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RESUMO

CRISAFULI, Fabiano Augusto de Paula, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Margo de 2016. Caracterizacao das interagcoes do DNA com as moléculas
Actinomicina D e GelRed. Orientador: Méarcio Santos Rocha. Coorientadores:
José Esio Bessa Ramos Janior e Marcelo Lobato Martins.

Neste trabalho, utilizando trés técnicas experimentais (pinga optica, espalhamento di-
namico de luz e calorimetria isotérmica de titulacao), nés investigamos alguns ligantes
que, além da intercalacao simples, apresentam outro mecanismo de interagao com a
molécula de DNA. Inicialmente, nos fizemos a caracterizacdo da molécula de DNA
com dois ligantes: a Actinomicina D, que é um farmaco largamente utilizado em doen-
cas trofoblasticas gestacionais, tumor de Wilms e rabdomiossarcoma e o GelRed, um
marcador de acidos nucléicos utilizado em experimentos de eletroforese. Utilizando
dois modelos tedricos (o modelo estatistico de dois sitios e o modelo de exclusao de
vizinhos), foi possivel extrair os parametros fisico-quimicos das interagoes utilizando-se
apenas os dados obtidos a partir dos experimentos de estiramento. Por tdltimo, nés
investigamos a interacao do DNA com dois ligantes (Brometo de Etidio e GelRed)
em solugoes contendo Poli(etileno glicol) 8000, a fim de estudarmos o comportamento
do DNA em solucoes contendo outras macromoléculas, simulando, de forma bastante

simplificada, o meio no qual o DNA se encontra in vivo.
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ABSTRACT

CRISAFULI, Fabiano Augusto de Paula, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
March, 2016. Characterization of DNA interactions with Actinomycin D
and GelRed molecules. Adviser: Marcio Santos Rocha. Co-advisers: José Esio
Bessa Ramos Janior and Marcelo Lobato Martins.

In this work, by using three experimental techniques (optical tweezers, dynamic light
scattering and isothermal titration calorimetry), we have investigated some ligands
that, beside simple intercalation, have an additional mechanism of interaction with the
DNA molecule. Firstly, we have performed the characterization of DNA molecule with
two ligands: Actinomycin D, which is a drug widely used in gestational trophoblastic
disease, Wilm’s tumor and rhabdomyosarcoma and GelRed, which is a fluorescent
nucleic acid stain, used in electrophoresis technique. By using two theoretical models
(quenched disorder statistical model and neighbor exclusion model), it was possible to
extract some physicochemical parameters of the interaction from the data obtained by
single molecule stretching experiments. Finally, we have investigated the interaction of
the DNA molecule with two ligands (Ethidium Bromide and GelRed) in Poly(ethylene-
glycol) 8000-rich solutions, in order to study the behavior of the DNA molecules in a

crowd environment, mimicking, in a very simple way, the in vivo environment.
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Capitulo 1

Introducao

Em 1969, Arthur Ashkin e seus colaboradores, trabalhando nos laboratoérios
Bell, nos Estados Unidos, deram inicio a uma verdadeira revolucao na Fisica e na
Biologia, com a publicacao de uma série de artigos relacionados a micromanipulacao de
particulas dielétricas. 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 [1].

Inicialmente, as pincas Opticas foram desenvolvidas para a micromanipulac¢ao
e aprisionamento de atomos [2|, mas foi no campo da Fisica Biologica que essa po-
derosa ferramenta experimental encontrou suas maiores aplicagoes. Na referéncia [3],
Ashkin relata a primeira observacao de uma armadilha 6ptica estavel utilizada para o
aprisionamento, em trés dimensoes, de particulas na faixa de ~ 25 nm até ~ 10 pm,
utilizando uma unica pinca Optica. Nesse trabalho, Ashkin et al. ja vislumbravam
possiveis aplicagoes para a recente descoberta, como pode ser visto no fragmento de

texto abaixo:

“They also open a new size regime to optical trapping encompassing
macromolecules, colloids, small aerosols, and possibly biological particles.
The results are of relevance to proposals for the trapping and cooling of

atoms by resonance radiation pressure.”

