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RESUMO

CRISAFULI, Fabiano Augusto de Paula, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2012 Caracterizagao da interacao DNA - cisplatina usando pinga
optica e videomicroscopia. Orientador: Marcio Santos Rocha. Coorientadores:
José Esio Bessa Ramos Junior e Marcelo Lobato Martins.

Neste trabalho, utilizando a técnica de pingamento 6ptico, foi possivel estudar as mu-
dancas nas propriedades mecéanicas dos complexos DNA - cisplatina, em funcao de
alguns parametros de interesse, tais como: o tempo de difusao do farmaco e a concen-
tracao do farmaco na amostra. Um modelo foi proposto para explicar o comportamento
do comprimento de persisténcia em funcao da concentracao do farmaco, utilizando -
se apenas os dados obtidos a partir dos experimentos de estiramento. Tal analise nos
permitiu mostrar que a cisplatina se liga cooperativamente & molécula de DNA. Além
disso, a compactacao da molécula de DNA pela acao da cisplatina foi caracterizada a
partir do estudo da cinética de algumas propriedades mecénicas, tais como: o raio de

giro e a distancia maxima ponta - & - ponta dos complexos.
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ABSTRACT

CRISAFULI, Fabiano Augusto de Paula, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2012 Characterization of DNA - cisplatin interaction by using
optical tweezers and videomicroscopy. Adviser: Marcio Santos Rocha. Co-
advisers: José Esio Bessa Ramos Junior and Marcelo Lobato Martins.

In this work, by using the optical tweezers technique, it was possible to study the
changes on the mechanical properties of DNA - cisplatin complexes, as a function of
some parameters such as the drug diffusion time and its concentration in the sample.
A model was proposed in order to explain the behavior of the persistent length as
a function of drug concentration, using only the data obtained from single molecule
stretching experiments. Such analysis allow us to show that cisplatin binds coopera-
tively to the DNA molecule. In addition, DNA molecule compactation by the action of
the drug, was characterized from studying the kinetics of some mechanical properties

such as the radius of gyration and the maximum average end - to - end distance.
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Capitulo 1

Introducao

Em 1969, Arthur Ashkin e seus colaboradores, trabalhando nos laboratérios
Bell, nos Estados Unidos, deram inicio a uma verdadeira revolucao na Fisica e na
Biologia, utilizando lasers para o aprisionamento e manipulagao de pequenas particulas
dielétricas [1]. Ashkin e seus colaboradores ficaram particularmente fascinados com a
grande aceleracao que as particulas atingiam ao serem incididas por um laser com
poucos watts de poténcia.

Inicialmente, as pincas 6pticas foram desenvolvidas para a manipulacao e apri-
sionamento de atomos, mas foi na Biologia, por volta de 1987, que essa poderosa
ferramenta experimental encontrou sua maior utilidade [2J3]. Uma das mais impor-
tantes aplicacoes das pingas Opticas é no estudo de motores moleculares. Essas enzi-
mas mecanicas interagem com os microtibulos ou com os filamentos de actina da célula
para gerar forcas responsaveis pela motilidade celular, agao muscular e movimento de
organelas celulares dentro das células [4]. Outras importantes aplica¢oes podem ser en-
contradas nas referéncias [5,6]. Atualmente, as pingas Opticas sao utilizadas em varios
tipos de experimentos e, no nosso caso, utilizamos a pinga Optica para realizar estira-
mentos da molécula de DNA, a fim de estudar as propriedades mecénicas da molécula
ao interagir com farmacos utilizados no tratamento de cancer. Neste trabalho uti-
lizamos o farmaco cisplatina, largamente utilizado em quimioterapia no combate a
diversos tipos de cancer, dentre os quais podemos citar: cabeca, pescogo, pulmoes e

sistema geniturinario |7].



1. Introducao

De uma maneira geral, as pincas Opticas sao ferramentas experimentais bastante
simples, sendo compostas basicamente por um laser fortemente focalizado por uma
objetiva de grande abertura numérica[] Veremos detalhadamente no Capitulo 2] quais
sao as condigoes para que ocorra o pingamento 6ptico.

Utilizando o protocolo de Shivashankar et al. [8] uma ponta da molécula de DNA
é fixada em uma laminula de microscopio e a outra ponta é fixada a uma microesfera
de poliestireno. Utilizando a pinga Optica para capturar a microesfera é possivel entao
esticar a molécula de DNA. Uma vez conhecida a constante de for(;alﬂ da pinga optica, é
possivel obter todos os parametros de interesse utilizando - se a expressao derivada por
Marko e Siggia [9]. Todo o procedimento sera discutido detalhadamente no Capitulo
Ml

Nosso trabalho consiste basicamente em determinar as curvas de forga x exten-
sao para a molécula de DNA e os complexos DNA - farmacos. Utilizando o modelo
teorico deduzido por Marko e Siggia [9], ajustamos as curvas obtidas e extraimos dois
parametros importantes para nossas anélises: o comprimento de persisténcialﬂ € 0 com-
primento de contornoﬁ. Na tentativa de elucidar as interacoes da molécula de DNA
com a cisplatina, determinamos varios gréaficos, como por exemplo: do comprimento
de persisténcia x concentracao do farmaco e da distancia méaxima ponta - a - ponta do
polimero x tempo de difusao do farmaco, para uma dada concentragao fixa do farmaco.
Os graficos serao apresentados e discutidos no Capitulo [4]

Em resumo, no Capitulo [2], discutimos os aspectos gerais de uma pinga optica e
seu principio de funcionamento.

No Capitulo [3], discutimos algumas caracteristicas importantes da molécula de
DNA e, em seguida, demonstramos a expressao de Marko e Siggia para polimeros

semiflexiveis. Por ultimo, discutimos a equacao de Hill para descrever a interacao de

*A abertura numérica é um parametro fornecido pelo fabricante da lente e, quanto maior o seu
valor, maior sera a abertura do cone de luz focalizado e, consequentemente, mais forte sera a forca de
gradiente, responsavel pelo pingamento 6ptico.

fA constante de forca k é um pardmetro que mostra o quio forte é a pinca oOptica. Para uma
microesfera de raio fixo, a pinga 6ptica gera uma forca do tipo F' = —kx, ou seja, o potencial gerado
pela pinga 6ptica é harmoénico para pequenos deslocamentos x.

tO comprimento de persisténcia fornece informacao sobre a elasticidade da molécula.

50 comprimento de contorno ¢ a distancia ponta - a - ponta do polimero quando este se apresenta
totalmente esticado.
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ligantes em solugao.

No Capitulo [4] apresentamos todo o procedimento experimental para a carac-
terizagao da interacao DNA-Cisplatina.

No Capitulo [} apresentamos e discutimos todos os resultados obtidos.

Finalmente, no Capitulo [6, apresentamos as conclusoes e perspectivas deste

trabalho.



Capitulo 2
Aspectos gerais de uma pinca Optica

Neste capitulo, discutiremos alguns aspectos tedricos relacionados ao fenémeno
do pincamento 6ptico. Serao apresentados também todos os procedimentos para a

caracterizagao da pinga Optica e a montagem experimental utilizada neste trabalho.

2.1 Principio de funcionamento

Com o advento da teoria eletromagnética no século XIX, foi possivel demonstrar
que a luz é capaz de exercer for¢ca em um objeto ao transferir momento para ele.
E exatamente esse fato que da origem ao pincamento 6ptico, quando a luz do laser
transfere momento para uma microesfera ou um outro objeto, exercendo assim forga.

Para termos ideia da ordem de grandeza das forcas envolvidas no pingamento
optico, imagine um laser com alguns mW[] de poténcia, incidindo radialmente sobre

uma microesfera absorvedora. Cada féton absorvido possui um momento dado por
p=hk, (2.1)

onde k & o seu vetor de onda e /i ¢ a constante de Planck dividida por 2m. Em modulo,
podemos escrever que

: (2.2)

E
p=hk=h"="=
C Cc

onde ¢ é a velocidade da luz, w é a frequéncia angular da luz incidente e F = hw é a

*Poténcia tipica usada nesse tipo de experimento.



2. Aspectos gerais de uma pincga 6ptica

energia de cada foton. Para N fétons, teremos que Fy; = Nhw = NFE.
A forga total exercida por um feixe com N fétons por segundo incidindo sobre
a microesfera pode ser obtida a partir da equagao (2.2)). Usando a 2* Lei de Newton,

teremos

dp d [ Eix Piot
F = - == — = 2.3
dt dt ( c > ¢’ (2:3)

onde P,,; é a poténcia do feixe incidente.

Deste modo, podemos estimar o valor da forga na equagao ({2.3), como sendo

1x1073W

~—— T ~10"YN=10pN . 2.4
35X 10°m/s = Op (24)

tot

De fato, em experimentos com pingas Opticas, as forcas estao na escala de pico-
Newton.

Para entendermos qualitativamente o funcionamento da pinga Optica, devemos
analisar as forcas que atuam na microesfera. A primeira forca, chamada pressao de
radiacao, surge sempre que a luz é refletida ou absorvida ao incidir numa interface
entre dois meios. A expressao para a forca de radiacao, devido a um raio, pode ser

escrita como

P. .
F raro 2.5
e (25
com
C
= 2.6
v= =, 2.

onde P,,;, é a potencia do raio e n,, é o indice de refracao do meio de incidéncia.
Além da pressao de radiacao, a luz é capaz de exercer um segundo tipo de
forca sobre um objeto, ao ser refratada por este. Esta forca surge devido ao fato do
momento linear total do sistema raio - objeto ter que ser conservado ﬂ O raio de
luz, ao refratar em um objeto, em geral é desviado de sua trajetéria original se os
indices de refracao do meio de incidéncia e do objeto forem diferentes. Com isso, o raio

refratado terd um momento linear em uma direcao diferente do raio incidente. Entao,

tEsse fato é devido ao teorema de conservaciao do momento linear.
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pela 2% Lei de Newton, o objeto sofrera uma variagao de momento de mesmo moédulo e
sentido contrario a variacao de momento do raio. Imaginemos que esse objeto seja um
microesfera. Uma vez que a microesfera possui massa, entao consequentemente surgira
uma forca sobre ela para fazer variar seu momento.

Toda nossa analise acima foi feita para um tdnico raio. Agora, imaginemos
que véarios raios atinjam a microesfera, de forma que cada raio incidente da origem a
um raio refletido e um raio refratado. Os raios refletidos darao origem & pressao de
radiacao, enquanto que os raios refratados darao origem a forcas semelhantes as citadas
no paragrafo anterior. Se o indice de refragao da microesfera for maior que o indice de
refragao do meio no qual ela esté inserida e se o laser for fortemente focalizado, entao os
raios refratados darao origem a forcas de gradiente, que tenderao a levar a microesfera
para o foco do feixe. A competigao entre as duas forgas, pressao de radiagao e forga de
gradiente, é que da origem ao pingamento 6ptico.

Para visualizar melhor este efeito, vamos comecar fazendo uma analise usando
o regime da o6ptica geométrica. Nesse regime, o raio da microesfera é muito maior que

o comprimento de onda da luz (a > \).

OBJETIVA

Figura 2.1: Pressao de radiacao. A forga resultante nesse caso, empurra a microesfera no
sentido de incidéncia do feixe.

A Figura mostra dois raios do feixe de extremidades opostas, bem como
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os raios refletidos na superficie da esfera. O desvio do raio (1) da origem & forca F}
na microesfera, e o desvio do raio (2) da origem a forga F» na microesfera. A forca

resultante, nesse caso, tende a empurrar a microesfera no sentido de incidéncia do feixe.

%

OBJETIVA

4

Figura 2.2: Efeito da refragdo. A microesfera esta situada na regiao abaixo do foco e, nesse
caso, a forca resultante empurra a microesfera para o foco do feixe.

Para finalizar nossa analise no limite da 6ptica geométrica, vamos discutir os
efeitos da refragao. A Figura[2.2]mostra uma situagao na qual a microesfera esta situada
em uma regiao abaixo do foco. O raio (1) sofre um desvio ao passar pela microesfera,
portanto sofrerd uma variacao em seu momento linear. Para que o momento linear total
do sistema raio - microesfera seja conservado, a esfera terd que sofrer uma variagao de
momento linear de mesma intensidade e sentido contrario a variacao de momento linear
do raio (1). De fato é isso que ocorre, dando origem a forga F que aparece na Figura
. A mesma coisa acontece com o raio (2), mas, como temos um perfil gaussiano de
intensidade do laser, a forca ﬁl serd maior, em modulo, que a forga ﬁg, de forma que
a forga resultante aponta para esquerda e para cima, empurrando a microesfera para
o foco do feixe.

A Figura mostra uma situacao na qual a microesfera esta situada em uma
regiao acima do foco. Analogamente ao que acontece na situacao na qual a esfera

esta situada em uma regiao abaixo do foco, surgirao forgas na microesfera de forma a

7



2. Aspectos gerais de uma pincga 6ptica

Figura 2.3: Efeito da refracdo. A microesfera esta situada na regiao acima do foco e, mais
uma vez, a forca resultante empurra a microesfera para o foco do feixe.

conservar o momento linear total do sistema raio - microesfera. Agora, no caso onde a
microesfera esta situada em uma regiao acima do foco, a forga resultante na microesfera
apontaréd para baixo, de forma a empurrar novamente a microesfera na direcao do foco
do feixe.

Devemos salientar, entretanto, que toda a discussao acima foi feita no limite da
Optica geométrica, quando o raio da microesfera é muito maior que o comprimento de
onda da luz incidente (a > \).

Observe nas Figuras e que consideramos o indice de refracao da microes-
fera maior que o indice de refracao do meio. De fato, essa é uma condic¢ao fundamental
para que ocorra o pingamento.

Quando o raio da microesfera é muito menor que o comprimento de onda da luz
incidente, estamos no chamado limite Rayleigh. Nesse caso, a esfera se comporta como
um dipolo elétrico induzido em um campo elétrico. A for¢a que atua na microesfera
¢é proporcional ao gradiente da intensidade do campo elétrico da radiacao incidente.
Essa forca faz com que a microesfera se mova para a direcao de maior intensidade do
campo, ou seja, o foco. Mais uma vez, a microesfera ficara presa na regiao focal [10J11].

Podemos perceber, entao, que as pingas Opticas sao ferramentas experimentais
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importantes na manipulagao de pequenas particulas. Sua aplicacao pode ser encontrada
em diversas areas, principalmente na Fisica Biologica.

Recentemente, os pesquisadores A. Mazolli, P. A. M. Neto e H. M. Nussenzveig,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, desenvolveram uma teoria capaz de prever,
quantitativamente, a forca do laser sobre uma microesfera de raio e indice de refragao
arbitrarios. A teoria, cujo nome os autores sugerem, MDSA (Mie Debye Spherical

Aberration), é a mais geral sobre as pingas Opticas |12/|13].

2.2 Montagem experimental

A Figura2.4)mostra um esquema detalhado da montagem experimental utilizada

em nossas medidas.

OBJETIVA1
LASER (\ E1
v V
MICROSCOPIO

C T T T T T |
! I
! I
I I
! I
I I
! I
I I
! I
! h I
I
| LAMINULA | :
! [
! [
I OBJETVA2 —[—> I
I

I
I I
! I
I I
I 1
I
| E3 : E2

<
cco} lg
COMPUTADOR

Figura 2.4: Montagem experimental utilizada para as medidas.
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A regiao entre as linhas pontilhadas representa o microscépio Nikon Eclipse T'i-
S, com Optica corrigida no infinito, objetiva de 100X e abertura numérica NA = 1, 4.
Essa objetiva é a responsavel por focalizar o feixe de laser infravermelho, que é a pinga
optica propriamente dita.

A radiacdo ¢ emitida por um laser infravermelho (IV), modelo SLD5422-H1,
A = 832 nm, poténcia maxima 150 mW e operando no modo TEM.

A objetiva 1 é necessaria pelo fato do laser IV emitir um feixe divergentdﬂ O
emissor do laser IV é posicionado no foco da objetiva 1, de forma que o feixe emerge
da objetiva 1 com um perfil cilindrico.

E; e E5 sao espelhos que permitem um melhor alinhamento da pinga 6ptica.

O primeiro componente 6ptico do microscopio, E3, é um espelho dicréico que
possui uma alta transmitancia para a luz visivel e uma alta reflectancia para a luz
infravermelha.

A objetiva 2 é a responsavel por focalizar o laser e prender as microesferas na
regiao focal.

O motor piezoelétrico, representado na Figura [2.4] é o responsével por deslocar
o estagio do microscopio e, consequentemente, a laminula com precisao nanométrica.

A lente Ly, representa o condensador do sistema de iluminagao do microscopio.

Abaixo da lente L; esté representado o poco de potencial gerado pela pinga
Optica, o sistema de referéncia utilizado e a nossa solucao de DNA e microesferas.
Note que estamos representando a situacao na qual uma das pontas da molécula de
DNA se encontra adsorvida na microesfera e a outra ponta adsorvida na laminula, que
¢ 0 nosso porta amostras. A altura h representa a distancia do centro de massa da
microesfera pingada em relacao a laminula.

