data within the distribution.86

The step force experiments aim to extract biomechanical information of HeLa cells in response to PL action in different87
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assays (action time, concentration, and culture substrate dependence). Table 1 shows the AFM setup parameters for performing88

the measure.89

Table 1. Parameters for analyzes of the step forces in contact mode AFM, using MLCT-O10 cantilever.

Ramp
Size

Forward
Velocity

Reverse
Velocity

Trig
Threshold

Surface
Delay

Retracted
Delay

Spring
Constant

5 µm 3 µm/s 3 µm/s 1 nN 3 s 3 s 0.01 N/m

Results and Discussions90

Validation Method91

The investigated conditions were monitored to guarantee that the signal’s origin is only due to the influence of the compound.92

Figure 3 - A presents step force analyzes for cells with DMSO at different times. DMSO presence did not affect the SF for93

HeLa cells, as observed during 30 hours of the administration. The most probable SF value was kept at around 50pN (Figure 3 -94

A). Therefore, it is assumed that the medium of compound solubilization (DMSO) does not interfere in its action.95

Furthermore, Figure 3 - B presents step force analyzes for the compound action time. The most probable SF value for HeLa96

at the first 30 minutes of piperlongumine action (10µM, SF ≈ 50pN) is equal to the control group analyses (Figure 3 - A).97

After 6 hours of piperlongumine treatment (10µM, SF ≈ 60pN), the distribution peak shifted to greater step force than the98

control group (∆SF ≈ 10pN).99

Bezerra et al. presented several PL’s mechanisms of action, such as the increase of reactive oxygen species (ROS)16, 25.100

Recently, it was observed a correlation between ROS-free environment and dynamic instability, which has been related101

as important in cell division and motility5, 23, 36. Microtubules showed an enhanced dynamic instability in a ROS-free102

environment36. PL has been reported to increase the level of ROS in HeLa cells within 1.5 hours25. The increase of ROS103

level by PL on HeLa cells appears to be related to suppressing dynamic instability on microtubules, and it can be associated104

with the step force variation (∆SF) by PL action time on HeLa (Figure 3 - B). Figure 4 suggests that the mechanical effect of105

piperlongumine on HeLa cells occurs at the first 6 hours of treatment. The time-dependence results indicate that step force106

analyzes on cells are sensitive to drug action time.107

Concentration Influences108

Piperlongumine is reported to be cytotoxic in a concentration dependence25, 27. In this sense, we analyzed the biomechanical109

effects dependents of the piperlongumine concentration on HeLa cells.110

Figure 5 presents the step force distributions for HeLa cells treated with 5, 10, and 15µM of piperlongumine, compared111

with the control (DMSO), for a constant action time (24 hours). The cells were not sensitive to step force changes in 5µM112

of piperlongumine as compared to control, i.e., no shift at most probable SF was observed for this concentration. However,113

in treatment with 10µM and 15µM, the distributions showed a specific increase of step force value, for each concentration,114

compared to the control (∆SF ≈ 10pN).115
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Figure 3. Histograms (left) and violin plots (right) of step force from force-distance curves of HeLa cells as a function of time.
A - Control cells (without (0 h) and with DMSO (6, 24, and 30 hours) at 0µM of PL). The mean of the histograms is around
50pN (dashed curves). B - Cells treated with PL (10µM) at 0.5, 6, 24, and 30 hours. The mean of the histograms is around
50pN (dashed curve) and 60pN (continuous curves) for the 0.5 hour and the other analyzed times (6, 24, and 30 hours),
respectively. The black bar (right figures) presents the first and third quartile of the data. The white dots (right figures) present
the median value for SF. ∆SF is the variation of the step force’s median value after 6 hours of treatment with PL (10µM) until
the 30 hours observed (the light blue curve is to guide the eyes (Figure 3-B, right)). The cells were cultured on glass substrates.
The statistical analyzes are presented in Tables S1 and S2 of Supporting Information.