No ano seguinte a essa publicagdo, Ashkin relata, em um novo trabalho, uma

das primeiras aplicagoes da pinga 6ptica na Fisica Biolégica: o aprisionamento de virus
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e bactérias em solucao aquosa, utilizando um laser de argénio com uma poténcia de
~ 120 mW [4]. Desde as descobertas de Ashkin e seus colaboradores, as pingas opti-
cas foram (e ainda sdo) empregadas no estudo de uma variedade enorme de sistemas
biologicos, dentre os quais podemos citar: manipulagao de células individuais [5], es-
tudo de propriedades mecéanicas de membranas celulares [6], formagdo de bolhas (do
termo inglés “blebs”) em células [7], na formagao de células hibridas [8], dinamica dos
cromossomos durante o processo de mitose [9] e no estudo de proteinas, como a RNA
polimerase [10]. Outras importantes aplicagoes podem ser encontradas nas referén-
cias [11-14]. No nosso caso, a pinga Optica é utilizada para realizar estiramentos da
molécula de DNA, a fim de estudarmos as alteracoes nas propriedades mecanicas do po-
limero ao interagir com farmacos utilizados no tratamento de cancer e com marcadores
de acidos nucléicos utilizados em experimentos de eletroforese.

Existem varias maneiras pelas quais um ligante pode interagir com a molécula
de DNA. Os ligantes de fenda, por exemplo, interagem com a molécula de DNA através
de ligacoes de hidrogénio e interagoes eletrostaticas [15]; outros ligantes, como é o caso
da Antramicina, interagem com a molécula de DNA através de ligagoes covalentes [16]
e, por ultimo, existem os ligantes que interagem com a molécula de DNA através
da intercalacao simples, quando uma molécula do ligante intercala entre os pares de
base adjacentes da molécula de DNA [17]. Além disso, existem alguns ligantes que
interagem com o DNA de maneira mais complexa, por exemplo, quando partes da
mesma molécula do ligante interagem de maneiras distintas, ou ainda, quando duas
moléculas do ligante, unidas por um conector, conseguem intercalar entre pares de base
subsequentes do DNA [18|.

Na primeira parte desse trabalho, nos utilizamos o farmaco Actinomicina D,
largamente utilizado em doencas trofoblasticas gestacionais® [19], tumor de Wilms'

|20] e rabdomiossarcomat |21], além dos marcadores de acidos nucléicos utilizados em

*E o termo usado para nomear os tumores do epitélio trofoblastico placentario, com formas clinicas
benignas e malignas.

tO tumor de Wilms, também denominado nefroblastoma, é o tumor renal maligno mais comum
durante a infancia.

0 rabdomiossarcoma é um tipo de cancer que acomete células mesenquimais que se diferenciariam
em células musculares esqueléticas.
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experimentos de eletroforese, o Brometo de Etidio (EtBr) [22] e o GelRed (GR) [23].

Embora o estudo da interacao DNA-ligantes seja um ramo extremamente im-
portante da ciéncia, uma vez que ele significa um primeiro passo no sentido de melhorar
o tratamento de varias doencas humanas®, a maioria dos trabalhos disponiveis na lite-
ratura sao realizados com a molécula de DNA dispersa em uma solu¢ao tampao, que é
uma situacao bastante diferente da encontrada in vivo, na qual a molécula de DNA se
encontra, na maioria do tempo, altamente condensada dentro do nicleo celular. Além
disso, no citosol, que é o fluido que preenche o citoplasma, existem varias macromolé-
culas, tais como: proteinas, aglcares, ions, entre outras [24], que atuam regulando o
volume celular e o balanco dos fluidos entre o meio interno e externo. Portanto, uma
questao bastante relevante surge desse contexto: como os osmolitos, presentes na solu-
¢ao, podem interferir no processo de interacao DNA-ligantes? A segunda parte deste
trabalho teve como objetivo principal investigar essa questao. Para isso, nos utiliza-
mos um “polimero neutro”, o Poli(etileno glicol) 8000 (PEG 8000), como osmolito e os
intercalantes Brometo de Etidio (EtBr) e GelRed (GR) como ligantes.