Finalmente, em uma das saidas do microscopio é conectada uma camera CCD,
modelo Jai CM-140GE, que envia as imagens até o monitor e o computador, permitindo

assim que todo o experimento seja visualizado e filmado.

0 laser que utilizamos na maioria dos nossos experimentos foi gentilmente emprestado pelo Prof.
Dr. Oscar Nassif de Mesquita da UFMG. No laser atual utilizado em nosso laboratério, nao é mais
necessaria a utilizagdo da objetiva 1, uma vez que o feixe j4 emerge com um formato cilindrico do
€missor.
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2. Aspectos gerais de uma pincga 6ptica

2.3 Calibracao da pinca 6ptica

Como explicado em linhas gerais no Capitulo [I| a constante de forga, &, ¢ o
parametro que define o quao forte é a pinga 6ptica. Para fazer a calibragao da pinga
optica utilizamos o método de Stokes, que consiste em deslocar a laminula do microsco-

pio com velocidade ¢ constante e medir a nova posicao de equilibrio da microesfera.

V=0 V0

(b)

Figura 2.5: (a) Microesfera presa na posi¢ao de equilibrio no pogo de potencial gerado pela
pinga optica. (b) Ao ligar o motor, a microesfera é empurrada pelo fluido e fica em equilibrio
em uma nova posicao no pogo de potencial gerado pela pinga éptica.

A Figura[2.5h mostra a situagao na qual a microesfera se encontra em repouso no
fundo no pogo de potencial. Nesse caso, como o motor que movimenta a laminula esta
parado, entao a velocidade média, v, da microesfera é nula e, consequentemente, a forca
de Stokes também é nula. A microesfera presa no poco de potencial da pinga 6ptica, que
¢ aproximadamente harmoénico, ¢ um oscilador harmonico browniano, estando sujeito a
forga Optica restauradora e a forca aleatoria devido a interacao com o fluido. A Figura
[2.5b, mostra a situagao na qual a laminula se movimento com uma velocidade constante
v, movimentando o fluido no qual as microesferas estao imersas. Esse movimento do
fluido da origem & uma forca de atrito, chamada de for¢a de Stokes, que faz com que a
microesfera atinja uma nova posi¢ao de equilibrio dentro do pogo de potencial. Nessa

nova posicao de equilibrio a forca de Stokes é igual, em moddulo, a forca dptica gerada

11
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pelo laser.

A forca de Stokes pode ser escrita como,

—

onde vy é o coeficiente de atrito viscoso e U é a velocidade.
O coeficiente de atrito viscoso sobre uma microesfera em solugao aquosa é dada

pela expressao aproximada [14],

9 sa\ 1 /a\3 45 sant 1 sans]
=ome |- ()5 () —m () ") | o e
7 7””[ 16\ "8\) " \n) "6 \a (2:8)
onde 7, ¢é a viscosidade da &gua, solu¢ao na qual as microesferas estao imersas, a é o
raio da microesfera e h é a distancia do centro da microesfera & laminula.
A viscosidade da agua como fungao da temperatura é dada pela expressao em-
pirica [15],
-3 _tc
Ne = 1077 10,26 + 1,51 exp 59 , (2.9)
onde t. é a temperatura em graus Celsius e 7, estd em unidades SI.

Na nova posicao de equilibrio, mostrada na Figura [2.5b, podemos escrever que,

em modulo, Iy, = Fj, ou seja,

KAxp =v . (2.10)

Isolando &, temos que

_
_A.QTP‘

R

(2.11)

Uma vez conhecida a temperatura, a equagao [2.9 é usada para encontrar o
valor da viscosidade. O raio a das microesferas é determinado pelo fabricante e, no
nosso caso, o valor é 1,5 um. A altura h é encontrada movimentando-se o foco do

microscopio. Para descobrir o valor de Axp, fazemos a filmagem de todo o experimento

12
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utilizando o programa StreamPix, que faz a captura das imagens formando um video.
O procedimento é basicamente composto por duas etapas:

1) Iniciamos o video com a microesfera paradaﬁ dentro do pocgo de potencial da
pinca, afim de encontrar a posicao do centro de massa da microesfera quando ela se
encontra como mostrado na Figura [2.5h.

2) Apos aproximadamente 5 segundos, o motor que movimenta a laminula é
ligado e a microesfera atinge a nova posicao de equilibrio, como mostrado na Figura
2.59b. Utilizando o programa ImageJ, que fornece os valores do centro de massa da
microesfera em funcao do tempo, é possivel determinar o valor de Axp.

Uma vez conhecidas todas as variaveis, podemos substitui-las na equagao [2.11]
e encontrar o valor da constante de for¢ca da pinga 6ptica. Em nossos experimentos,
a constante de forga era de (0,40 + 0,04) pN/um, o que fornece uma for¢ca maxima
de aproximadamente 1 a 2 pN para realizar os estiramentos da molécula da DNA. De
fato, essa faixa de forcas gera grandes vantagens no nosso caso, entre as quais podemos
citar:

(i) Como veremos mais adiante, a equagao s6 pode ser utilizada no regime
de baixas forgas (< 5 pN), no chamado regime entr(’)picom portanto, é esperado que
tal equacao descreva melhor os experimentos realizados no limite de baixas forgas.

(7i) Nessa faixa, nenhuma histerese ¢ encontrada nas curvas de forgas quando os
complexos de DNA - cisplatina sao esticados e relaxados dentro de uma grande faixa
de velocidades, o que pode ocorrer em experimentos que utilizam valores altos para as
forcas [16].

(#i) O equilibrio quimico entre a molécula de DNA e a cisplatina nao ¢é signi-
ficativamente alterado nesse regime de forcas [17]. E bem estabelecido, hoje em dia,
que altas forcas podem alterar o equilibrio quimico entre a molécula de DNA e os far-

macos em solucao. De fato, recentemente Vladescu et al. mostraram que importantes

§Estritamente falando a microesfera nao fica parada dentro do poco de potencial da pinca, pelo
contrario, ela executa movimento browniano. Diante disso, a microesfera é filmada durante aproxi-
madamente 5 segundos e posteriormente fazemos a média dos valores do centro de massa em fungao do
tempo, usando-se dois programas: o ImageJ que fornece a posigao do centro de massa da microesfera
em funcao do tempo e o Kaleida Graph, que importa os dados e calcula as médias.

YChamamos de regime entrépico, o intervalo de intensidades de forcas no qual nio ha danos a
molécula de DNA, ou seja, as suas ligagdes quimicas ndo sio esticadas nem rompidas.

13
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parametros de interacao dependem fortemente das forgas aplicadas aos complexos DNA
- farmacos [17] e, portanto, é esperado que algumas propriedades mecanicas desses
complexos, como por exemplo, o comprimento de persisténcia e de contorno W, sejam
também dependentes do regime de forcas empregado, uma vez que elas dependem da

quantidade de farmaco ligado ao DNA.

IEssas duas grandezas serdo explicadas detalhadamente na secio
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Capitulo 3

A molécula de DNA

Nesse capitulo apresentaremos alguns aspectos bioldgicos importantes sobre a
molécula de DNA e, além disso, faremos a dedugao matematica do modelo Worm -
Like Chain (cadeia vermiforme), obtido por Marko e Siggia em 1995 [9]. O modelo
WLC descreve de maneira satisfatoria o comportamento de polimeros semiflexiveis ao

serem submetidos a uma for¢a externa.

3.1 Um breve historico da molécula de DNA

Em 1869, Friedrich Miescher, um jovem fisico suico, consegue isolar o material
genético do nucleo celular de leucocitodf dando inicio a uma grande busca pela molécula
que seria a responséavel pela transmissao do material genético de geracao para geracao
[18].

Naquela época, as proteinas eram consideradas o principal alvo para o entendi-
mento do funcionamento celular. Em seus experimentos, Miescher mostrou que as
proteinas e os lipidios eram os principais componentes do citoplasma celular. Ainda
durante esses experimentos, Miescher notou que uma substancia precipitava - se da
solucao quando um acido era adicionado e dissolvido novamente apos a adicao de uma

ba,seﬂ Pela primeira vez, um precipitado de DNA era obtido. Como essa substéancia

*Os leucocitos, ou globulos brancos, sao células produzidas pela medula 6ssea que tem como prin-
cipal fungao a producao de anticorpos.

tSegundo Arrhenius, uma base é qualquer substancia que libera tnica e exclusivamente o anion
OH™em solugao aquosa.
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3. A molécula de DNA

tinha origem no ntcleo celular, Miescher a denominou como “nucleina’”.
Para estudar essa substancia detalhadamente, Miescher precisou criar um proto-
colo que permitisse isolar essa substancia das proteinas que compunham o precipitado.
Em uma carta enderecada a um outro grande pesquisador, Wilhelm His, Mi-

escher reporta a descoberta da misteriosa substancia [18|:

“In my experiments with low alkaline liquids, precipitates formed in the
solutions after neutralization that could not be dissolved in water, acetic
acid, highly dilute hydrochloric acid or in salt solution, and therefore do

not belong to any know type of protein.”

Na tentativa de comprovar que a misteriosa substancia nao era um tipo de
proteina, Miescher aqueceu o precipitado e descobriu a existéncia de varios elementos
comumente encontrados em moléculas organicas: carbono, hidrogénio, oxigénio e ni-
trogénio. Esse experimento mostrou ainda, que a substancia “nucleina” continha uma
grande quantidade de fésforo e, diante disso, Miescher concluiu que essa substancia era
diferente de qualquer outro tipo de proteina conhecida na época. Em suas proéprias

palavras Miescher escreveu:

“We are dealing with an entity sui generis not comparable to any hith-

erto know group”.

Poucos anos apés a morte de Miescher, o cientista Albrecht Kossel faz uma
importante descoberta: a substancia conhecida como “nucleina” era formada por quatro
bases nitrogenadas e moléculas de agticaif]

Mesmo com os recentes avangos da época, a maioria dos cientistas conservadores
permaneciam convictos de que as proteinas mais complexas eram as responséaveis por
carregar a informacao genética. O argumento desses cientistas era de que as proteinas

eram formadas por vinte diferentes aminoicidos enquanto a ‘“nucleina” era composta

tHoje sabemos que os nucleotideos sdo formados pelo acticar, a desoxirribose, um grupo fosfato e
a base nitrogenada. Embora a descoberta de Kossel estivesse incompleta, ela nao deixou de ser um
grande avango para a época.
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3. A molécula de DNA

por apenas quatro nucleotideos - muito pouco, eles acreditavam, para armazenar uma
quantidade enorme de informacao genética.

Embora descobrir a base da vida celular fosse um dos mais fundamentais prob-
lemas daquela época, ninguém havia realmente compreendido a real importancia das
descobertas de Miescher até a segunda metade do século XX, quando James Watson e

Francis Crick desvendaram a estrutura da molécula de DNAE] [19,20].

3.2 Aspectos biolégicos

A molécula de DNA é um polimero longo que possui apenas quatro unidades
basicas, chamados monoémeros. Os monémeros da molécula de DNA sao conhecidos por
nucleotideos. Do ponto de vista estrutural, os nucleotideos sao formados por um grupo
fosfato (PO; ), um agtcar do tipo pentose m e uma base nitrogenada. Os nucleotideos
diferem entre si apenas nas bases nitrogenadas. No caso do DNA, as quatro bases
nitrogenadas sdo: adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina(C) [21].

A adenina (A) e a guanina (G) s@o semelhantes em sua estrutura quimica,
sendo denominadas de purinas enquanto a timina (T) e a citosina (C) sdo denominadas
pirimidinas.

Em 1950, Erwin Chargaff, estudando uma grande variedade de organismos,
estabeleceu uma férmula empirica sobre as quantidades de cada tipo de nucleotideo
encontrados no DNA [22]:

(i) A quantidade total de nucleotideos pirimidinicos (T+C) é sempre igual a
quantidade total de nucleotideos purinicos (A+G).

(i) A quantidade de T é sempre igual a quantidade de A, e a quantidade de C
é sempre igual a quantidade de G. Mas a quantidade de A+T nao é necessariamente
igual a quantidade de C+G. Essa proporc¢ao varia entre organismos diferentes, mas é
praticamente a mesma em células de diferentes tecidos no mesmo organismo.

A Figura mostra a estrutura dos nucleotideos. As bases nitrogenadas se

§Por essa grande descoberta, os dois pesquisadores foram laureados com Prémio Nobel de Medicina
de 1962, juntamente com Maurice Wilkins.
TNo caso da molécula de DNA, a pentose é a desoxirribose.
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Base purinica

Fosfato ou purimidica
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Figura 3.1: A estrutura dos nucleotideos.

unem ao carbono 1’ da pentose através de uma ligacao glicosidicam enquanto o fosfato
se liga ao carbono 5" também da pentose.

A molécula de DNA é formada por duas fitas, que se mantém unidas através
de pontes de hidrogénio. Ja os nucleotideos, em uma mesma fita, se unem através de
ligagao fosfodiéster ]

Os padroes das pontes de hidrogénio foram definidos por Watson e Crick em
1953, no qual uma purina se liga com uma pirimidina. No caso da molécula de DNA|
a guanina se liga com a citosina através de trés pontes de hidrogénio, enquanto a
adenina se liga com a timina através de duas pontes de hidrogénio. E justamente esse
pareamento especifico das bases que permite a replicagdo da molécula de DNA [21].

A Figura mostra um desenho esquemaético da molécula de DNA, com suas
respectivas bases, além das pontes de hidrogénio que mantém unidas as duas fitas que

compoem a molécula de DNA.

IA ligacdo glicosidica ¢ uma ligacdo covalente na qual o grupo hidroxila da pentose se une ao
hidrogénio da base nitrogenada, produzindo agua.
**Essa ligagao ocorre entre o grupo hidroxila ligada ao carbono 3’ da pentose de um nucleotideo e
o fosfato no nucleotideo seguinte [11].
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Figura 3.2: Desenho esquemético da molécula de DNA, com o pareamento das bases nitro-
genadas e as pontes de hidrogénio.

3.2.1 O DNA do fago A

O fago A ¢ um virus que infecta a bactéria E. Coli [23]. O DNA do fago A ¢
ideal para nossos experimentos, devido ao seu tamanho. Uma molécula de A\ - DNA

possui cerca de 48.500 pares de base, o que resulta em um comprimento de contorno

médio de 16,5um [11].

3.3 Mecanica de polimeros semiflexiveis

Nesta secao, faremos a demonstragao da famosa expressao obtida por Marko e
Siggia em 1995 [9], que ¢ o modelo tedrico utilizado neste trabalho para a obtencao das
propriedades mecénicas dos complexos DNA - cisplatina. As demonstragoes realizadas

nesta secao foram baseadas nas referéncias [911/24].
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3. A molécula de DNA

3.3.1 Energia de curvatura

Para iniciar nossa demonstracao, vamos comecgar com o exemplo mais simples,
a vareta flexivel. A Figura [3.3| mostra uma vareta rigida de comprimento L. que ao ser

deformada, se transforma em um semicirculo de raio R,.

—

! L

Cc

Figura 3.3: Vareta rigida de comprimento L. que, ao ser deformada, se transforma em um
semicirculo de raio R..

O célculo da energia necessaria para realizar essa deformagao pode ser encon-

trado na referéncia [25|, e é dado por

/ifLC
Ecurvatura = 2R2 s (31)

onde ks ¢ a rigidez flexural da vareta, dada por

Ry = YI > (32)
onde Y é o médulo de Young da vareta e I é o momento geométrico de segunda ordem

da secdo reta]

3.3.2 O modelo de Kratky - Porod

O modelo de Kratky - Porod fornece a generalizacao da equagao [3.1] para a
energia de curvatura de um polimero. A equacao pode ser generalizada se notarmos

que o termo 1/R. é a curvatura de um semicirculo, de forma que para uma curva

n métri un T aor é ni maneira similar men
1O momento geométrico de segunda ordem da secdo reta é definido de maneira similar ao momento
de inércia convencional da massa. Em relagdo ao eixo z, por exemplo, temos, I, = [ y?dA, sendo o
plano zy perpendicular ao eixo da vareta.
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3. A molécula de DNA

arbitraria, podemos substituir o termo 1/R? por C? onde C' ¢ a sua curvatura. Para

obtermos a curvatura C', vamos utilizar a Figura [3.4] como guia.

A i(s)

R t(s)

r(s)

= r(s)

>

Figura 3.4: Variacao do vetor posigao e do vetor tangente unitario ao longo de uma curva
arbitraria.

Na Figura 7(3) é o vetor posicao que localiza um ponto da curva. O vetor
unitario f(s) ¢ o vetor tangente a curva em cada ponto.