The biomechanical effects of PL on HeLa cells is sensitive by the SF analyzes in a concentration-dependence. These results116

can be related to the cellular viability value in 50% for HeLa cells in PL presence, which are presented in the literature as117

smaller than 8µM25, 27, 37.118

Extracellular Environment Influences119

Studies reported that the microenvironment of the cell culture influences the mode and dynamics of cancer cell invasion3, 6.120

Here, it was investigated the step force of HeLa cells in different substrates of cellular culture with specific stiffness (0.5kPa,121

16kPa, and glass). Figure 6 presents a shift of distribution peak to larger step force value, from control to piperlongumine122

treated cells, for each specific substrate.123

Figure 6 - E shows the most probable step force for HeLa cells in different substrates matrices. The SF values at the same124

condition, either control or 10µM of piperlongumine, increase with the stiffer substrate (as guided by the lines in figure 6 - E).125
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Figure 4. The probable step force as a function of time. HeLa cells in the presence of 10µM of PL (30 min, 6, 24, and 30
Hours) and control (0, 6, 24, and 30 Hours).

These results indicate the extracellular environment influences the biomechanical effects.126

Furthermore, for each substrate analyzed, the variation of the most probable SF value between control and treated cells is127

the same, and around 10pN (∆SF10µ M−C, Table S5 of Supporting Information). These analyses indicate that the effect of PL on128

HeLa cells presents a ∆SF pattern that is independent of the substrate rigidity.129

The curve in figure 6 - E (Table S6 of Supporting Information) of SF for different substrates (0.5kPa, 16kPa, and glass) was130

analyzed using Equation 1 for each sample (Control and treated with 10µM of PL).131

SF(ESubstrate) = SF∞ −
[
(SF∞ −SF0)∗ exp−

ESubstrate
ECell

]
(1)

SF∞ and SF0 are the extrapolated SF values to infinity and zero, respectively; ESubstrate is the substrate stiffness; ECell is the132

cell stiffness6.133

The step force is likely a result of tether breaking. As presented in the literature, the tether properties depend on actin134

filaments and microtubules network, which are the major cytoskeleton components9, 13. It has been shown that actin filaments135

are present in tether structures10, 11. In previous studies, cells treated with actin microfilaments-destabilizing agent (latrunculin136

A (LATA)), as well as glycocalyx backbone-disrupt agent (hyaluronidase), trend a decrease of the step force value in the137

presence of each drug13. However, in this study, HeLa cells treated with PL, a microtubule-destabilizing agent, presented an138

increase of the step (tether) force in several assays (action times, drug concentrations, and culture substrates). Due to this139

different behavior, we suggest that PL should act in the non-peripheral cellular region differently from LATA and hyaluronidase.140

Although both PL and LATA present cytoskeleton-destabilizing properties, they target different cytoskeleton subunits (tubulin141

and actin, respectively)5, 13, 21, 38, 39. Therefore, this study suggests that step (tether) force can be used as a mechanical biomarker142

sensitive to the site of the cellular target by drugs.143
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Figure 5. A - Histograms of step force from retract force-distance curves and B - Violin plots of step force of HeLa cells at
concentration-dependence (0 (control), 5, 10, and 15µM) and 24 hours of treatment. The median values (white dots) increase
around 10pN (∆SF, Figure 5-B) between 5µM and 10µM. The light blue curve is to guide the eyes, and the black bar presents
the first and third quartile of the data (Figure 5-B). The cells were cultured on glass substrates. The statistical analysis is
presented in Table S3 of Supporting Information.

Conclusion144

Understanding the biomechanical properties in cells upon compound interaction can help elucidate the underlying mechanism145

of anti-cancer drug activities. In this context, Atomic Force Microscopy (AFM) is a technique that can be used to quantify146

cellular drug response. Here, we employed AFM experiments to investigate cancer cells’ biomechanical properties under the147

influences of an anti-cancer compound. Different conditions of the compound and substrate rigidity were explored using HeLa148

cells. The results indicated that the step force (SF) varies with the action time; PL acts on HeLa cells in the first 6 hours of the149

treatment. Additionally, SF is sensitive to the PL concentration; between 5 and 10 µM of PL treatment, HeLa cells experiments150

present an increase of SF, a variation of around 10 pN. Besides action time and the compound concentration, SF is also sensitive151

to the cytoskeleton organizations; HeLa cells in the presence of 10 µM of the PL increase the tether force (∆SF10µ M−C ≈152