De uma maneira geral, as pingas dpticas 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 condicoes para que ocorra o pincamento 6ptico.

Utilizando um protocolo que permite funcionalizar a molécula de DNA [25], 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 pinca 6ptica para capturar a
microesfera é possivel entao esticar a molécula de DNA. Uma vez conhecida a constante
de forca¥ da pinca optica, é possivel obter todos os parametros mecanicos de interesse
utilizando-se a expressao derivada por Marko e Siggia [26]. Todo o procedimento sera

discutido detalhadamente no Capitulo 3.

50 exemplo mais comum é a quimioterapia, no qual um farmaco que é administrado ao paciente,
ira interagir com o DNA, a fim de inibir a replicacdo das células cancerosas e, consequentemente,
inibir o crescimento dos tumores.

YA constante de forca x é um parametro que mostra o quao forte é a pinca 6ptica. Para uma
microesfera de raio fixo, a pinca 6ptica gera uma forca do tipo F' = —kz, ou seja, o potencial gerado
pela pinca 6ptica é harmoénico para pequenos deslocamentos x.
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Nosso trabalho consiste, basicamente, em determinar as curvas de forca x ex-
tensao para a molécula de DNA e os complexos DNA-ligantes. Utilizando o modelo
Worm-Like Chain (WLC) deduzido por Marko e Siggia [26], nés ajustamos as curvas
obtidas e extraimos dois parametros mecanicos importantes para as nossas analises: o
comprimento de persisténcial, A, e o comprimento de contorno™, L. Na tentativa de
elucidar as interagoes da molécula de DNA com os farmacos/compostos utilizados, nos
monitoramos as mudancas nas propriedades mecanicas do DNA, para concentragoes
especificas dos farmacos. Além disso, nos utilizamos dois modelos't diferentes para a
extracao de parametros fisico-quimicos das interacgoes, que serao detalhadamente dis-
cutidos nos Capitulos 3 e 4, respectivamente.

Em resumo, no Capitulo 2, discutimos os aspectos gerais de uma pinca 6ptica e
seu principio de funcionamento.

No Capitulo 3, discutimos brevemente sobre a Actinomicina D, apresenta-
mos todo o procedimento experimental para a caracterizacao da interacdo DNA-
Actinomicina D, discutimos o modelo estatistico de dois sitios, além dos resultados
experimentais obtidos para a interagao DNA-Actinomicina D.

No Capitulo 4, discutimos brevemente sobre o GelRed, apresentamos todo o
procedimento experimental para a caracterizacao da interacdo DNA-GelRed, além dos
resultados experimentais obtidos utilizando a espectroscopia de forca e o espalhamento
de luz.

No Capitulo 5, apresentamos os resultados experimentais obtidos para a inte-
racao entre a molécula de DNA e os compostos intercalantes em solucoes contendo
Poli(etileno glicol) 8000, obtidos utilizando a espectroscopia de for¢a e a calorimetria
isotérmica de titulacao.

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

trabalho.

IO comprimento de persisténcia fornece informacio sobre a rigidez da molécula de DNA.
**O comprimento de contorno é a distancia ponta & ponta do polimero quando este se apresenta
totalmente esticado.
O modelo estatistico de dois sitios, formulado em parceria com o grupo de Fisica Biolégica da
UFMG e o modelo de exclusao de vizinhos.



Capitulo 2

As técnicas de caracterizacao das

interacoes DNA-ligantes

Neste capitulo discutiremos alguns aspectos tedricos relacionados ao fenémeno
do pincamento 6ptico. Serao apresentados também todos os procedimentos para a
caracterizagao da pinca Optica e a montagem experimental utilizada nesta técnica.
Além disso, discutiremos alguns aspectos tedricos importantes relacionados as outras
técnicas experimentais utilizadas nesse trabalho: o espalhamento dinamico de luz e a

calorimetria isotérmica de titulacgao.