Do célculo diferencial, temos a seguinte relagao

. or
i(s) = > (3.3)
e a curvatura é dada por
o*r ot
=132 | = |3:] - (3.4)

Substituindo - se a equagao na equacao [3.I] obtemos uma expressao mais
geral para a energia de curvatura de uma vareta rigida. Além disso, realizando uma

integracao para a energia de curvatura por unidade de comprimento, ao longo de um
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3. A molécula de DNA

polimero de forma arbitraria, obtemos de imediato o modelo de Kratky - Porod, que é

dado pela equacao

2

o1 s (3.5)

I
Exp == —

3.3.3 Elasticidade entrépica e comprimento de persisténcia

Vamos considerar novamente a Figura Seja £(0) o valor de #(s) na origem
do polimero e § o angulo entre £(0) e (s) para uma posicdo arbitréaria s qualquer. Para
um circulo de raio R., 6 é o angulo gerado pelo arco de comprimento s e, de imediato,

RS K f¢92

Earc = = . .
2R? 2s (3:6)

A magnitude das flutuacgoes de curvatura, pode ser avaliada através do valor de

<#*>. Este valor quadratico médio é definido por

_ [ 0% exp(—BE)dQ
[ exp(—BE)dQ

onde d2 = sin 0dfde é o elemento de angulo solido e f = 1/kgT, sendo kg a constante

<6 > (3.7)

de Boltzmann e T" a temperatura absoluta.

Se assumirmos o limite de pequenas curvaturas, podemos aplicar algumas sim-
plicagoes, como por exemplo, sinf ~ 0 e £ ~ E,,.. Fazendo uma mudanca de variaveis
(chamando z? = BE,,.), faz com que as integrais na equagao se transformem em

integrais conhecidas, do tipo gaussiana. Logo, o resultado final obtido é

25
<PP>=_——. 3.8
e (38)
O comprimento de persisténcia A do polimero é definido como
A= Bry. (3.9)

O comprimento de persisténcia A nos da uma ideia da rigidez da molécula.

Quanto maior o valor de A, mais rigido é o polimero, apresentando poucas dobras. Por
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3. A molécula de DNA

outro lado, quanto menor o valor de A, mais flexivel é o polimero, apresentando muitas
dobras.

A interpretagao geométrica do comprimento de persisténcia pode ser obtida
através do valor médio do produto escalar entre os vetores unitarios £(0) e £(s). Repare
que

~

< £(0)-#(s) > = < cosf >, (3.10)

que tem valor méximo unitario.
Fazendo a aproximacao para pequenas flutuacoes, onde 6 é pequeno, podemos
fazer a seguinte aproximacao cos ~ 1 - 6%/2, de onde obtemos
. < 6> s

< 1(0)-#(s) >=1 s =1-71, (3.11)

para a aproximacao em primeira ordem.
O tltimo termo da equacao é a expansao da fungao exponencial em primeira
ordem. De fato, se levarmos em conta os demais termos da expansao, chegamos a

seguinte expressao

< 1(0) - #(s) > = exp (—%) , (3.12)

onde observamos que o comprimento de persisténcia é o comprimento de correlagao da
cadeia polimérica, ou seja, ele mede a distancia ao longo do polimero sobre o qual a
orientacao da cadeia fica descorrelacionada.

Utilizando - se a equagao [3.12], podemos estimar a distancia quadratica média
< r2, > entre as pontas do polimero em fungio do comprimento de persisténcia A e
do comprimento de contorno L, nos limites onde ele é muito rigido (quando L << A)
ou muito flexivel (quando L >> A). Este calculo pode ser encontrado no Apéndice A.
Os resultados sao:

(i) Para L >> A (limite flexivel):

<ri >=2AL, (3.13)
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3. A molécula de DNA

(7) Para L << A (limite rigido):

<ri>x[*. (3.14)

No limite rigido, a distancia quadratica média entre as extremidades do polimero
é o proprio comprimento de contorno ao quadrado, uma vez que nesse regime o polimero

¢ uma vareta rigida.

3.3.4 O modelo Worm - Like Chain (WLC) (modelo Cadeia

Vermiforme)

O modelo Worm - Like Chain (WLC) (modelo Cadeia Vermiforme) descreve de
maneira satisfatoria o comportamento de polimeros semiflexiveis ao serem submetidos
a uma forga externa, tanto para estiramentos pequenos (proximos a conformagcao de
equilibrio) quanto para longos (proximos a conformagao retilinea), desde que as forgas
aplicadas sejam suficientemente pequenas (< 5 pN). Esses dois limites serao tratados

separadamente e, no final, obteremos a expressao valida para qualquer estiramento.

Estiramentos préximos da conformacgao de equilibrio

Para pequenos estiramentos, a forca pode ser aproximada pela lei de Hooke,

F=—kz, (3.15)

onde z é o estiramento da molécula.
Podemos escrever a extensao z do polimero como a distancia quadratica média

entre as duas extremidades do polimero

z=1/<71% > (3.16)

Mas, para o limite flexivel (L >> A), podemos usar a equagao para escrever

22 V2AL . (3.17)
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3. A molécula de DNA

Usando o principio da equiparti¢ao da energia teremos que

1 3
< 5]%22 > = §kBT , (318)

e usando a equacao [3.17, achamos a constante de mola k,

 3kgT
- 2AL

(3.19)

Para finalizar, podemos escrever a forca aproximada para este regime como

3]€BT z
F=- —. 2
2A L (3:20)

Estiramentos longe da conformacao de equilibrio

Neste regime, a molécula de DNA esta bastante esticada. A energia aproximada
para esse regime pode ser escrita como a energia do modelo de Kratky - Porod, ex-
cluindo o trabalho exercido pela forga, para manter a molécula nesta configuragao, ou
seja,

2

ot ds — Fz, (3.21)

1 L
Ewro = Eﬁf/o 0s

onde a for¢a F' aqui é um vinculo, ou seja, um multiplicador de Lagrange para manter

z constante.
Neste regime, z ~ L de forma que o vetor t é praticamente paralelo a curva
7(s), que descreve a conformacdo da molécula. Diante disso, a componente ¢, se

torna muito maior que ¢, e t, e, podemos escrever

f=tyi+t,5+tk (3.22)

({7 = [tal® + 1ty + |t = [t + ]t =1, (3.23)

onde |t |* = [t.|* + |t, %
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3. A molécula de DNA

Uma vez que |t,| = /1 — |t |? e |t1|* << 1, podemos fazer a aproximagao em

primeira ordem

It |

|tz|§1_
2

(3.24)

Como consequéncia da mesma aproximacao, é possivel escrever ainda que z =

fOL |t.|ds. Substituindo estas relagdes na equagao [3.21, obtemos

2 L |tJ_|2
ds—F/ (1— )ds:
0 2

o |
0s

ot

O0s

1 L
EWLC = §]§BTA/
0

1 L
|
2 0

onde fizemos a aproximagao 0t/ds = 0t /Os uma vez que t, é praticamente constante

A ds— FL , (3.25)

g
kpT' +

ao longo do polimero.
Utilizando a transformada de Fourier para fazer a decomposicao da energia em

modos normais, temos

ﬂ@Z/%wWMM®, (3.26)

onde obtemos como resultado

_ 1 dq 2 L RN
EWLC = 2]{?BT/ o {Aq + kBT:| |tL(q)| FL. (327)

A partir da equagao m podemos calcular o valor quadratico médio de |, |.

Este calculo foi realizado no Apéndice B, e o resultado obtido é

kpT
< |t >= \/% . (3.28)

Utilizando a aproximagao z/L = |t,| = 1 — [t, |*/2, teremos

z 1 [kgT

que ao isolar F', obtemos a expressao para a for¢a no regime de longos estiramentos,

26



3. A molécula de DNA

kT

F
4 A

1
S| (3.30)
)]

zZ
(1-%
Estiramentos arbitrarios

Uma pergunta bastante plausivel que poderiamos fazer ao olhar para a equagao
[3.30] seria a seguinte: ao expandirmos a equagao [3.30] em primeira ordem, obterfamos
a equacao , ou seja, a equagao para estiramentos longos (equagao conteria a
equagao para pequenos estiramentos (equagao ? Surpreendentemente, a resposta

é nao! De fato, ao expandirmos a equagao [3.30] obtemos

kgT (1 z
FO o B2 (2~ 31
A \ata) (3:31)

que é diferente da equagao [3.20

Utilizando - se uma interpolagao, Marko e Siggia solucionaram esse problema,
ao acrescentar dois termos para fazer a corre¢ao da equagao para grandes estiramentos.
Esses dois termos, entretanto, sao despreziveis quando z ~ L mas fornecem a expressao
correta para pequenos estiramentos quando a expansao em primeira ordem é realizada.
A corregao utilizada foi somar o termo z/L — 1/4 dentro do colchete da equagao m
Com isso, obtemos a expressao de Marko e Siggia para a forca entropica da molécula

de DNA em fungao da extensao [9],

_ kgT
T A

3+——i—3—4. (3.32)
Loa(-5)7 4

A equagao [3.32 apesar de ser valida para estiramentos arbitrarios, possui ainda

algumas limitacoes, por ser tratar de uma aproximagao. Repare que a equacao diverge
quando fazemos z = L, portanto, sua validade vai até z ~ 0,99L [9]. Além disso, a
equagao ¢ valida somente quando as forcas aplicadas nao sao suficientes para deformar

as ligagoes quimicas entre os nucleotideos, no chamado limite entrépico.
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3. A molécula de DNA

3.4 Interacao DNA - ligantes

Nesta secao, faremos uma descri¢ao da bioquimica béasica dos modelos de inter-
acao entre ligantes, no equilibrio quimico. Faremos a demonstracao da equacao de Hill,
que fornece alguns parametros quimicos importantes, dentre os quais podemos citar:
a constante de ligagdo aparente e o coeficiente Hill. Partiremos de um modelo mais
simples, o modelo de Michaelis - Menten, para entao chegar ao modelo de Hill para a

interacao entre ligantes.

3.4.1 O modelo de Michaelis - Menten

O modelo de Michaelis - Menten foi proposto em 1913 por Leonor Michaelis
e Maud Menten para generalizar as ideias propostas por Victor Henri, que em 1903,
apresentou suas ideias para a catélise enzimatica [21].

Seja a reacao quimica representada pela Figura [3.5]
ATIN
A+B—C
Ka

Figura 3.5: Reagao quimica entre dois compostos A e B resultando no composto C.

Nesta reacao quimica, duas moléculas diferentes, A e B, se associam para formar
o composto C.
A constante de associacao intrinseca, K;, é dada pela razao entre a concentracao
do produto e o produto das concentracoes dos solutos, ou seja,
€]

K, = A5 (3.33)

Por outro lado, a constante de dissociacao, K, é dada pelo inverso da constante

de associacao intrinseca

_ 4B (3.34)
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Agora, considere que [A] = C}, ou seja, a concentragao de ligantes livres em
solucdo (proteinas, farmacos), [B] = Cj, — Cp, o ntmero de sitios livres da molécula de
DNA onde o ligante pode se ligar e [C] = C}, a concentragao de sitios ligados. Cy, é a
concentracao de pares de base do DNA, uma constante.

Substituindo na equagao teremos

Cy

Ki=————.
Of(obp - Cb)

(3.35)

Seja r a razao de sitios ligados por par de base, ou seja, r = Cp/Ch,. Substituindo

- se na equacao [3.35| e isolando r, obtemos a equacao de Michaelis - Menten

K.C,

=t 3.36
1+ K,Cy’ ( )

r

que relaciona a fracao de sitios ligados com a concentracao de ligantes livres em solucao.
O grafico da razao de sitios ligados, r, em funcao da concentracao de ligantes livres em

solucao, C, é mostrado na Figura

r

‘C; (M)

Figura 3.6: Grafico da razao de sitios ligados, , em fungao da concentragao de ligantes livres
em solugao, Cr. O valor de r estd compreendido entre 0 < r < 1.

E importante ressaltar, entretanto, que o modelo de Michaelis - Menten nao
leva em conta a cooperatividade entre os compostos, ou seja, o modelo nao leva em

conta o fato de que a ligagao quimica entre um ligante e um outro composto possa
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3. A molécula de DNA

facilitar ou dificultar a interacao da proxima molécula do ligante com o composto. Isso
¢é equivalente a dizer que a constante de associacao intrinseca, K;, é realmente uma

constante.

3.4.2 O modelo de Hill

Embora o modelo de Michaelis - Menten explique a interacao de varios ligantes,
ele nao é capaz de explicar os compostos que seguem uma cinética nao - michaeliana,
como mostrado na Figura [3.8]

Historicamente, o modelo de Hill foi proposto por A. V. Hill em 1910, para
explicar a interagao do oxigénio com a hemoglobina@ [26]. A Figura mostra a

reacao de interagao entre o oxigénio e a hemoglobina.

[He] + n[O,] = [HeO,]

Figura 3.7: Reagao de interacao entre o oxigénio e a hemoglobina, presente no interior das
hemaécias. O ndmero n representa o nimero de sitios da hemoglobina onde o oxigénio pode
se ligar.

A constante de ligacao aparente, K 4, é definida pela razao entre a concentragao
do composto resultante, [H.Os|, e o produto das concentragoes dos solutos, sendo o
segundo deles elevado ao niimero de sitios de ligacao n.
[H 602]

Ky = AR (3.37)

Se cada oxigénio que se liga com a hemoglobina possuir a mesma constante de

associagao intrinseca, K;, entao, a seguinte relagcao ¢ valida

Ki=K". (3.38)

Seguindo com a nossa analise, podemos escrever a equacao [3.37 da seguinte

forma

A hemoglobina é uma proteina presente nas hemacias (H.), cuja fungdo é absorver e transportar
0 oxigénio presente no sangue.
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3. A molécula de DNA

[HeOﬂ
[OZ]H([He] - [H€O2]) ’

onde o termo ([H.] — [H.Os]) representa o nimero de sitios livres na hemoglobina onde

K=

(3.39)

o oxigénio pode se ligar.
Seja r fracdo de sitios ligados, ou seja, r = [H.Os]/[H,|. Substituindo - se na

equagcao |3.39| e isolando r, obtemos a equagao de Hill

r= KalOo]" _ K70,
1+ K4[O9]" 14 KPMOo]™’

(3.40)

onde o parametro n, conhecido como coeficiente Hill, possui duas interpretacoes:

a) Representa o numero de sitios do substrato disponiveis para a liga¢ao, como
discutido anteriormente.

b) Representa o parametro de cooperatividade, de forma que,

(i) n > 1 — K; aumenta com o aumento de n — cooperatividade positiva.

(77) n < 1 — K; diminui com o aumento de n — cooperatividade negativa.

(7)) n =1 — K4 = K; — nao ha cooperatividade entre os ligantes, como no
caso do modelo de Michaelis - Menten.

r

[O, 1)

Figura 3.8: Grafico da razao de sitios ligados, r, em func¢ao da concentracao de ligantes livres
em solugdo, [Oz], em um caso onde a cooperatividade é positiva (n >1).

A Figura mostra o grafico da razao de sitios ligados, r, em funcao da con-
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centragao de ligantes livres em solugao, [Os], em um caso onde n > 1. Nesse caso, a
curva mostrada é uma sigmoide.

Entretanto, devemos ressaltar que o modelo de Hill apresenta ainda algumas
limitagoes e que, de fato, o modelo fornece informagoes mais precisas somente quando
[27]:

(i) A cooperatividade entre os ligantes é positiva.

(i) Os ligantes sao pequenos, ocupando apenas um tnico sitio da rede.

(7ii) Deseja - se obter informagoes envolvendo apenas dois estados: rede vazia

ou preenchida o méaximo possivel (equilibrio quimico).
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Capitulo 4

Uso da pinca 6ptica e da
videomicroscopia na caracterizacao da

interacao DNA - cisplatina

Nesse capitulo faremos uma descricao do farmaco utilizado, apresentaremos os
detalhes da preparagao das amostras e discutiremos os métodos empregados para es-

tudar as propriedades mecéanicas da molécula de DNA.

4.1 Cisplatina

A cisplatina, como serd discutido em sequéncia, recebeu grande atencao da
comunidade cientifica desde a sua descoberta, devido ao seu amplo potencial anticar-
cinogénico. A descoberta de sua atividade antitumoral constituiu um marco para a
Quimica e para a Medicina e, desde entao, varios compostos metélicos tém sido am-

plamente estudados.

4.1.1 Um breve historico

A cisplatina foi sintetizada pela primeira vez por Michele Peyrone em 1845 e,
por isso, o composto ficou conhecido durante décadas como cloreto de Peyrone. Em
1893, 48 anos apoés sua sintese, Alfred Werner publica seu importante trabalho no qual

apresenta a estrutura do cloreto de Peyrone, que pouco tempo depois seria conhecido
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interacao DINA - cisplatina

como cisplatina. Werner mostrou que a cisplatina era um composto planar que possuia
dois isémeros: o cis-DDP e o trans - DDPf] [2§].