10pN) compared with the control, independently of the substrate stiffness. Recently, PL has been described in the literature153

as a microtubule-destabilizing agent21. In this study, we observed an increase in the step force values of HeLa cells in the154

presence of the PL in different assays (action times, drug concentrations, and culture substrates). Such SF increment suggests155

that PL acts by targeting the microtubule of HeLa cells. The pipeline of AFM experiments presented here showed an effective156
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Figure 6. A to C - Histograms of step force from retract force-distance curves and D - Violin plots of the step force for HeLa
cells at matrix-dependence (0.5kPa, 16kPa, and 106kPa (glass)) in the presence of PL (10 µM) and control (0 µM of PL) after
24 hours of treatment. The median values (black dashed lines) increase as the matrix (substrate) is stiffer. Besides, the median
values increase between control (red half-violin) and 10 µM (green half-violin) in each specific matrix substrate. The black
dotted lines present the first and third quartiles of the data. E - The most probable step force (round value) of HeLa cells at
matrix-dependence (0.5kPa, 16kPa, and glass) in the presence of PL (10 µM), green curve, and control (dashed red curve) after
24 hours of treatment. The statistical analysis is presented in Table S4 of Supporting Information.

procedure to characterize the overall interactions between anti-cancer drugs and cancer cell lines.157
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Statistical Analysis

Analysis of T-test to verify the difference between groups with α ≤ 0.05.

The ND (or D) in the Sig column (at tables S3, S4, S5, and S6) mean there is not (or

there is) evidence of the difference between the groups’ means.

Control in Time Dependence

Table S1: Statistical Analysis (T-test) between 2 groups for control assays. Hela cells in the
absence (0 min) and presence of DMSO at different times (6, 24, and 30 hours).

Mean difference Test Statistic p-Value Alpha Sig
0min – 6H 1.4 pN 1.3 0.2 0.05 ND
0min – 24H 0.2 pN 0.1 0.9 0.05 ND
0min – 30H 0.6 pN 0.4 0.7 0.05 ND
6H – 24H 1.2 pN 0.8 0.4 0.05 ND
6H – 30H 0.8 pN 0.5 0.6 0.05 ND
24H – 30H 0.4 pN 0.2 0.8 0.05 ND

Critical Value ≈ 1.96

As shown in table S1, there is no evidence of a difference for the step force mean between

the control groups, in a time dependence, at T-test analyses.

PL Action in Time Dependence

Table S2: Statistical Analysis (T-test) between 2 groups for PL action time assays. Hela
cells in the presence of PL at different times (30 min, 6, 24, and 30 hours).

Mean difference Test Statistic p-Value Alpha Sig
30min-6H 8.3 pN 6.6 7.4 10−11 0.05 D
30min-24H 9.6 pN 5.5 4.1 10−8 0.05 D
30min-30H 7.8 pN 5.5 4 10−8 0.05 D
6H-24H 1.3 pN 0.7 0.4 0.05 ND
6H-30H 0.5 pN 0.4 0.7 0.05 ND
24H-30H 1.8 pN 1.0 0.3 0.05 ND

Critical Value ≈ 1.96

As shown in table S2, there is evidence of a difference for the step force mean of PL

action time assays: between 30 min and 6H, 30min and 24H, also between 30 min and 30H,

at T-test analyses. Furthermore, there is no evidence of a difference for the step force mean

for 6H, 24H, and 30H of PL action time, at T-test analyses.
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PL Concentrations

Table S3: Statistical Analysis (T-test) between 2 groups for PL concentrations assays. Hela
cells in the presence of different PL concentrations (5, 10, 15, and 20µM).

Mean difference Test Statistic p-Value Alpha Sig
0 – 5µM 0.2 pN 0.1 0.9 0.05 ND
0 – 10µM 9.2 pN 4.8 2.1 10−6 0.05 D
0 – 15µM 8.6 pN 4.6 5.3 10−6 0.05 D
5 – 10µM 9.4 pN 5.5 5.4 10−8 0.05 D
5 – 15µM 8.8 pN 5.3 1.4 10−7 0.05 D
10 – 15µM 0.6 pN 0.3 0.8 0.05 ND

Critical Value ≈ 1.96

As shown in table S3, there is no evidence of a difference for the step force mean of PL

concentration assays: between 0µM and 5µM, between 10µM and 15µM, at T-test analyses.

Furthermore, there is evidence of a difference for the step force mean among them at T-test

analyses.
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Cellular Matrix/Substrates

Table S4: Statistical Analysis (T-test) between 2 groups of cellular culture in substrates
with different stiffness (0.5kPa, 16kPa, and glass (106 kPa)). HeLa cells in the presence
of PL (10µM) and control. .5PL, 16PL, and GPL mean HeLa cells treated with PL in
the softer substrate (0.5kPa), medium substrate (16kPa), and more rigid substrate (glass),
respectively. .5C, 16C, and GC mean control HeLa cells in the softer substrate (0.5kPa),
medium substrate (16kPa), and more rigid substrate (glass), respectively.