2.1 Pinga 6ptica

Com o advento da teoria eletromagnética no século XIX, foi possivel demonstrar
que a luz é capaz de exercer forca 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 pin¢camento
6ptico, imagine um laser com alguns mW* de poténcia, incidindo radialmente sobre

uma microesfera absorvedora. Cada foton absorvido possui um momento dado por

p=hk, (2.1)

*Poténcia tipica usada nesse tipo de experimento.
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onde k é o seu vetor de onda e /i é a constante de Planck dividida por 27. Em modulo,

podemos escrever que

&

o | &=

: (2.2)

onde ¢ ¢é a velocidade da luz, w é a frequéncia angular da luz incidente e £ = hw é a
energia de cada foton. Para N fétons, teremos que E;,y = Nhw = NE.
A forca 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,

dp d (Eio Piot
F="xX_-_ = 2.3
dt dt ( c ) ¢’ (2:3)

teremos

onde P, é a poténcia do feixe incidente.
Deste modo, podemos estimar o valor da for¢a na equagao (2.3), como sendo

1x102 W

- ~ 10" N=10pN - 2.4
3 x 108 m/s P (24)

Fior =~

De fato, em experimentos com pincgas 6pticas, as forcas estao na escala de pico-Newton.

Para entendermos qualitativamente o funcionamento da pinca 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 radiagao, devido a um raio, pode ser

escrita como

P. .
F rato 2.5
e 2.5
com
C
= — 2.6
== (2.6

onde P,,;, ¢ a poténcia do raio e n,, ¢ 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 forgca surge devido ao fato

do momento linear total do sistema raio-objeto ter que ser conservado’. O raio de

luz, ao refratar em um objeto, em geral ¢ desviado de sua trajetoéria original se os

tEsse fato & devido ao teorema de conservacao do momento linear.
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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,
pela 2% Lei de Newton, o objeto sofrerd uma variacdo de momento de mesmo modulo
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,
surgird uma forga sobre ela para fazer variar seu momento.

Toda nossa analise acima foi feita para um udnico raio. Agora, imaginemos
que varios raios atinjam a microesfera, de forma que cada raio incidente da origem a
um raio refletido e um raio refratado. Os raios refletidos dardo origem a pressao de
radiacdo, 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
refracao do meio no qual ela estd 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 competicao entre as duas forcas, pressao de radiacao e forca de
gradiente, ¢ que da origem ao pincamento optico.

Para visualizar melhor este efeito, vamos comecar fazendo uma andlise usando
o regime da 6ptica geométrica. Nesse regime, o raio da microesfera é muito maior que
o comprimento de onda da luz (a > \).

A Figura 2.1 mostra uma situagao onde a microesfera se encontra longe da regiao
focal da objetiva. Nesse caso, as forcas F’l e ﬁg, oriundas de dois raios de extremidades
opostas, fornecem uma forca resultante que tende a empurrar a microesfera no sentido
de incidéncia do feixe de laser.

Para finalizar nossa analise no limite da 6ptica geométrica, vamos discutir os
efeitos da refracao. A Figura 2.2 mostra uma situacao na qual a microesfera esta
situada em uma regiao proxima da regiao focal da objetiva, mas abaixo do foco. Nessa
regiao, as forcas de gradiente ﬁl e F’g, fornecem uma forca resultante que tende a
empurrar a microesfera para cima, de forma que a microesfera fique sempre presa na
regiao focal. Isso acontece pois o raio (1), responsavel por gerar a forca ﬁl, sofre
um desvio ao passar pela microesfera, variando seu momento linear. Considerando o

sistema raio-microesfera como sendo isolado, consequentemente o momento linear total
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Eixo 6ptico
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Figura 2.1: Pressdo de radiacao. A forca resultante, nesse caso, empurra a microesfera no
sentido de incidéncia do feixe.

do sistema tem que ser conservado, de forma que a microesfera sofrera uma variacao no
seu momento linear de mesma intensidade e sentido contrario a variacao de momento
linear do raio (1). A mesma situagdo ocorre com o raio (2), situado na extremidade
oposta do feixe e responsavel por gerar a forca F’g A resultante de Fj e ﬁg aponta,
nesse caso, para cima, no sentido do foco.