Embora a estrutura da cisplatina tenha sido elucidada em 1893, somente em
1965 a sua atividade biologica foi descoberta, por acaso, pelo fisico Barnet Rosenberg
e seus colaboradores. Em um experimento cujo objetivo era estudar o efeito do campo
elétrico no crescimento da bactéria Escherichia coli, Rosenberg et al. verificaram que
a divisao celular era inibida e, durante o processo, as células de Escherichia coli, como
nao podiam se dividir, cresciam formando filamentos alongados. A observacao feita por
Rosenberg et al. era que a eletroélise ocorrida no eletrodo de platina imerso em cloreto de
amonia, liberava alguns compostos de platina que, como Rosenberg postulou, poderiam
ser usados como agentes antitumorais [29,30].

Estudos posteriores demonstraram que a cisplatina era o composto de maior
eficicia no tratamento de tumores. Experimentos realizados em camundongos
mostraram que a cisplatina foi capaz de inibir completamente o crescimento dos tu-
mores sarcoma 180 e leucemia 11210, que sao modelos de tumores usados para ensaios
farmacologicos [31].

O tratamento com a cisplatina em humanos comegou na década de 70, apos a
aprovacao da agéncia americana FDAE], em 1978. A cisplatina foi usada inicialmente
em pacientes terminais e posteriormente em tumores localizados, principalmente no

sistema geniturinario, tendo sido langado no mercado americano em 1979. [32,33].

4.1.2 Aspectos biolbégicos

A cisplatina é um farmaco potente amplamente utilizado em tratamentos
quimioterapicos, dentre os quais podemos citar: canceres de cabeca, pescoco, pul-
moes e sistema geniturinario [7]. A cisplatina teve um éxito especial no tratamento do
cancer testicular, uma doenca que possuia uma baixa taxa de recuperagao e que era

considerada praticamente letal |33]. Desde a descoberta de sua atividade biologica por

*Essas siglas sdo abreviagoes para os compostos cis - diaminodicloroplatina (II) e trans - diamin-
odicloroplatina (II), respectivamente.

'FDA ¢é a abreviacao para U. S. Food and Drug Administration, que é a agéncia americana regu-
ladora de alimentos e medicamentos.
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Rosenberg et al., um esforgo enorme foi feito para elucidar seu mecanismo de agao.

A Figura [£.1] mostra os isoémeros cis - DDP e trans - DDP.

Cl

NHa\Pt /CI NHa\Pt /
NHa/ \m of \NHa

(a) (b)

Figura 4.1: (a) O isomero cis-DDP e (b) o isomero trans-DDP.

E bem estabelecido na literatura [28,33,34] que o isdbmero trans - DDP néo possui
atividade antitumoral, ou seja, esse isdbmero nao é capaz de suprimir a reproducao de
células Cancerosa&ﬂ. Diante disso, somente o isdbmero cis - DDP é o farmaco cisplatina
propriamente dito.

A cisplatina é um composto planar cuja férmula molecular é dada por:
[Pt(NH3)2Cly]. A cisplatina ¢ um farmaco inicialmente inerte e o composto somente
atinge a sua formula ativa ao sofrer uma hidrélise. Em solucao aquosa os dois fons
cloreto se dissociam do atomo central de platina e duas moléculas de agua ou dois
fons hidréxido se juntam a molécula para transformar a cisplatina no seu estado
ativo [35)36]. O estado ativo da cisplatina ¢ dado pelas seguintes formulas molecu-
lares: [Pt(NHj3)o(Hy0)o|*™ e [Pt(NH3)o(OH)o| [28].

Embora a cisplatina possa se ligar covalentemente a varias biomoléculasﬁ, h& um

consenso na comunidade cientifica que o DNA ¢é o principal alvo da cisplatina [34,37].

"Esse isomero consegue se ligar a molécula de DNA mas é incapaz de gerar uma lesao a nivel
intramolecular capaz de suprimir a replicagao do DNA.
§A cisplatina pode se ligar, alem do DNA, com o RNA ,a glutationa e com algumas proteinas.
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Existem basicamente cinco maneiras nas quais a cisplatina pode se ligar ao
DNA: (a) 1,2 - ligagao cruzada intrafita GG (do termo em inglés, 1,2 - GG intrastrand
crosslink) (b) 1,3 - ligagao cruzada intrafita GNG (c) 1,2 - ligagao cruzada intrafita
AG (d) monoaduto, ligagao cruzada DNA - proteina (do termo em inglés, monoadduct,
crosslink DNA - protein) e (e) 1,2 - ligagao cruzada interfita GG (do termo em inglés,
1,2 - GG interstrand crosslink). A Figura exemplifica essas ligacgoes.

1,2 - ligagdo cruzada HQN"”"""Pf
intrafita GG (a) H.N
3

wwpt===NH3 4 2 _Jigagdo cruzada
“NH, intrafitaAG  (c)

NH;
Ff:t""""NHE' monoaduto, ligagdo (d)
; cruzada DNA - proteina
1,3 - ligagdo cruzada HgNw,, = E,
intrafita GNG  (b) /Pt
HzN
~MNH3
WPt 1,2 - ligagdo cruzada

\NH interfita GG (e)

Figura 4.2: As ligagoes entre a cisplatina e o DNA: (a) 1,2 - ligacao cruzada intrafita GG
(b) 1,3 - ligacao cruzada intrafita GNG (c) 1,2 - ligagao cruzada intrafita AG (d) monoaduto,
ligagao cruzada DNA - proteina e (e) 1,2 - ligagao cruzada interfita GG.

E importante observar que a cisplatina se liga, quase que exclusivamente, com as
bases nitrogenadas adenina e guanina, que sao semelhantes em sua estrutura quimica
[33]. Entre essas duas bases nitrogenadas, ha uma clara preferéncia da cisplatina em se

ligar com a guanina [38-40|. De fato, ndo ha nenhum registro na literatura da ligacao
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da cisplatina com as bases nitrogenadas timina e citosina. A Figura mostra as

ligacoes entre a cisplatina e as bases nitrogenadas adenina e guanina, respectivamente.

H H
HoN llfHH " I\ld/HH
AT a
AN \ H N\ NH
Pt N~ Pt

0
VAN on [

I, X

/ NHQ / NHQ
(a) (b)

Figura 4.3: A interacao da cisplatina com as bases nitrogenadas (a) adenina e (b) guanina.

Como também pode ser visto na Figura , a ligacao principa]m entre a cis-
platina e a bases nitrogenadas se da através do atomo central de platina e o a&tomo de
nitrogénio localizado na posicao N7. Note que a ligagao entre a cisplatina e a guanina
é mais estavel, pois existe a formacao de uma ponte de hidrogénio entre o nitrogénio
da molécula NH; com o oxigénio exociclico [28].

Utilizando - se as técnicas de ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de
raio - X e eletroforese, varios autores reportam na literatura que as principais ligagoes
entre a cisplatina e o DNA sao: 1,2 - ligacao cruzada intrafita GG e a 1,2 - ligagao
cruzada intrafita AG [33,3741-43|. Essas ligagoes sao responsaveis por aproximada-
mente 90% dos adutos formados entre a cisplatina e o DNA [37,43|. Devido a geometria
do isébmero trans - DDP, este nao é capaz de formar nenhum dos adutos supracitados
e, diante disso, acredita - se que esses adutos sejam os responsaveis pela citotoxicidade

da cisplatina [33].

Y0 termo ligacdo principal aqui s6 faz sentido na ligacdo entre a cisplatina e a guanina, uma vez
que a ligacao entre a cisplatina e a adenina se da somente através da ligagao entre o 4&tomo central de
platina e o nitrogénio localizado na posigao N7.
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As ligagoes 1,2 - ligagao cruzada intrafita GG e a 1,2 - ligagao cruzada intrafita
AG, causam fortes perturbagoes estruturais na molécula de DNA, entre as quais pode-
mos citar: dobras na molécula, desenrolamento parcial na estrutura de dupla hélice
e loops [41/44-46|. Essas mudancas estruturais afetam o papel biologico do DNA e,
segundo alguns estudos, isso leva a inibi¢ao da replicacao [42)47], da transcri¢ao [42/48]

e a inibigao de enzimas que fazem o reparo do DNA [42/49).

4.1.3 Aspectos clinicos

A Figura[£.4) mostra um esquema do “caminho” seguido pela cisplatina, apos ser

administrada aos pacientes.

NH
NHa\ /c| N /CI
Pt\ Pt
NH;,/ Cl CI/ \NHa
cis - DDP trans - DDP

[Cl-lextracelular = 100 mM

N/ ¢ celular
Pt _ i
NHa/ N Cl [ci ]intracelular x4 mM

hidrélise
DNA {— NHa\ /c)|.|2-I2+ —} Proteinas
Pt
RNA NH. “oH
‘_ 3 2 —} Glutationa

Figura 4.4: “Caminho” seguido pelas moléculas do farmaco, apos ser administrado por via
intravenosa.

A cisplatina é administrada aos pacientes com cincer por via intravenosa e,

enquanto o farmaco esta na corrente sanguinea, onde a concentracao de ions cloreto é
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alta (~ 100mM) nao ha alterac@o nas moléculas do farmaco. Somente apos atravessar
a membrana celular, ja dentro do citoplasma, onde a concentracao de ions cloreto é
mais baixa (~ 4mM), é que ocorre a dissociagdo dos fons cloreto nas moléculas do
farmaco, levando a cisplatina a sua forma ativa [33]40]. Como dito anteriormente, a
cisplatina pode se ligar a varias biomoléculas, mas apenas ~ 1% do total de cisplatina
administrada inicialmente que se liga ao DNA, é responsavel pela citotoxicidade do
composto [33].

Infelizmente, a cisplatina, como outros quimioterapicos, gera varias efeitos co-
laterais, dentre os quais podemos citar: problemas renais [50| e gastrointestinais [51].

Hoje em dia, sao estudadas novas técnicas de administracao do farmaco que
diminuam seus efeitos colaterais e que nao prejudique sua agao antineoplésica. Es-
tas técnicas incluem a utilizagao de protetores quimicos [52| bem como a diluigao do
farmaco em solugao salina hipertonica [53]|. Além disso, novos farmacos vem sendo de-
senvolvidos para substituir a cisplatina devido a sua toxicidade e a resisténcia celular

ao farmaco [54].

4.2 Preparacao das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho consistem em uma solucao aquosa de
PBS (Phosphate Buffer Saline) com uma concentragdo de NaCl = 140mM, além das
microesferas de poliestireno com um diametro de 3,0 pum e o DNA. Utilizando o pro-
tocolo desenvolvido por Shivashankar et al. 8], uma ponta do DNA ¢é adsorvida na
laminula do porta - amostra e a outra ponta é adsorvida & microesfera de poliestireno.
Utilizando a pinga Optica para aprisionar a microesfera é possivel entao, realizar os

estiramentos da molécula de DNA.

4.2.1 Construcao do porta - amostras

O nosso porta - amostra consiste de uma laminula (Corning) com uma espessura
de aproximadamente 0,15 mm, uma outra laminula que serve como uma tampa, além

de um anel de borracha do tipo O - ring com um diametro de 0,7 cm.
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Utilizando - se um aquecedor, derretemos parafina para colar o O - ring na
laminula da Corning. A solucao contendo o conjunto DNA - microesferas é entao
colocada no interior do O - ring e a outra laminula é colocada acima do O - ring

servindo de tampa.

4.2.2 Preparacao da solucao DNA - microesferas

Em um microtubo, do tipo eppendorf, previamente limpo (E1) adicionamos 1,5
mL de PBS pH 5.5. Em um outro microtubo, do mesmo tipo, também previamente
limpo (E2), colocamos 136 pl. de PBS pH 5.5. No microtubo E1, colocamos 1 uL da
solucdo estoque de microesferas de poliestireno com 3,0 pm de didmetro (Polysciences,
Cat. # 17134 - 15). Com o auxilio de um agitador, a solu¢do é entdo homogeneizada.
Retiramos 180 uL da solug¢ao contida no microtubo (E1), e colocamos no microtubo
(E2), mais uma vez homogeneizando a solugao.

A solugao estoque de A - DNA (Promega Corp., Cat # D1501, C = 500 ug/mL) é
entao colocada em um banho térmico a 55°C durante 10 minutos. Retiramos 5 pL dessa
solugao estoque e a adicionamos no microtubo (E2). A solu¢ao contida no microtubo
(E2) é entao homogeneizada cuidadosamente e, em seguida, é deixada em repouso por
20 minutos. Finalmente, todo o conteido do microtubo (E2) é colocado no porta -
amostra utilizando - se uma micropipeta.

O porta - amostra é entao tampado utilizando - se uma outra laminula de vidro
e aguardamos aproximadamente 18 horas para que as moléculas de DNA adsorvam na
laminula de vidro e nas microesferas.

A solugao aquosa de DNA - microesferas obtida ao final do procedimento possui
uma concentragao de Cpya = 5,51 pug/ml, o que corresponde a uma concentragao de
pares de bases de Cy, = 8,9 uM.

Ao térmico das 18 horas de incubacao, retiramos cuidadosamente a tampa do
porta - amostras e utilizando a micropipeta, fazemos a retirada de todo o PBS pH
5.5 substituindo - o pelo PBS pH 7.4. Essa troca ¢ necessaria para se obter o pH

intracelular, no qual o DNA se encontra in vivo.
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4.3 Procedimento experimental

Nesta secao descreveremos detalhadamente o procedimento experimental uti-

lizado para a obtengao, a partir da curva forca x extensao, das propriedades mecanicas

da molécula de DNA.

4.3.1 Encontrando um bom conjunto DNA - microesferas

O primeiro passo, apds a preparacao da amostra, para que o nosso experimento
seja bem sucedido é a procura de um bom conjunto DNA - microesferas para a realiza-
¢ao do experimento. A Figura mostra as possiveis configuracoes para o DNA, as

microesferas de poliestireno além do conjunto DNA - microesferas em nossa amostra.

Microesfera de

poliestireno °

Laminula

Figura 4.5: Possiveis configura¢oes para o DNA | as microesferas de poliestireno e do conjunto
DNA - microesferas em nossa amostra.

E possivel encontrar em nossa amostra varias configuracoes, dentre as quais
podemos citar: DNA isolado, DNA aderido & laminula, microesferas de poliestireno
aderidas a laminula, DNA com uma ponta aderida & microesfera mas com a outra
ponta solta, além da situacao que realmente nos interessa que é uma ponta do DNA

adsorvida na microesfera de poliestireno e a outra ponta adsorvida na laminula de

Vidrom.

IDe fato, ao utilizarmos o protocolo de Shivashankar et al. para a preparacio das amostras,
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Inicialmente, procuramos as microesferas que executam movimento browniano,
ou seja, aquelas microesferas que nao estao coladas na laminula. Utilizando - se os
deslocadores acoplados ao microscopio 6ptico, a microesfera é puxada com a pinga
Optica e obtemos duas situagoes:

() A microesfera permanece durante todo o deslocamento dentro do pogo de
potencial da pinga e consequentemente ndo ha DNA colado a microesfera™]

(i) Apos um certo tempo, a microesfera escapa do pogo de potencial da pinga
e esse € um forte indicio que ha DNA colado tanto na microesfera quanto na laminula.
E importante destacar que nio é possivel enxergar o DNA via microscopia dptica e,
dessa forma, a procura pelo DNA é dita indireta.

Mesmo ap6s a configuracao desejada ser encontrada, é importante tomar alguns
cuidados antes da realizagao dos estiramentos: verificar se ndo hé mais de um DNA
colado & microesfera e se 0 DNA esta adsorvido a microesfera pela sua ponta e nao pelo
meio da molécula. Isso pode ser feito esticando o DNA em dois sentidos opostos (+z e
—z, por exemplo) e verificando que o tempo que a microesfera demora para escapar do
poco de potencial da pinga 6ptica seja aproximadamente o mesmo nos dois sentidos.
Obviamente, isso nao garante que haja apenas um tnico DNA colado & microesfera

nem que o DNA esteja adsorvido & microesfera pela sua ponta, mas é um forte indicio.

4.3.2 Procedimento experimental para a realizacao dos estira-

mentos

Uma vez encontrado um bom conjunto DNA - microesfera, estamos aptos a
realizar os estiramentos. Inicialmente, deixamos o conjunto DNA - microesfera fora da
pinca Optica para que este encontre sua configuragao de equilibrio. Uma vez obtida a
posi¢ao de equilibrio da microesfera, a pinga 6ptica ¢ utilizada entao para captura - la.

O motor piezoelétrico que esta acoplado ao estagio do microscodpio é iniciado e a

filmagem do experimento é iniciada simultaneamente. A velocidade na qual o estagio

obtemos em torno de 5% a 10% de DNA adsorvido tanto na laminula quanto na microesfera, que é a
configuracdo necessaria para a realizacdo dos experimentos.

**Estritamente falando, é possivel que mesmo nessa situagao exista DNA colado a microesfera, mas
a configuracao que realmente nos interessa nao é encontrada nesse caso.
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se deslocaﬁl ¢ constante e, em nossos experimentos, seu valor foi de v = 0,750 pm/s.