Mean difference Test Statistic p-Value Alpha Sig
.5C – .5PL 10.0 pN 4.9 1.7 10−6 0.05 D
.5C – 16C 7.1 pN 7.1 2.9 10−12 0.05 D
.5C – 16PL 17.5 pN 16.9 1.9 10−54 0.05 D
.5C – GC 14.5 pN 9.5 3 10−20 0.05 D
.5C – GPL 23.7 pN 13.9 8.1 10−38 0.05 D
.5PL – 16C 2.9 pN 1.5 0.13 0.05 ND
.5PL – 16PL 7.5 pN 3.8 1.5 10−4 0.05 D
.5PL – GC 4.4 pN 2.0 0.04 0.05 D
.5PL – GPL 13.6 pN 5.7 1.7 10−8 0.05 D
16C – 16PL 10.4 pN 13.4 7.9 10−40 0.05 D
16C – GC 7.3 pN 5.4 8.5 10−8 0.05 D
16C – GPL 16.5 pN 10.6 1.6 10−23 0.05 D
16PL – GC 3.0 pN 2.2 0.02 0.05 D
16PL – GPL 6.1 pN 3.9 1.1 10−4 0.05 D
GC – GPL 9.2 pN 4.8 2.1 10−6 0.05 D

Critical Value ≈ 1.96

As shown in table S4, there is evidence of a difference for the step force mean of cellular

culture (with PL and control) in substrates with different stiffness (0.5kPa, 16kPa, and glass),

at T-test analyses (α ≤ 0.05), in exception between the assays with PL in 0.5kPa substrate

(.5PL) and control in 16kPa substrate (16C).
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Extracellular Environment Influences

The extracellular environment influences for Hela cells were investigated to piperlongu-

mine (PL, 10 µM) treated cells and control.

Table S5: Variation of the most probable value of tether force distribution (∆SF) for Hela
cells at 10µM of piperlongumine (compared with control, C) and 24 hours of treatment on
different substrates (0.5kPa, 16kPa, and glass (106 kPa)), according to figure 6 of Main Text.

Matrix Stiffness ∆SFC−10µM (±4pN)
0.5 kPa 10 pN
16 kPa 10 pN
106 kPa 10 pN

Table S6: Parameters obtained by fitting the most probable value of tether force (SF) for Hela
cells at 10µM of piperlongumine at 24 hours of treatment on different substrates (0.5kPa,
16kPa, and glass (106 kPa)), using the Equation 1 of Main Text, and also for control cells
(without PL), Figure 6 - E of Main Text.

Sample SF∞ (pN) SF0 (pN) ECell (kPa)
Control 50 30 22
10µM 60 40 22
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Piplartines are alkaloid amides present in the roots and stems of different pepper species which have promising
pharmacological properties including cancer prevention. Some recent studies have determined pharmacokinetic
parameters of piplartine in rat blood plasma butwithout pointing to anymolecular target or describing the phys-
icochemical forces of the interaction. The present study investigated the interaction between piplartine and
human serum albumin (HSA) the predominant protein in blood plasma. Fluorescence spectroscopy was utilized
to observe the complex HSA-piplartine formation. Thermodynamic parameter analysis indicates that the process
occurs spontaneously and is enthalpically driven; the affinity constant suggests that this interaction is reversible.
This was reinforced by the binding density function method and by the displacement analysis that the piplartine
binds on HSA at a single site, which was determined to be the IIA sub-domain. In silico analysis (molecular
docking) identified the main residues involved in binding and the corresponding forces, which corroborates
well with the experimental results.

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Piplartines, also known as piperlongumine, 5,6 dihydro 1 [(2E) 1
oxo 3 (3,4,5 trimethoxyphenyl) 2 propen 1 yl] 2(1H) pyridinone, are
biologically active compounds classified as alkaloid amides which are
present in the roots and stem barks of different pepper species, of the
Piperaceae family, genus Piper, such as Long pepper (Piper longum L.),
and Pimenta-d'arda (Piper tuberculatum J. (de Jacq.)) [1–3]. In vivo and
in vitro studies demonstrate that these compounds have various prom-
ising pharmacological properties such as antidepressant, anxiolytic,
genotoxic, cytotoxic, antiangiogenic, antimetastatic and antitumoral
[1,3–5]. In this way, synergistic analysis of piplartine with approved
chemotherapeutic agents, as well as the synthesis of hybrids and ana-
logs are other branches of research to aim improve its activity [6–10].
Since piplartine (PPTN) is such an important biological agent, the num-
ber of publications about its beneficial health properties is increasing,
alongwith in vivo studies into techniques to determine the pharmacoki-
netic parameters of this compound in rat plasma [11]. However, to the

best of our knowledge, a full description of the interaction between
piplartine and molecular targets has not outlined elsewhere.