A Figura [4.6] mostra um esquema dos estiramentos da molécula de DNA.

Figura 4.6: Esquema da realizagao dos estiramentos da molécula de DNA. Como a velocidade
na qual o estiagio do microscépio se desloca é pequena, o estiramento se d4 em um regime
quase - estatico, de forma que podemos considerar a forca de Stokes aproximadamente zero.

A altura h da microesfera é mantida fixa em 3,5 pm enquanto o estagio do
microscopio se desloca com velocidade constante. Como essa velocidade é muito baixa,
podemos desprezar a forca de Stokes que atua sobre a microesfera e considerar que o
experimento é realizado em um regime quase - estatico, de forma que a forca que o
DNA exerce sobre a microesfera é, em modulo, igual a forca que a pinga éptica exerce
sobre a mesma. A molécula de DNA é esticada até que ela escape do pogo de potencial
da pinca optica. Quando isso acontece, esperamos novamente o DNA retornar a sua
posicao de equilibrio e todo o procedimento discutido acima é repetido. Isso é feito para
que no final do procedimento possamos tomar as médias do valores dos parametros de
interesse, afim de melhorar a precisao do experimento.

Para encontrar a forca que o DNA exerce sobre a microesfera, todo o experi-

mento é filmado com um camera CCD (detalhes podem ser encontrados na F igura

1O porta - amostras contendo a solucio fica dentro do estagio do microscopio e, diante disso, a
velocidade na qual o estigio do microscopio se desloca é igual a velocidade na qual o porta - amostra
se desloca.
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e com isso podemos determinar a posi¢ao do centro de massa da microesfera em funcao
do tempo, x(t). Portanto, conhecendo - se a posi¢ao inicial da microesfera, z(0), quando
esta encontra - se no fundo do pocgo de potencial da pinga 6ptica, podemos calcular a

mudanca da posicao da microesfera, em funcao do tempo, dada por

Ax(t) = x(t) — z(0) . (4.1)

A forga que o DNA exerce sobre a microesfera@ em fungao do tempo, é dada

por

F(t) = kAz(t) (4.2)

onde k é a constante de forca da pinga Optica.
A Figura mostra a curva tipica obtida com esse procedimento, além do
ajuste feito utilizando - se 0 modelo WLC [9]. Desse ajuste, obtivemos o comprimento

de contorno L e o comprimento de persisténcia A da molécula de DNA.

2.5

1.5

F (pN)

0.5

0 5 10 15 20

Xona (Um)

Figura 4.7: Curva tipica da componente z da for¢a x extensao do DNA. O ajuste ¢ feito
utilizando - se a equagao [4.3

HRepare que esta forca é igual a forca optica gerada pela pinca quando a microesfera se desloca
dentro do poco de potencial da pinga. No entanto, conforme ja discutimos acima, esta forga é igual,
em modulo, a forga que a molécula de DNA exerce sobre a microesfera, visto que o experimento é
realizado em um regime quase - estatico.
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No entanto, como estamos realizando o experimento na direcao x, é mais conve-
niente utilizar a componente z da equagao[3.32] Observe na Figura[1.6] que a extensao
do DNA, z, ¢ dada por z = \/2% 4+ h?> e F, = Fcost = F(xpna/z). A altura h é
fixa durante todo o experimento e seu valor é 3,5 um. Substituindo - se na equacao

obtemos a expressao final da componente x da forca, dada por

p kBT |y Thya + 1 n 1 1 TDONA (4.3)
T 2 - = gy =———————— .
. Y PR e S NG T

Para a molécula de A - DNA pura, obtivemos com o procedimento descrito acima
os valores do comprimento de contorno e de persisténcia, respectivamente, iguais a:
L=(16,5+1) um e A= (50 £ 3) nm, obtidos com uma média de 7 estiramentos com
uma mesma molécula de A - DNA. Nossos resultados possuem grande semelhanga com
os dados encontrados na literatura [55,56| e, portanto, o procedimento pode ser usado
para estudar a variacao das propriedades mecanicas da molécula de DNA ao interagir

com a cisplatina.

4.3.3 Adicao do farmaco na amostra

Uma vez realizado todos os estiramentos com a molécula pura de A - DNA] era
necessario incluir o farmaco na amostra. A Figura [4.§8| ilustra esse procedimento.

A cisplatina utilizada em nossos experimentos foi produzida pela Sigma - Aldrich
e as aliquotas contendo o farmaco foram preparadas de forma a fornecer uma faixa de
concentragao que variava desde 10 uM até 100 puM. Uma outra aliquota foi preparada
para se obter uma concentracao especifica de 2 mM.

As aliquotas contendo o farmaco eram inseridas na amostra utilizando - se a
micropipeta e levando esta diretamente até a amostra, de forma que a concentracao do
farmaco podia ser livremente modificada.

A mesma aliquota era inserida e retirada algumas vezes da amostra para garan-

tir que a concentracao do farmaco na amostra fosse praticamente a mesma daquela
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Figura 4.8: Tlustragdo do procedimento usado para a troca das aliquotas contendo a cis-
platina.

previamente preparada no microtubo.
E importante ressaltar que esse procedimento de adigao e troca do farmaco é
extremamente importante, uma vez que permite realizar o experimento completo com

a mesma molécula de DNA, para varias concentragoes do farmaco.
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Capitulo 5

Resultados e discussao

Nesse capitulo apresentaremos detalhadamente os resultados obtidos para a in-
teracao da cisplatina com o DNA. Além disso, vamos discutir o modelo proposto para
explicar o comportamento do comprimento de persisténcia em funcao da concentracao
de cisplatina e algumas das propriedades mecéanicas dos complexos DNA - cisplatina,
dentre as quais podemos citar: o raio de giro e a distancia maxima ponta - & - ponta

dos complexos DNA - cisplatina.

5.1 Cinética da interacao DNA - cisplatina

Inicialmente, a fim de caracterizar a escala de tempo que o complexo de DNA
- cisplatina levava para atingir o equilibrio quimico, nés estudamos a cinética desta
interacao. A partir desses experimentos, foi possivel fazer um estudo das mudancas
das propriedades mecanicas do complexo DNA - cisplatina em funcao do tempo de
difusao da droga na amostra.

Como explicado na se¢ao inicialmente era feito o estiramento da molécula
de DNA pura, a fim de calibrar o sistema e garantir que o mesmo fornecia resultados
confidveis. A mesma molécula era esticada 7 vezes, para verificar a reprodutibilidade
dos resultado e, portanto, os resultados encontrados sao as médias para cada um desses
estiramentos. E importante destacar que as médias sdo feitas para os resultados en-
contrados para os 7 estiramentos realizados na mesma molécula de DNA, ou seja, nao

estamos recorrendo a média sobre varias moléculas de DNA.
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Uma vez finalizado os estiramentos da molécula pura, a solucao de PBS era
substituida por uma outra solu¢ao de PBS contendo o farmaco a um concentragao Cr.
Os detalhes dessa substitui¢cdo podem ser encontrados na segao [4.3.3

Os estiramentos eram entao, repetidos sequencialmente apds a espera de um
certo intervalo de tempo escolhido previamente.

A Figura mostra o comportamento do comprimento de persisténcia do com-
plexo DNA - cisplatina em fun¢ao do tempo para uma concentracao fixa do farmaco

na amostra, Cpr = 2 mM.
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Figura 5.1: Comportamento do comprimento de persisténcia A em fun¢ao do tempo de
difusdo da droga, para um concentragao fixa de farmaco na amostra, Cr = 2 mM. Observe
que o valor de A decresce em funcao do tempo, indicando que a flexibilidade dos complexos
aumenta a medida que o equilibrio quimico é atingido.

Observe que o comprimento de persisténcia diminui em funcao do tempo de
difusao da droga, indicando que a flexibilidade dos complexos aumenta a medida que o
equilibrio quimico é atingido, com mais farmaco se ligando a molécula de DNA. Esses
resultados estao de acordo com alguns resultados reportados na literatura, realizados
com microscopia de forga atoémica [46] e microscopia de fluorescéncia [57], no qual
a compactacao da molécula de DNA pela cisplatina é verificada. Como discutido por
esses autores, a compactagao do DNA ¢é devido aos adutos e as ligacoes cruzadas que sao

formadas entre os diferentes pares de bases do DNA, introduzindo loops que reduzem
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a distancia ponta - & - ponta dos complexos em equilibrio.

Em nosso caso, no qual os experimentos sao realizados com forcas muito pe-
quenas, esses adutos e ligacoes cruzadas nao podem ser rompidos enquanto o DNA
é esticado e, portanto, nés observamos um decréscimo no valor do “comprimento de
contorno aparente” medido ajustando a curva de forga x extensao com a equagao 4.3
Devemos ressaltar, entretanto, que o resultado obtido nesse procedimento nao fornece
o valor real do comprimento de contorno dos complexos, uma vez que essa grandeza ¢é
definida como sendo o comprimento total ao longo da cadeia polimérica, que nao pode
ser obtido diretamente dos nossos experimentos, devido aos loops que sao introduzidos
ao longo da molécula de DNA pela cisplatina. Portanto, para caracterizar o tamanho
dos complexos, n6s medimos a distancia maxima ponta - a - ponta, R..(max), isto é, a
extensao maxima dos complexos DNA - cisplatina imediatamente antes da microesfera
escapar do poco de potencial da pinga 6ptica. Mesmo que essa grandeza apresente uma
pequena variagao entre um estiramento e outro, devido ao movimento browniano da
microesfera, sua média, obtida com uma série de estiramentos, é bem caracterizada.
Uma vantagem em caracterizar o tamanho dos complexos dessa maneira, ao invés de
utilizar o comprimento de contorno, é que essa grandeza pode ser medida diretamente,
isto é, ela é independente de qualquer modelo ou ajuste utilizado.

A Figura mostra o comportamento da grandeza R..(maz), para o mesmo
complexo DNA - cisplatina mostrado na Figura [5.1]

E possivel observar na Figura que, assim como o comprimento de persistén-
cia, A, a extensdo maxima, R..(mazx), decresce a medida que o equilibrio quimico é
atingindo, indicando que a molécula de DNA esté realmente sendo compactada pela
acao da cisplatina.

Uma outra grandeza importante que pode ser usada para caracterizar o tamanho
dos complexos DNA - cisplatina é o raio de gird®| que pode ser calculado diretamente
dos nossos dados. De fato, esse é o melhor pardmetro para descrever a compactacao
da molécula de DNA, uma vez que ele fornece uma informacao direta sobre o tamanho

dos complexos DNA - cisplatina. Para polimeros semiflexiveis no regime entrépico com

*O raio de giro, R, é uma espécie de medida efetiva do raio da esfera que representa o volume
esférico ocupado pelo polimero em solugao.
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Figura 5.2: Extensao méxima, Re.(max), em fun¢ao do tempo de difus@o do farmaco. Ob-
serve que, assim como o comprimento de persisténcia, A, a extensdo maxima, Re.(mazx),
decresce a medida que o equilibrio quimico é atingindo, indicando que a molécula de DNA
esté realmente sendo compactada pela acao da cisplatina.

L > A, que é o caso do A - DNA, o raio de giro, R, é dado por [27]

R=har (-2 51

onde A é o comprimento de persisténcia e L é o comprimento de contorno.

Portanto, utilizando - se os valores do comprimento de persisténcia encontrados
na Figura e L =16,5 pym ﬂ podemos obter diretamente o raio de giro em funcao
do tempo de difusao do farmaco. A suposicao de que o comprimento de contorno
permanece aproximadamente constante ¢ bastante razoavel, uma vez que os adutos
e as ligacoes cruzadas introduzidas pela cisplatina nao modifica significativamente a
distancia entre os pares de bases consecutivas ao longo da cadeia polimérica [46].

Alternativamente, o tamanho dos complexos também pode ser caracterizado
pela distancia de equilibrio ponta - & - ponta do polimero, R..(0), quando nenhuma
forca é aplicada. Essa grandeza pode também ser calculada a partir dos nossos dados.

Para o caso onde L > A, R..(0) é dado por 27|

tValor inicial do comprimento de contorno, antes da adicdo do farmaco.
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Ree(0) = \/QAL (1 - % + ) : (5.2)

onde A é o comprimento de persisténcia e L é o comprimento de contorno.

E possivel notar, através das equacoes e que o comprimento de per-
sisténcia, A, desempenha um papel fundamental para a caracterizacao do tamanho dos
complexos DNA - cisplatina.

A Figura mostra o comportamento das grandezas R, e R..(0) para os dados
obtidos na Figura[5.1]
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Figura 5.3: Comportamento do raio de giro (circulos), Ry, e da distancia de equilibrio ponta
- & - ponta do polimero (quadrados), R..(0), para os mesmos complexos DNA - cisplatina da
Figura Observe que ambas decrescem a medida que o equilibrio quimico é atingido, como
esperado.

O valor de equilibrio obtido para o raio de giro (~ 350nm), concorda bem com o
tamanho tipico dos complexos compactados de DNA - cisplatina medidos por Katsuda

et al. utilizando microscopia de fluorescéncia [57].
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5. Resultados e discussao

5.2 Propriedades mecanicas do DNA em funcao da

concentracao de cisplatina

Uma vez caracterizada a escala de tempo tipica para os complexos DNA - cis-
platina alcancarem o equilibrio quimico, as mudancas nas propriedades mecanicas em
funcao da concentracao de farmaco podem ser determinadas, nas condigoes de equi-
librio. Um modelo foi proposto, a partir do qual detalhes fisico - quimicos da interagao
podem ser deduzidos utilizando - se apenas os experimentos de estiramento, eliminando
- se assim a necessidade da utilizagao de outros métodos complementares, como por
exemplo, dialise do equilibriolﬂ ou outras técnicas Opticas.

A Figura mostra o comportamento do comprimento de persisténcia, A, em

funcao da concentragao de cisplatina na amostra, Cr.
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Figura 5.4: Comportamento do comprimento de persisténcia, A, em fungao da concentragao
de cisplatina na amostra, C7. O formato sigmoidal da curva sugere um mecanismo de ligacao
cooperativo entre a cisplatina e o DNA.

Observe que o comprimento de persisténcia decai monotomicamente com a con-
centracao de farmaco na amostra, corroborando com o fato de que a cisplatina aumenta

a flexibilidade dos complexos DNA - cisplatina. E importante enfatizar que todos os

TA dialise de equilibrio utiliza uma membrana semipermeével que permite que fons atravessem e
se liguem a biomoléculas. Conhecendo - se a concentragao inicial de ions, é possivel determinar a
quantidade de fons ligados, ap6s o equilibrio idnico ser atingido.
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5. Resultados e discussao

dados apresentados na Figura foram obtidos com a mesma molécula de DNA,
mudando - se apenas a concentracao de farmaco na amostra, como descrito anterior-
mente. Nesse experimento, nos esperamos entre 10 - 15 minutos ap6s a mudanca da
concentracao do farmaco na amostra, antes de iniciar o proximo experimento de esti-
ramento. Esse intervalo de tempo foi escolhido em virtude do tempo necessario para
os complexos DNA - cisplatina alcangarem o platé mostrado na Figura[5.1] Nenhuma
histerese foi observada nas curvas de forgas quando os complexos de DNA - cisplatina
eram esticados e relaxados, o que fortalece o argumento que os complexos estavam em
equilibrio [16].

O formato sigmoidal da curva na Figura [5.4] sugere um mecanismo de ligagao
cooperativo entre a cisplatina e o DNA. A cooperatividade desempenha um papel im-
portante nas intera¢oes do DNA com varios tipos de farmacos [58,59] e proteinas [60)].
Em nosso caso, essa cooperatividade surge a partir das mudancas nas propriedades
mecanicas do DNA induzidas pela cisplatina. Intuitivamente, uma cooperatividade
positiva deve ser esperada na interacao DNA - cisplatina, uma vez que as ligagoes
cruzadas e os loops induzidos pela cisplatina ao longo do DNA aproximam diferentes
segmentos que compoem a fita dupla do DNA, a medida que a concentragao do far-
maco aumenta e, portanto, aumenta a probabilidade de ligagao com mais moléculas de
cisplatina, formando cada vez mais ligagoes cruzadas e loops, como pode ser visto na

Figura 9.5

monoaduto

pequenos loops <
M —
diaduto
l agregados
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Figura 5.5: Ilustragao da compactagao da molécula de DNA induzida pela cisplatina. Adap-
tado de [46].
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5. Resultados e discussao

E importante ressaltar que esse trabalho é o primeiro na literatura que verifi-
cou experimentalmente e quantificou esse grau de cooperatividade para a cisplatina.
Como dito anteriormente, noés desenvolvemos um modelo quantitativo simples para en-
tender essa ligacao cooperativa, determinando alguns parametros fisico - quimicos de
interesse, dentre os quais podemos citar: a constante de ligacao aparente e o grau de
cooperatividade. O modelo proposto é descrito abaixo.

O comprimento de persisténcia efetivo, A.sr, de um complexo DNA - ligante
em equilibrio quimico com uma certa quantidade de ligante (a uma concentragao Cr),
pode ser calculado conhecendo - se o comprimento de persisténcia do DNA puro, Ay,
e o comprimento de persisténcia do complexo DNA - ligante saturado, A, através da

relagao [61,62]

1 _1—7’+ T
Acrs A Ay

(5.3)

onde, r = C},/Cy, é arazao entre a concentracao de farmaco ligado, C, e a concentracao
de pares de bases, Cp,. Observe que 0 < r < 1. Uma vez que Ay e A; sao os valores
assintoticos de A.rr quando Cp — 0 e Cp — 00, seus valores sao estimados ajustando

- se uma fungao sigmoide aos dados experimentais da Figura [5.4]
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Figura 5.6: Ajuste sigmoidal realizado sobre os dados experimentais da Figura para a
obtencao dos valores de Ag e Aj.
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5. Resultados e discussao

A Figural5.6lmostra o ajuste sigmoidal feito sobre dados experimentais da Figura
(.4l Os resultados obtidos com o ajuste sigmoidal foram: Ay = 50,5+ 3 nm e A; =
16,8 & 11 nm. O valor obtido para Ag corresponde ao comprimento de persisténcia
para o DNA puro, como esperado. Por outro lado, o valor de A; estd em bom acordo
com aquele obtido por Hou et al. (14,9nm) [46|.

Observe também que a concentragao de farmaco ligado, C, esta relacionada

com a concentragao total de farmaco, C’TEL através da relacao

Cr=Cy+Cy | (5.4)

onde Cf é a concentracao de farmaco livre na amostra, ou seja, a concentracao de
farmaco que nao se ligou ao DNA.

Utilizando - se as equacoes e é possivel deduzir o comportamento de r
em funcao da concentragao livre de farmaco, Cy. Primeiramente, isolamos r na equagao

[5.3] de onde obtemos a seguinte equagao

_ Au(Ao— Acyy)
Acpr(Ao — Ar)

(5.5)

Substituindo - se na equagao [5.5] os valores de Ay para cada valor de Crp,
obtidos a partir da Figura determinamos os valores de r para cada valor de Cfr.
Além disso, utilizando - se a equagao com Cj, = rCy,, podemos escrever a seguinte

equacao

CT:TObp+Cf , (56)

de onde ¢é possivel determinar o valor de C; para cada valor de Cp, uma vez que os
valores de 7 sao conhecidos para cada valor de Cr e C, € uma constante previamente
conhecida. Finalmente, o comportamento de r em funcao de C'y ¢ mostrado na Figura
5.7| (circulos).

Para prosseguir com a anéalise, assumimos o mecanismo de Hill para a interagao

[27]. A equagao de Hill (deduzida na se¢ao|3.4.2)), que leva em conta a cooperatividade,

§Observe que Cp & a quantidade total de farmaco que é adicionado a amostra contendo o DNA.
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Figura 5.7: Fragao de cisplatina ligada (r = C3/Cyy,) em fungao da concentracao de farmaco
livre em solugao (C). Linha tracejada: ajuste realizado utilizando - se a equagao (equagao
de Hill). Deste ajuste obtivemos os valores dos parametros ajustaveis, K4 = (2,240,1) x 10?
M™en=2,3+0,3.

relaciona a fragao de ligante, r, com a concentracao de ligante livre na amostra, CY,

através da relacao

KAC}

1+KAC'}” (5.7)

r

onde K4 ¢é a constante de ligacao aparente e n é o coeficiente Hill, um parametro
usualmente utilizado para medir o grau de cooperatividade em reacoes quimicas. Por
exemplo, se n > 1, a interacgao ¢é positivamente cooperativa, isto ¢, uma molécula ligada
aumenta a afinidade do DNA para a molécula ligante subsequente. Por outro lado, se
n < 1, a interacao é negativamente cooperativa, isto ¢, uma molécula ligada diminui
a afinidade do DNA para a molécula ligante subsequente. Se n = 1, a interacao é nao
cooperativa e a afinidade é independente do namero de moléculas ligadas (modelo de
Michaelis - Menten).

A equagao de Hill (equagao , foi utilizada para realizar o ajuste aos dados da
Figura (linha tracejada), com dois parametros ajustaveis: K4 e n. E possivel notar
que o modelo proposto se ajusta bem aos dados experimentais. Os valores obtidos com

o ajuste foram: K4 = (2,2+0,1) x 10° M™ e n = 2,34+ 0,3. O resultado obtido
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5. Resultados e discussao

para K, estd em bom acordo com aquele obtido por Chen et al. (8,4 x 10%) [63],
cujo calculo foi realizado utilizando - se pequenos fragmentos de DNA (13 pares de
bases). Nesse trabalho, entretanto, existe a falta de cooperatividade, uma vez que as
ligacoes cruzadas mais distantes e os loops nao podem ocorrer em pequenos fragmentos
de DNA e, portanto, a constante de ligacao aparente obtida por Chen et al. deve estar
subestimada. Nos nao encontramos na literatura nenhuma medida ou calculo para o
parametro n, a fim de comparar com o valor obtido com o nosso ajuste. Contudo, o fato
de termos obtido um valor n > 1 para o ajuste, indica que a cisplatina se liga ao DNA
através de uma interagao positivamente cooperativa, corroborando com a discussao
anterior na qual as ligagdes cruzadas e loops introduzidos na molécula de DNA pela
acao da cisplatina aumentam a probabilidade de formacao de um ntmero maior de

complexos DNA - cisplatina, resultando na compactagao da molécula de DNA.
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Figura 5.8: Fragao de cisplatina ligada (r = C/C},) em fungao da concentragao de farmaco
livre em solugao (Cy). Linha tracejada: ajuste realizado utilizando - se a equacao Deste
ajuste obtivemos os valores dos parametros ajustaveis, K; = (1,5 £0,2) x 10* M~!, n =
3,64+ 1,0 ¢ gz = 0,56 + 0, 12.

Podemos ir um pouco além com a nossa anéalise, ao acrescentarmos mais um
parametro ajustavel a equacao [5.7], a fim de obtermos 7,4, que é o valor méximo de
r, correspondendo & situacao na qual a molécula de DNA encontra - se saturada. Esta

modificagao na equagdo [5.7 foi motivada pelo fato de que aproximadamente 90% dos
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5. Resultados e discussao

adutos formados entre a cisplatina e o DNA ocupam dois pares de bases [37,43|, o que
faz com que o valor de 7,,,, seja menor do que 1. A nova equacao pode ser escrita

CcOo1mo

R
r = —qu((;[;g]{))n , (5.8)
onde 7,,,, € o valor maximo de r, K; é a constante de associacao intrinseca, n é o
coeficiente de Hill e C'y é a concentragao de ligante livre na amostra.

A equacao foi utilizada para realizar o ajuste aos dados da Figura (linha
tracejada), agora com trés parametros ajustaveis: K;, n € ryq,. Novamente, podemos
perceber que o modelo proposto se ajusta bem aos dados experimentais. Os valores
obtidos com o ajuste foram: K; = (1,540,2) x 10* M1, n = 3,6 £ 1,0 € Tue =
0,56 £ 0, 12. Podemos notar que, neste caso, o valor da constante de ligacao aparente,
K4, dado por K4 = (K;)", seria maior do que aquele encontrado na anélise anterior,
onde consideramos a aproximagao 7me: ~ 1. O valor obtido para 7., (0,56) confirma

os dados estruturais obtidos por Takahara et al., que mostram que aproximadamente

90% dos adutos formados entre a cisplatina e o DNA ocupam dois pares de bases [43].
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas

Neste trabalho, utilizando o modelo Worm Like - Chain (Cadeia Vermiforme)
elaborado por Marko e Siggia [9], foi possivel estudar as propriedades mecanicas dos
complexos DNA - cisplatina, tais como: comprimento de persisténcia, A, o raio de
giro, Ry, e a distancia méaxima ponta - & - ponta do polimero, R..(max), em funcao
de alguns parametros de interesse, dentre os quais podemos citar: tempo de difusao
do farmaco e a concentragao do farmaco na amostra. Mostramos que dados fisico
- quimicos da interagdo DNA - cisplatina podem ser obtidos realizando - se apenas
experimentos de estiramento. Além disso, mostramos ao utilizar a equacao de Hill
para ajustar os dados da Figura [5.7, que a ligacdo entre a cisplatina e a molécula de
DNA é positivamente cooperativa (n > 1), o que esta provavelmente relacionado com
a formagao de estruturas, tais como, ligagoes cruzadas e loops ao longo dos complexos
DNA - cisplatina. As ideias apresentadas nesse trabalho podem fornecer uma nova
vis@o na anéalise dos dados das ligagoes entre a molécula de DNA e outros farmacos.

Uma das perspectivas deste trabalho é a realizacao dos experimentos in vivo,
utilizando a recém - inaugurada estrutura do nosso laboratorio de cultura de células,
para verificar possiveis correlagoes entre os efeitos da cisplatina no DNA e no compor-
tamento de células vivas. Além disso, pretendemos caracterizar as interagoes do DNA
com outros farmacos utilizados em tratamentos de cancer, utilizando a pinga Optica e
a videomicroscopia. O primeiro candidato é o composto PtK BU, que foi sintetizado

pelo professor Dr. Marcelo Ribeiro Leite de Oliveira do departamento de Quimica da
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6. Conclusoes e perspectivas

UFV. Tal caracterizagao pode fornecer informagoes tteis sobre o mecanismo de agao

de fArmacos e melhorar a eficicia dos tratamentos médicos atuais.
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Apéndice A: Calculo de < r2, > para

um polimero nos limites rigido e

flexivel.

Seja 7 (0) o vetor posicdo que localiza a primeira extremidade do polimero e
7 (L) o vetor posicio que localiza a outra extremidade. Com esse vetores, estamos
colocando a primeira extremidade em s = 0, e consequentemente, a outra extremidade
estard em s = L, o comprimento de contorno do polimero.

O moédulo do vetor 7, fornece a distancia entre as duas extremidades do

polimero. Esse vetor é dado por

e =T(L) = 7(0), (A1)
e assim
<72 >=<[P(L)—-T0)]> . (A.2)
Mas, ja sabemos que
. or
i(s) ==, (43)

logo

/O a7 = /0 5 t(s")ds" | (A.4)

o que fornece
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Apéndice A: Calculo de < r?, > para um polimero nos limites rigido e
flexivel.

7(s) = 7(0) + /OS t(s)ds', (A.5)

Sabemos que

< £(0) - £(s) > = exp (—%) : (A.7)

e fazendo apenas uma mudanga da origem do sistema, temos que

< i(s') - 1(s") > = exp (— |5 ;S”) . (A.8)

Substituindo em [A.6] podemos dividir a integral em duas partes iguais, de

forma que

1

L M S /
<T2 > = 2/0 exp ( j ) ds”/o exp (%) ds’ . (A.9)

Resolvendo essa integral, obtemos

< T2 > =2AL - 2A? [1 — exp (%)} : (A.10)

Fazendo a separacao para os limites flexivel e rigido, temos
(i) Para L >> A (limite flexivel):
<r? >~2AL, (A.11)

(i¢) Para L << A (limite rigido)[}

*Nesse limite expandimos a exponencial até segunda ordem.
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Apéndice A: Calculo de < r?, > para um polimero nos limites rigido e
flexivel.

<ri >~[7 (A.12)

que sao os resultados apresentados na segao [3.3.3|
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Apéndice B: Calculo do valor médio
de |t |? (modelo WLC)

Nosso ponto de partida sera a equagao [3.27 A energia de cada modo normal ¢é

dada por

1 F -
E 5 B ( ¢+ /{:BT)’ (9)] (B.1)

A funcao de particao do sistema é dada por

S B L L (B.2)

Dessa forma, podemos calcular o valor médio de |£;(¢)|?, que por definicdo, é

dado por

<P > = [Per | -5 (4 + 7 ) P dil. )

Esta é uma integral do tipo gaussiana que possui solu¢ao conhecida. Substi-

tuindo a funcao de particao Z no denominador pela equagao chegamos a expressao
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Apéndice B: Calculo do valor médio de |t;|? (modelo WLC)

kgT

<WF> = G, F

(B.4)

Por tltimo, podemos calcular o valor médio de |t;|* integrando - se o valor
médio de |t;(q)|? sobre todos os modos normais e multiplicando o resultado final por

. — .
um fator 2, que corresponde as duas componentes (z e y) de t. Dessa maneira

dg ~ 1 kgT

Fazendo uma mudanga de varidvel (chame z? = AkgT¢*/F), ¢ possivel iden-
tificar o resultado da integral como sendo a fungao arco-tangente, e nos limites de

integracao (- co a + 00), o resultado final é

kT
<[t ]?>= \/% : (B.6)

que é a equacao [3.28
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APPLIED PHYSICS LETTERS 100, 083701 (2012)

DNA-cisplatin binding mechanism peculiarities studied with single molecule

stretching experiments

F. A. P. Crisafuli, E. C. Cesconetto, E. B. Ramos, and M. S. Rocha®
Laboratorio de Fisica Biolégica, Departamento de Fisica, Universidade Federal de Vigosa, CEP 36570-000,

Vigosa, Minas Gerais, Brazil

(Received 11 November 2011; accepted 8 February 2012; published online 24 February 2012)

We propose a method to determine the DNA-cisplatin binding mechanism peculiarities by
monitoring the mechanical properties of these complexes. To accomplish this task, we have
performed single molecule stretching experiments by using optical tweezers, from which the
persistence and contour lengths of the complexes can be promptly measured. The persistence
length of the complexes as a function of the drug total concentration in the sample was used to
deduce the binding data, from which we show that cisplatin binds cooperatively to the DNA
molecule, a point which so far has not been stressed in binding equilibrium studies of this ligand.
© 2012 American Institute of Physics. [http://dx.doi.org/10.1063/1.3689774]

DNA interactions with ligands such as drugs or proteins
are important to many areas of knowledge, from the compre-
hension of basic intracellular processes to the application in
the treatment of human diseases. Cisplatin [Pt(NH;),Cl,]
and its analogues carboplatin and oxaliplatin are antitumor
platinum-based compounds usually used in cancer chemo-
therapy, especially to treat head, neck, testicular, ovarian,
and non-small cell lung cancers.! In aqueous solution, the
two chloride ions dissociate and the compound incorporates
two water molecules, reaching its active state, which can
bind to DNA.> Some aspects of the DNA-cisplatin interac-
tion are currently well established, such as the mechanism of
action of the compound as an anticancer drug, which consists
in damaging the DNA molecule with adducts that form inter-
strand and intrastrand crosslinks.” These crosslinks hinder
the DNA replication by introducing strong structural pertur-
bations on the molecule such as bendings, partial unwinding,
and loops.>™®

In this work, we show that the mechanical properties of
DNA-cisplatin complexes can be used to infer that cisplatin
binds cooperatively to DNA, allowing us to estimate the val-
ues of important chemical parameters such as the apparent
binding constant and the degree of cooperativity. To accom-
plish this task, we have performed DNA stretching experi-
ments by using optical tweezers. From these measurements,
we determine how the mechanical properties of the DNA are
modified by the action of cisplatin as a function of the drug
concentration in the sample, thus deducing the binding
mechanism and determining the above cited parameters.

The optical tweezers setup, the experimental procedure,
and the sample preparation are essentially the same which
were previously detailed in our Ref. 7. The DNA-drug com-
plexes are prepared in a phosphate buffered saline (PBS) so-
lution with pH=7.4 and [NaCl]=140mm. The optical
tweezers is calibrated by using two independent methods:
Stokes force calibration and by analyzing the Brownian fluc-
tuations of the trapped bead.”® The DNA base-pair concen-
tration used in all experiments was Cp, = 8.9 um. In essence,

“Electronic mail: marcios.rocha@ufv.br. Telephone: 55-31-38993399. Fax:
55-31-38992483.

0003-6951/2012/100(8)/083701/3/$30.00

100, 083701-1

we use the optical tweezers to trap a polystyrene bead
attached to the DNA while moving the microscope stage by
using a piezoelectric actuator, thus determining the experi-
mental force curve. The pulling velocities used in this proce-
dure are within the range of 250-750 nm/s. Next, we use the
wormlike chain (WLC) model’ to obtain the persistence and
contour lengths of the DNA molecules and DNA-drug com-
plexes. For the bare 2-DNA molecule, we find the average
values A =50 £ 3nm and L =16.5 = 1 um, corresponding to
well-known values reported in the literature.” The method,
therefore, can be used to study the variation of these parame-
ters for DNA-cisplatin complexes as a function of drug total
concentration in the sample. We have adjusted the laser
power to obtain maximum stretching forces on the order of
~1 to 2 pN, since we are interested in determining the me-
chanical properties changes in the entropic regime. Working
with forces as low as possible has some advantages. First, in
this force regime, no hysteresis is found when stretching the
DNA-cisplatin complexes within a broad range of pulling
velocities, as can occur for high forces.® Second, we do not
disturb significantly the chemical equilibrium between the
DNA and the drug.”'° Finally, although the DNA is tightly
bound to the histone proteins inside the crowded cell’s envi-
ronment, there are theoretical and experimental evidences
suggesting that the net forces acting on the DNA are on the
order of a few picoNewtons.'!