The molecular target chosen in this study was human serum albu-
min (HSA), which predominates in blood plasma and is the carrier of
several endogenous (e.g. fatty acids, hormones, toxic metabolites, and
metals) and exogenous compounds (e.g. drug molecules) [12]. It is a
monomeric globular protein and consists of three homologous α-
helical domains (I, II and III), which are further divided into two
subdomains (A and B); of 585 amino acid residues, it has only one tryp-
tophan at position 214 (Trp 214) on the IIA subdomain [13]. Studies
suggest that the major specific drug-binding sites on HSA are located
in the hydrophobic cavities in subdomains IIA and IIIA, namely, site 1
and 2, respectively [13,14]. But an additional drug-binding site is
found in subdomain IB, named as site 3, the thirdmajor site of HSA [15].

The present study characterized the interaction between piplartine
and the main protein in blood plasma, human serum albumin (HSA),
by fluorescence spectroscopy. Physicochemical information about the
complex formed could be obtained, including thermodynamic parame-
ters, site numbers and affinity constant by monitoring nearby microen-
vironment of the intrinsic fluorophore (Trp 214). The binding region of
the piplartine on HSA was found through studies of drug displacement
in the presence of three markers, warfarin, ibuprofen, and methyl or-
ange [13,15]. In silico analysis through docking calculations was also
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Biological and physical approaches 
on the role of piplartine 
(piperlongumine) in cancer
Tiago Henrique1,10, Caroline de F. Zanon2,10, Ana P. Girol2,3, Ana Carolina Buzzo Stefanini1,9, 
Nayara S. de A. Contessoto4, Nelson J. F. da Silveira5, Daniel P. Bezerra6, 
Edilberto R. Silveira7, José M. Barbosa‑Filho8, Marinonio L. Cornélio4, Sonia M. Oliani2 & 
Eloiza H. Tajara1,9*

Chronic inflammation provides a favorable microenvironment for tumorigenesis, which opens 
opportunities for targeting cancer development and progression. Piplartine (PL) is a biologically 
active alkaloid from long peppers that exhibits anti-inflammatory and antitumor activity. In the 
present study, we investigated the physical and chemical interactions of PL with anti-inflammatory 
compounds and their effects on cell proliferation and migration and on the gene expression of 
inflammatory mediators. Molecular docking data and physicochemical analysis suggested that PL 
shows potential interactions with a peptide of annexin A1 (ANXA1), an endogenous anti-inflammatory 
mediator with therapeutic potential in cancer. Treatment of neoplastic cells with PL alone or with 
annexin A1 mimic peptide reduced cell proliferation and viability and modulated the expression of 
MCP-1 chemokine, IL-8 cytokine and genes involved in inflammatory processes. The results also 
suggested an inhibitory effect of PL on tubulin expression. In addition, PL apparently had no influence 
on cell migration and invasion at the concentration tested. Considering the role of inflammation in 
the context of promoting tumor initiation, the present study shows the potential of piplartine as a 
therapeutic immunomodulator for cancer prevention and progression.

Several epidemiological studies have indicated that persistent infection and chronic inflammation are predis-
posing factors for cancer, which is well-documented for the cervix after HPV infection1 and the stomach in the 
presence of Helicobacter pylori2. Supporting this idea are data from studies of tumor initiation and promotion, 
such as experiments using exogenous inducers of localized inflammation to promote cancer in mouse skin3,4 or 
xenotransplantation of colonic adenoma cells that only induce tumors if introduced into the host together with 
an inducer of inflammation5.

Mediators of inflammation, such as cytokines, chemokines, growth factors and free radicals, can provide 
a favorable microenvironment that fosters genome instability, survival, proliferation and migration and thus 
contribute to all cancer development stages, from initiation and promotion to metastasis6. This link between 
inflammation and tumorigenesis raises the possibility of therapeutic interventions that target inflammation for 
cancer prevention and treatment, especially because anti-inflammatory agents show a modest toxicity compared 
to conventional chemotherapy7.
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