In all experiments, we start stretching a bare DNA mole-
cule to verify if the system is well calibrated and returning
reliable results. We then repeat this stretching experiment
seven times using the same DNA molecule to verify the
reproducibility of the results, therefore getting the average
values and the corresponding error bars of the mechanical
properties. Next, we remove the buffer solution of the sam-
ple by using a micropipette, introducing another buffer solu-
tion containing the drug at a chosen concentration Cr. We
wait ~10-15min after changing the concentration before
starting the next stretching experiment. This time interval
was chosen because it is approximately the time necessary
for the DNA-cisplatin complexes to achieve the chemical
equilibrium, with stationary mechanical properties, as can be
seen in Fig. 1. In this figure, we have plotted the behavior of

© 2012 American Institute of Physics
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FIG. 1. (Color online) Behavior of the radius of gyration R, of DNA-
cisplatin complexes for a drug total concentration Cy =2 mm. Observe that
R, decreases as the complex approaches to the chemical equilibrium, indi-
cating that the DNA molecule is being compacted by the action of cisplatin.

the radius of gyration as a function of time for a fixed drug
concentration (2mm). The radius of gyration R, of a semi-
flexible chain can be calculated knowing the persistence
length A and the contour length L (which is not changed by
the action of cisplatin®) by R, = \/AL(1/3 —A/L) for
L > A, which is the case of -DNA.'? Thus, the stationary
behavior of this parameter after ~10—15min implies that A
has reached its stationary equilibrium value. In addition, we
have not observed any hysteresis in the force curves when
stretching and relaxing the DNA-cisplatin complexes, which
strengthens the argument that the complexes are in equilib-
rium.® A result similar to that shown in Fig. 1 was also
obtained for 70 um (not shown). These results are in agree-
ment with previous works performed with atomic force mi-
croscopy” and fluorescence microscopy,'? which have shown
that cisplatin can induce DNA compaction by means of
bridging distant DNA segments along its contour and, there-
fore, drastically reducing its overall sizes as measured by R,.

Figure 2 shows the behavior of the persistence length A
as a function of drug total concentration in the sample Cy.
Observe that the persistence length decreases monotonically
with the drug concentration in the sample, indicating again
that cisplatin increases the flexibility of the complexes. We
emphasize that all the data presented in Fig. 2 were obtained
with the same DNA-cisplatin complex, changing the concen-
tration in the sample as described earlier. The inset in Fig. 2
shows the fraction of bound cisplatin r=C},/ Cyp (the ratio
between the bound ligand concentration C;, and the DNA
base-pair concentration Cy,) as a function of the free (not
bound) ligand concentration in solution Cy. This binding
data can be determined from the persistence length as
follows.

The effective persistence length A,z of a DNA-ligand
complex in chemical equilibrium with a certain amount of
ligand (at a total concentration Cr) can be calculated by

Appl. Phys. Lett. 100, 083701 (2012)
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FIG. 2. (Color online) Persistence length A as a function of drug total con-
centration in the sample Cr. Observe that A decreases monotonically with
the drug concentration in the sample. /nset: Fraction of bound cisplatin
r= Ch/cl:p as a function of the free drug concentration in solution Cy, deter-
mined from the persistence length. The dashed line is a fitting to the pro-
posed model, which combines Eqgs. (1)—(3). From this fitting, we found the
adjustable parameters Ky = (2.2 £ 0.1) x 10°and n=2.3 +0.3.

knowing the persistence lengths of a bare DNA (A) and of a
saturated DNA-ligand complex (4,) with the relation'*'
l—r r

1
— = —. 1
Ay Ao +A1 S

The values of Ay and A; can be estimated numerically from
our experimental data, since these are the asymptotical val-
ues of A as Cy — 0 and Cy — oo, respectively. Therefore,
using the data of Fig. 2, we find Ap=50.5=*3nm and
Ay =16.8 £ 11 nm. The result obtained for Ay with this anal-
ysis is the value of the persistence length of a bare DNA
molecule, as expected. On the other hand, the result obtained
for A is in good agreement with the value reported by Hou
et al. for DNA-cisplatin saturated complexes (14.9 nm).*

Observe also that the total, bound, and free drug concen-
trations are linked by the relation

Cr =Cp +Cy. (2)

By using Eqgs. (1) and (2), we can deduce the behavior of r as
a function of Cy. First, r is found for each value of Cr
directly from Eq. (1), since we know Az for each value of
Cr from the data of Fig. 2. In addition, by using Eq. (2) with
Cp, = rCyy,, we can also determine Cy for each value of Cr.
The behavior of  as a function of Cy is plotted in the inset of
Fig. 2 (circles). The partitioning of the ligand between the
solution and the DNA molecule is, therefore, estimated
based on pure mechanical measurements, in contrast with
more traditional methods such as equilibrium dialysis or op-
tical techniques.

To continue the analysis any further, we assume a Hill
mechanism for the interaction, as suggested by the sigmoidal
form of the two curves presented in Fig. 2.'> The Hill
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equation, which takes cooperativity into account, relates the
bound ligand fraction r with the free ligand concentration Cy
by

n
e 3
1+ Ka CF

where K, is the apparent association binding constant and n
is the Hill coefficient, a parameter usually used to measure
the degree of cooperativity in chemical reactions. If n>1,
the interaction is positively cooperative, i.e., a bound ligand
molecule increases the affinity of DNA for subsequent ligand
binding. If n < 1, otherwise, the interaction is negatively co-
operative and a bound ligand molecule decreases the affinity
of DNA for subsequent ligand binding. If n =1, the interac-
tion is non-cooperative and the affinity is independent of the
number of bound ligand molecules.

The Hill equation was used to fit the data of r x Cy
(dashed line in the inset of Fig. 2), with two adjustable pa-
rameters: K4 and n. Observe that the proposed model fits
well to the experimental data. The returned values of the pa-
rameters are K4 =(2.2+0.1) x 10° and n=2.3=0.3. The
result obtained for K, is in good agreement with the result
reported by Chen et al. (8.4 x 10%),'® who have calculated
this association constant for small DNA fragments (13 base
pairs). In their work, however, cooperativity is absent since
the long-distance crosslinks and loops cannot occur in very
small DNA fragments, and, therefore, their association con-
stant may be underestimated. We have not found in the liter-
ature a measurement or calculation of the parameter n to
compare with our result. Nevertheless, the fact that we have
obtained n > 1 from the fitting process indicates that cispla-
tin binds to the DNA with positive cooperativity.

Cooperativity plays an important role in the DNA inter-
actions with many types of drugs'’ and proteins.'® In the
present case, it arises from the changes on the mechanical
properties of the DNA molecule induced by cisplatin. Intui-
tively, this positive cooperativity could be expected in DNA-
cisplatin interaction, since the long-distance crosslinks and
loops induced in the DNA by the drug approximate different
strand segments as the drug concentration is increased, there-

Appl. Phys. Lett. 100, 083701 (2012)

fore increasing the probability of cisplatin binding, forming
even more crosslinks and loops. A nearly similar binding
mechanism was also observed for the bacterial nucleoid-
associated protein H-NS."

In conclusion, we have proposed a method to analyze
cooperativity by monitoring the changes on the mechanical
properties of DNA-ligand complexes. This method can be
extended to other types of ligands following the ideas pre-
sented here. The only requirement is that the persistence
length of the complexes must change as the drug binds to
DNA, which can limit the practical application of the method
to ligands that induce considerable conformational changes
on the DNA molecule.
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By performing single molecule stretching experiments with optical tweezers, we have studied the
changes in the mechanical properties of DNA-—cisplatin complexes as a function of some variables
of interest such as the drug diffusion time and concentration in the sample. We propose a model
to explain the behavior of the persistence length as a function of the drug concentration,
extracting the binding data from pure mechanical measurements. Such analysis has allowed us to
show that cisplatin binds cooperatively to the DNA molecule. In addition, DNA compaction by
the action of the drug was also observed under our experimental conditions by studying the
kinetics of some mechanical properties such as the radius of gyration and the end-to-end distance,

e.g. Crisafuli et al., Integr. Biol., 2011, XX, XXXX.

1 Introduction

DNA interactions with ligands such as drugs or proteins are
important to many areas of knowledge. In fact, many intra-
cellular processes such as cell division and gene expression
depend on the DNA topology,' which in turn, depends on the
mechanical properties of the DNA molecule. It is known that
these properties can be strategically changed inside the cell
by the action of enzymes such as the helicases and the
topoisomerases, therefore allowing the occurrence of such
processes. On the other hand, cancer chemotherapy is a field in
which the details about DNA-drugs interactions are important.
In fact, some drugs such as the anthracycline antibiotics and the
platinum-based compounds exhibit a strong affinity to the DNA
of cancer cells. When these drugs bind to DNA they can inhibit
its replication, stopping the tumor growth. Gene therapy, for
instance, is another field of medical sciences in which this
knowledge is also important. In this kind of therapy, DNA

Laboratério de Fisica Biologica, Departamento de Fisica,
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, Brazil.
E-mail: marcios.rocha@ufv.br; Fax: +55 31 3899 2483,
Tel: +55 31 3899 3399

molecules are usually transported from outside to inside living
cells in order to substitute defective genes, consequently correcting
cell malfunctions. This transport can be accomplished easily if the
DNA molecule is previously compacted by using cationic ligands,
which electrostatically bind to the DNA molecule. These applica-
tions show the importance to study and understand the details
behind DNA interactions with ligands.

Cisplatin [Pt(NH;),Cl,] and its analogues carboplatin and
oxaliplatin are antitumor platinum-based compounds usually
used in cancer chemotherapy, especially to treat head, neck,
testicular, ovarian and non-small cell lung cancers.? In aqueous
solution, the two chloride ions dissociate and the compound
incorporates two water molecules, reaching its active state, which
can bind to DNA.* Some aspects of the DNA—cisplatin interaction
are currently well established, such as the mechanism of action of
these compounds as anticancer drugs, which involves damaging
the DNA molecule with adducts that form interstrand and
intrastrand crosslinks.* These crosslinks hinder the DNA
replication by introducing strong structural perturbations on
the molecule such as bendings, partial unwinding and loops.*™¢
In this work we characterize the interaction of DNA molecules
with the drug cisplatin by performing single molecule stretching
experiments with optical tweezers. From these measurements,

Insight, innovation, integration

This paper presents a kinetic and equilibrium study of the
DNA-—cisplatin interaction. The central result is the innovative
deduction of the binding data from pure mechanical measure-
ments. We have found that cisplatin interacts cooperatively with
DNA, a point which so far has not been stressed in binding

equilibrium studies of this ligand. Finally, the ideas presented in
this work can give insights into how to analyze the binding data
of DNA with other kinds of ligands. The only prerequisite is
that the particular ligand to be studied should modify at least
one mechanical property of DNA when binding.
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we determine how the mechanical properties of the DNA, such
as the persistence length and the radius of gyration, are
modified by the action of the drug as a function of some
parameters of interest, like the drug diffusion time and the
drug concentration in the sample. The persistence length of
the complexes as a function of the drug total concentration in
the sample was used to deduce the binding data, from which
we show that cisplatin binds cooperatively to the DNA molecule,
a point which so far has not been stressed in binding equilibrium
studies of this ligand. Such a characterization can provide helpful
information to understand new aspects about the mechanism of
action of the drug and to help improve the efficacy of current
medical treatments.

2 Experimental procedure
2.1 Experimental setup

Our optical tweezers use a 832 nm, 150 mW (maximum output
power) diode laser (SDL, 5422-H1), operating in the usual
TEMg mode. The beam is expanded to a ~ 1.0 cm diameter
spot by using lenses and passed through a 100x, N.A. 1.4 Plan
Apo Nikon oil immersion objective mounted on a Nikon Ti-S
inverted microscope. A piezoelectric actuator (Newport NanoPZ)
is used to move the microscope stage with controlled velocity. To
visualize the sample and to film the experiments, we use a CCD
digital camera (Jai, CM-140GE), which provides a spatial resolu-
tion of 20.7 pixels per pm. The ImagelJ software (http://rsbweb.nih.
gov/ij/) is used to analyze the captured movies, allowing one to
calibrate the optical tweezers and to determine the force curves of
the DNA molecules and DNA-drug complexes, as discussed in
Sections 2.3 and 2.4.

2.2 Sample preparation

In this work the samples consist of A-DNA molecules (Promega
Corp.) in a Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.4 with [NaCl] =
140 mM solution. We attach one end of the molecule to a
microscope coverslip, and the other end is attached to a 3.0 um
diameter polystyrene bead (Polysciences Inc.). To perform this
task, we use the procedure described by Shivashankar er al.” With
this procedure, one obtains 5% to 10% of the DNA attached
simultaneously both to the coverslip and to one bead, which is the
condition that we need to perform the experiments. The sample is
always prepared with bare DNA molecules (without any drug) and
all the experiments are started by stretching a bare DNA molecule
in order to verify if the system is well calibrated and returning
reliable results. The sample chamber consists of an O-ring glued on
the microscope coverslip containing the working solution, which
can be changed by using a micropipette, so that the drug concen-
tration in the sample can be freely modified. The DNA base-pair
concentration used in all experiments was Cp, = 8.9 uM.

2.3 Optical tweezers calibration

To study the changes in the mechanical properties of the DNA
molecules induced by cisplatin, we use optical tweezers to stretch
the DNA-drug complexes, determining the force—extension
curve. To perform these measurements, the optical tweezers must
be previously calibrated, i.e., the trap stiffness of the tweezers k
must be determined.

We have used two independent techniques to determine the
tweezers’ stiffness «: (a) indirect Stokes force calibration and
(b) by analyzing the position autocorrelation function of the
trapped bead.

In the first method, we firstly capture a free bead (without
attached DNA) in the sample with the optical tweezers. We
then move the microscope stage with a controlled velocity by
using the piezoelectric actuator, inducing a fluid flow on the
bead, which displaces it from the bottom of the tweezers’
potential well. Measuring this displacement (Ax) with conventional
videomicroscopy, one can promptly determine x by equaling the
optical force on the bead (Fope = KAx) to the Stokes force (Fsio =
6mnav), where 7 is the surrounding fluid viscosity, a is the radius of
the bead and v is the velocity of the fluid flow. When this
experiment is performed with a bead localized at a distance / from
the coverslip which is comparable to its radius, the friction
coefficient y = 6mna from the Stokes formula must be corrected
to take into account the wall effects, which was performed using
Faxen’s corrected expression,8

"/:67“1”{1*1%(%)+%(%>3+”']71' W

In the second method, we capture a ~ 3 second movie of a trapped
bead with a high-speed camera (~500 frames per second, AVT
Guppy F503B CMOS camera) and determine the coordinates x
and y of its center as a function of time by using standard centroid-
finding algorithms. The position autocorrelation function (PAF)
(x(1)x(0)) of the bead can then be easily calculated from these data.
The experimental PAF can be fitted to the theoretical expression’

(x(1)x(0)) = k%_TEXp (f ’jK) , (2)

where kp is Boltzmann’s constant and 7 is the absolute
temperature. From this fitting, k can be determined from the
amplitude or from the characteristic time (t = 7/x) of the PAF.

The stiffness of our tweezers is the same for bead motion in the
x or y directions (due to the symmetry of the potential well in the
xy plane), which are the directions parallel to the coverslip. The
two presented methods can be used to measure this transverse trap
stiffness, providing results that agree within 10%. In this work, we
have adjusted the laser power to obtain x = 0.40 + 0.04 pN pm ™.
With this trap stiffness, the maximum forces obtained when
stretching the DNA are on the order of ~1 to 2 pN.

2.4 DNA stretching

To stretch the DNA molecule, we use the optical tweezers to
trap the polystyrene bead attached to the DNA, while moving
the microscope stage (and consequently the coverslip) in the
x-direction by using the piezoelectric actuator. The pulling
velocities used in this procedure are within the range of
250-750 nm s~ '. Such velocities are low enough to guarantee
both that the DNA passes through equilibrium configurations
and that the Stokes force on the bead is negligible. Therefore,
the optical force is equal in modulus to the force exerted by the
DNA molecule to pull the bead out of the potential well. To
measure this force, we film the entire stretching experiment
with the CCD camera and determine the position of the bead
center as a function of time, x(7). Therefore, knowing the initial

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2012
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position x(0) of the bead, which is the bottom of the potential
well, we can easily calculate the change of the bead position as
a function of time Ax(z) = x(f) — x(0) and the force F(r) =
kAx(f). The projection of DNA extension in the x-direction
(xpna) 1s calculated by using the velocity of the coverslip, and
therefore one can determine the force—extension curve.

Finally, with the experimental force—extension curve, we use
the WormLike Chain (WLC) model'® to obtain the persistence
and contour lengths of the DNA molecules and DNA—drug
complexes,

kT \/»"%)NA +h? N 1 1
X = T 2 g
A L al1- \/ oAt 4
L 3)
XDNA

X77
\/xXha + 12

where F, is the x-component of the force, kg is the Boltzmann
constant, 7 is the absolute temperature, 4 is the DNA
persistence length (the correlation length of the polymer chain,
which reflects the polymer global flexibility), L is the DNA
contour length (the length of the polymer itself), xpna is the
projection of the DNA molecule’ end-to-end distance along
the x-axis (parallel to the coverslip) and / is the height of the
bead relative to the coverslip (distance between the center of the
bead and the coverslip). The height is fixed in all experiments at
h = 3.5 uym. The end-to-end distance z of the DNA molecule is

related to xpna by z = \/m-

Fig. 1 shows a typical force—extension curve for a bare DNA
molecule obtained with this procedure. The experimental
points in this figure are represented by circles, and the solid
line corresponds to a fitting to eqn (3). Observe that the WLC
model fits well to our experimental data, which has allowed us
to determine the mechanical parameters 4 and L with accuracy.
For the bare A-DNA molecule, in fact, we find the average
values 4 = 50 +£ 3 nm and L = 16.5 = 1 pm. These results
correspond to well-known values reported in the literature.'"!?
The method therefore can be used to study the variation of
these parameters for DNA—cisplatin complexes as a function of
some parameters of interest.

As pointed before, we limit the output power of the laser
beam so that the maximum stretching forces are on the order
of ~1-2 pN. There are some advantages of working in this
regime. Firstly, eqn (3) is an approximate expression which
works only in the entropic regime, where the forces applied to
the DNA molecule are low enough. Therefore, it is expected
that such an expression better describes experiments performed
under low forces. Secondly, in this force regime, no hysteresis is
found in the force curves when stretching and relaxing the
DNA-cisplatin complexes within a broad range of pulling
velocities, as can occur for high forces."? Thirdly, we do not
disturb significantly the chemical equilibrium between the DNA
and the drug at this force regime.'* It is well established now
that higher applied forces may change the chemical equilibrium
between the DNA and the drug molecules in solution. In fact,
recently Vladescu et al. have shown that important interaction

25

F_(pN)

20

Xopa (1m)

Fig. 1 Force—extension curve of a bare DNA molecule obtained with
our experimental setup. Circles: experimental data; Solid line: a fitting
to eqn (3).

parameters such as the intrinsic binding constant and the
exclusion number depend strongly on the applied force on
the DNA—drug complexes,'* and therefore it is expected that
mechanical properties such as the persistence and the contour
lengths of these complexes are also force-dependent, since they
usually depend on the quantity of the drug bound to the DNA.
Finally, although the DNA is tightly bound to the histone
proteins inside the crowded cell’s environment, there is theoretical
and experimental evidence suggesting that the net forces acting on
the DNA are on the order of a few picoNewtons.'

3 Results and discussion
3.1 Kinetics of DNA—cisplatin interaction

In order to characterize the typical time scale for the DNA-
cisplatin complexes to achieve the chemical equilibrium under
our experimental conditions, we have firstly studied the kinetics
of the DNA—cisplatin interaction. From these measurements, we
have also monitored the changes in the mechanical properties of
the DNA-drug complexes as a function of the diffusion time of
the drug in the sample chamber.

We start stretching a bare DNA molecule to verify if the
system is well calibrated and returning reliable results. We then
repeat this stretching experiment seven times using the same DNA
molecule to verify the reproducibility of the results, therefore
getting the average values and the corresponding error bars of the
mechanical properties. Next, we remove the PBS solution of the
sample by using a micropipette, introducing a new PBS solution
containing the drug at a chosen concentration Cr. During the
entire procedure of drug concentration changing, which takes less
than 1 minute, the bead is maintained trapped in the optical
tweezers, therefore avoiding the loss of the DNA molecule. The
stretching experiments are then repeated sequentially after waiting
for arbitrarily chosen time intervals to study the changes in the
mechanical properties of the complexes as a function of time, with
a fixed drug concentration.
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Fig. 2 Persistence length A as a function of the drug diffusion time in the
sample, for Cr = 2 mM. Observe that 4 decreases as a function of time,
indicating a considerable increase in the number of bendings present on the
complex as the chemical equilibrium approaches, with more drug bound to
the DNA molecule.

Fig. 2 shows the typical behavior of the persistence length of a
DNA-—cisplatin complex for a drug concentration Ct = 2 mM in
the sample. Observe that the persistence length decreases as a
function of time, indicating a considerable increase in the number
of bendings present on the complex as the chemical equilibrium
approaches, with more drug bound to the DNA molecule. This
result is in agreement with previous experiments performed by
atomic force microscopy’ and fluorescence microscopy,'® which
have demonstrated DNA compaction by cisplatin. As discussed by
these authors, DNA compaction due to the interaction with
cisplatin is related to the adducts and crosslinks that are formed
between different parts of the DNA molecule, introducing bendings
and loops that reduce the equilibrium end-to-end distance of the
molecule. Nevertheless, it is worth emphasizing that the persistence
length that we measure and study in this work is the effective
(apparent) one. As described in the WLC model, this quantity is
the correlation length of the polymer chain, which depends on the
loops induced by cisplatin. Albeit the measured persistence length
decreases as the drug binds, this fact does not mean that the local
rigidity is decreased, since the decrease in the effective persistence
length is strongly correlated to the loops introduced by cisplatin. In
fact, it is known that drug-induced crosslinks can increase the local
rigidity of a DNA-ligand complex, and this local increase is
reflected in an increase in the WLC persistence length for ligands
that do not introduce loops in the DNA molecule, such as the
psoralen molecule."”

In the case of our experiments, which are performed with very
low stretching forces, the adducts and crosslinks induced by
cisplatin cannot be broken while stretching the DNA, and therefore
we observe a decrease in the “apparent contour length” measured
by fitting the force-extension curve to eqn (3). Nevertheless, one
should note that the results returned by the fitting process are not
the real contour lengths of the complexes, since this quantity is
defined as being the total length along the polymer chain, which

cannot be determined directly from our measurements because of
the loops introduced.

Therefore, to characterize the linear size of the complexes, we
measure the maximum average end-to-end distance R.(max), i.e.
the average extension of the DNA-drug complex immediately
before the bead is pulled out from the potential well of the tweezers.
Even if this quantity presents a small variation from one stretching
experiment to another (due to the Brownian fluctuations of the
bead), its average value obtained from a series of repeated
measurements is well characterized. An advantage in characterizing
the linear size of the complexes by this quantity instead of the
contour length, besides solving the problem discussed above, is that
it can be measured directly from the experimental data, i.e., it is
independent of any model and/or fitting process.

Fig. 3 shows the corresponding R..(max) of the same DNA—
cisplatin complexes shown in Fig. 2. Observe that R..(max) also
decreases as the sample approaches the chemical equilibrium,
indicating that the DNA molecule is really being compacted by
the action of cisplatin. This type of kinetic experiment was also
performed by us using lower drug concentrations such as Ct =
70 uM (not shown), with similar results.

Another useful quantity that can be used to characterize the
size of the complexes is the radius of gyration, which can be
calculated directly from our data. In fact, it is the best
parameter to describe DNA compaction since it gives directly
a real idea about the sizes of the compacted DNA-cisplatin
complexes. For semiflexible polymers in the entropic regime
and with L >» A, which is the case of A-DNA, the radius of
gyration R, is given by'®

1 34
R, = §AL<1—T+--->. 4)

Therefore, using the values of the persistence length from
Fig. 2 and L = 16.5 pm (the initial contour length, before
adding the drug), one can promptly calculate the radius of

18

(max) (um)

-10 0 10 20 30 40 50 60
time (min)

Fig. 3 Maximum average extension R(max) for the same
DNA-drug complexes of Fig. 2. Observe that R.(max) also decreases
as the sample approaches to the chemical equilibrium, indicating that
the DNA molecule is really being compacted by the action of cisplatin.
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gyration as a function of time. The assumption that the
contour length remains approximately constant is reasonable,
since the adducts and crosslinks introduced by the cisplatin do
not modify significatively the distance between consecutive
base-pairs along the polymer chain.’

Alternatively, the size of the complexes can also be character-
ized by the equilibrium end-to-end distance R..(0) of the polymer,
when no force is applied at all. This quantity can also be
calculated from our data. For L > A, it is given by'®

Ree(0) = 2AL<17%+--->. (5)

From the last two equations, it is easy to note that the persistence
length plays a fundamental role in determining the equilibrium
size of the DNA~-drug complexes. Fig. 4 shows the behavior of R,
and R.(0) for the data of Fig. 2. The equilibrium value of the
radius of gyration obtained here (~ 350 nm) agrees well with the
typical sizes of compacted DNA-—cisplatin complexes measured
by Yoshikawa et al. with fluorescence microscopy.'®

3.2 Mechanical properties as a function of drug concentration

Once we have determined the typical time scale for the
DNA-cisplatin complexes to achieve the chemical equilibrium,
the changes in the mechanical properties of these complexes as a
function of drug concentration can be studied under the
equilibrium conditions. We have developed a model from which
the binding data of the ligand can be deduced from these pure
mechanical measurements, eliminating the need to use other
methods such as equilibrium dialysis or optical techniques in
addition to the stretching experiments to perform a complete
characterization of DNA-—cisplatin complexes.

Fig. 5 shows the behavior of the persistence length 4 as a
function of drug total concentration in the sample, Ct. Observe
that the persistence length decreases monotonically with the
drug concentration in the sample, corroborating to the fact that
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Fig. 4 Behavior of the radius of gyration R, (circles) and equilibrium
end-to-end distance R..(0) (squares) for the same complexes shown in
Fig. 2. Observe that both quantities decrease as the sample approaches
to the chemical equilibrium, as expected.
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Fig. 5 Persistence length A as a function of drug total concentration in
the sample Ct. Observe that 4 decreases monotonically with the drug
concentration in the sample. The sigmoidal shape of the curve suggests a
cooperative binding mechanism between cisplatin and DNA.

cisplatin compacts the complexes. We emphasize that all the data
presented in Fig. 5 were obtained with the same DNA-—cisplatin
complex, changing the concentration in the sample as described
earlier. In this experiment, we wait for 10-15 minutes after
changing the concentration before starting the next stretching
experiment. This time interval was chosen because it is approxi-
mately the time necessary for the complex to achieve the plateau
shown in Fig. 2, with stationary mechanical properties. This
experiment was also performed by us by waiting for 20-25 minutes
after changing the drug concentration in the sample (not shown),
with nearly similar results. In addition, as stated earlier, we have
not observed any hysteresis in the force curves when stretching and
relaxing the DNA-cisplatin complexes, which strengthens the
argument that the complexes are in equilibrium.'® Finally, to
guarantee that the results presented in Fig. 5 were not an artifact
due to a particular DNA-—cisplatin complex, we have repeated the
entire experiment using other samples prepared equally, and the
results obtained were the same within the experimental error bars.

The sigmoidal shape of the curve presented in Fig. 5 suggests a
cooperative binding mechanism between cisplatin and DNA.
Cooperativity plays an important role in the DNA interactions
with many types of drugs'®? and proteins.>'** In the present
case, it arises from the changes in the mechanical properties of
the DNA molecule induced by cisplatin. Intuitively, a positive
cooperativity could be expected in DNA-cisplatin interaction,
since the long-distance crosslinks and loops induced in the DNA
by the drug approximate different strand segments as the drug
concentration is increased, therefore increasing the probability of
cisplatin binding, forming even more crosslinks and loops. A
nearly similar mechanism was recently observed for the H-NS
binding protein by Dame et al., who have shown that the
cooperative behavior in this case arises as an intrinsic property
of DNA bridging due to duplex proximity.?> Nevertheless, to
our knowledge, our work is the first one which has experi-
mentally verified and quantified this degree of cooperativity
for the cisplatin. As stated earlier, we have developed a simple
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quantitative model to understand this cooperative binding,
also estimating important chemical parameters such as the
apparent binding constant and the degree of cooperativity.
The analysis can be performed as follows.

The effective persistence length A.y of a DNA-ligand
complex in chemical equilibrium with a certain amount of
ligand (at a concentration Ct) can be calculated by knowing
the persistence lengths of a bare DNA molecule (4) and of a
saturated DNA-ligand complex (4,) with the relation®>**

1 l—r r

=y 6
Aar Ao Al ©

where r = Cp/Cyyp is the ratio between the bound ligand
concentration Cy, and the DNA base-pair concentration Cyp.

The values of 4y and A4, can be estimated numerically from
our experimental data, since these are the asymptotical values
of Aegas Ct — 0 and Cr — oo, respectively. Therefore, using
the data of Fig. 5, we find 49 = 50.5+ 3 nmand 4, = 16.8 +
11 nm. The result obtained for 4, with this analysis is the value
of the persistence length of a bare DNA molecule, as expected.
On the other hand the result obtained for A4, is in good
agreement with the value reported by Hou ez al. for DNA—cisplatin
saturated complexes (14.9 nm).>

Observe also that the bound ligand concentration C, is
related to the total ligand concentration Ct (which is the
quantity of the ligand added to the sample) by

Cr=0GC, + Gy @)

where Cyis the free (not bound to DNA) ligand concentration.

By using eqn (6) and (7), we can deduce the behavior of r as
a function of Cp. Firstly, r is found for each value of Cr
directly from eqn (6), since we know A for each value of Cr
from the data of Fig. 5. In addition, by using eqn (7) with
Cp = rCyp, we can also determine C; for each value of Cr.
Finally, the behavior of r as a function of Ctis plotted in Fig. 6
(circles).

To continue the analysis any further, we assume a Hill
mechanism for the interaction.'® The Hill equation, which
takes cooperativity into account, relates the bound ligand
fraction r with the free ligand concentration Cy in solution,'®

_ Tmax (K| Cf)n

O AGALE ®)

where 7.y is the maximum value of r, corresponding to a
saturated complex, K; is the intrinsic association binding
constant and 7 is the Hill coefficient, a parameter usually used
to measure the degree of cooperativity in chemical reactions. If
n > 1, the interaction is positively cooperative, i.e., a bound
ligand molecule increases the affinity of DNA for subsequent
ligand binding. If n < 1, otherwise, the interaction is
negatively cooperative and a bound ligand molecule decreases
the affinity of DNA for subsequent ligand binding. If n = 1, the
interaction is non-cooperative and the affinity is independent of
the number of bound ligand molecules.

The Hill equation can be used to fit the data of Fig. 6. As a
first-order approximation, one can consider the ligand molecules
small enough such that ry,, =~ 1, ie., each ligand molecule
occupies one DNA base-pair. This approach, albeit less realistic,
has the advantage of reducing the number of adjustable parameters

-0.1 ‘ ! :
20 0 20 40 60 8 100 120

C, (uM)

Fig. 6 Fraction of bound cisplatin (r = Cy,/Cyp) as a function of the
free drug concentration in solution (Cy), determined experimentally.
Dashed line: a fitting to the proposed model, which combines eqn (6),
(7) and (8). From this fitting, we found the adjustable parameters K; =
(1.54+02) x 10° M~ n = 3.6 + 1.0 and rpna = 0.56 £ 0.12.

to only two: K; and n. Nevertheless, the fit shown in Fig. 6
(dashed line) was performed with eqn (8) considering rpay as
an adjustable parameter, motivated by the fact that approxi-
mately 90% of the bound cisplatin molecules occupy two base
pairs.>2% Observe that the proposed model fits well to the
experimental data. The results obtained in this case are K; =
(1.5402) x 10*M™, n = 3.6 + 1.0 and ripax = 0.56 & 0.12.

We have not found in the literature a measurement or
calculation of the parameter n to compare with our result.
Nevertheless, the fact that we have obtained n > 1 from the
fitting process indicates that cisplatin binds to the DNA with
positive cooperativity, corroborating with the previous discussion
that the crosslinks and loops introduced in the DNA molecule by
the action of cisplatin increase the probability to form even more
of these structures, resulting in DNA compaction. In addition, the
result found for rp., (0.56) confirms the structural data of
Takahara er al?® which show that about 90% of the bound
cisplatin molecules occupy two base pairs.

4 Conclusion

We have studied the changes in the mechanical properties of
DNA-cisplatin complexes as a function of some parameters of
interest such as the drug diffusion time and concentration in
the sample by performing single molecule stretching experiments.
We have shown that the binding data of DNA-cisplatin complexes
can be extracted from pure mechanical measurements. In addition,
a positively cooperative binding was found, which is probably
related to the formation of structures such as crosslinks and loops
on the complexes. The ideas presented in this work can give
insights into how to analyze the binding data of DNA with other
kinds of ligands. The only pre-requisite is that the particular ligand
to be studied should modify at least one mechanical property of
DNA when binding, thus allowing one to investigate the binding
data by monitoring the changes in one or more of these properties.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2012
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