A Figura 2.3 mostra uma situagao na qual a microesfera estd situada em uma
regiao proxima da regiao focal da objetiva, mas acima do foco. Analogamente ao que

acontece na situacao na qual a esfera estd situada em uma regiao abaixo do foco,
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Eixo optico
|

Frentes de ondad////"’*

/Regiﬁo focal da objetiva

_’__dp'nl _’—_@
Fi=-"gi Fo=-"a
-ﬁi,i --------------------------- -ﬁi,2

‘dP.y dP.: MY

0 de | dt 0 !

" N

Feixe do Laser

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

surgirao forgas na microesfera de forma a conservar o momento linear total do sistema
raio-microesfera. Agora, no caso onde a microesfera esta situada em uma regiao acima
do foco, a forca resultante na microesfera apontara 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 2.2 e 2.3 que consideramos o indice de refragao da microes-
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Eixo 6ptico
|

T =B o dPa
Frentesdeonda~—— _ —— "~ ' S,

Regifio focal da objetiva

- S

&

Feixe do Laser

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

fera maior que o indice de refracao do meio. De fato, essa é uma condicao fundamental
para que ocorra o pincamento.

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 forga que atua na microesfera
¢ 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 regido focal [27,28|.

10
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Podemos perceber, entao, que as pincas 6pticas sao ferramentas experimentais
importantes na manipulacao de pequenas particulas dielétricas. Sua aplicacao pode
ser encontrada em diversas areas, principalmente na Fisica Biologica, como discutido
no Capitulo 1.

Recentemente, os pesquisadores R. S. Dutra, N. B. Viana, P. A. Maia Neto e H.
M. Nussenzveig, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, propuseram uma extensao
da teoria MDSA (do termo em inglés “Mie Debye Spherical Aberration”) [29,30], que é
capaz de prever, quantitativamente, a forca do laser sobre uma microesfera dielétrica
de raio e indice de refracao arbitrario. A nova teoria, cujo nome os autores sugerem,
MDSA + inclui os efeitos de uma aberragdo 6ptica, o astigmatismo [31,32]. A teoria

MDSA + é a mais geral, atualmente, sobre pincas opticas.

2.1.1 Montagem experimental

A Figura 2.4 mostra um esquema detalhado da montagem experimental utilizada
em nossas medidas com a pinca 6ptica.

A regiao entre as linhas pontilhadas representa o microscéopio Nikon Eclipse T'i-
S, com o6ptica corrigida no infinito, objetiva de 100X e abertura numérica! NA = 1, 4.
Essa objetiva, de alta abertura numérica, é a responsavel por focalizar o feixe de laser
infravermelho e prender as microesferas na regiao focal.

A radiagao é emitida por um laser infravermelho (IV), modelo IPG Photonics
YLR-5-1064-LP, com poténcia maxima de 6,0 W, A\ = 1064 nm e operando no modo
TEMqg.

Ey, Es5, E5 e E, sao espelhos, onde F; e Ey permitem uma precisao maior no
alinhamento da pinca 6ptica, F3 é um espelho dicréico e E4 permite que o laser chegue
até a outra saida do microscopio. I} representa uma associacao de filtros que permite
controlar o valor da constante de forca, x, da pinga Optica e, consequentemente, o
modulo da forca o6ptica aplicada.

O motor piezoelétrico, representado na Figura 2.4, é o responsavel por deslocar

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

11
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Figura 2.4: Montagem experimental utilizada para as medidas com a pinga éptica.

o estagio do microscopio e, consequentemente, a laminula com precisao nanomeétrica.

A lente Ly, representa o condensador do sistema de iluminacdo do microscopio.
Abaixo da lente L; estd 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 é o nosso
porta amostras. A altura h representa a distancia do centro de massa da microesfera
pincada em relacao a laminula.

Finalmente, nas duas saidas do microscépio sao conectadas duas cameras CCD,
modelos Jai BM-500GE e Jai CV-A50IR, que enviam as imagens até o monitor e ao

computador, permitindo assim que todo o experimento seja visualizado e filmado.

12
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2.1.2 Calibracao da pinca 6ptica

Como explicado em linhas gerais no Capitulo 1, a constante de forga, x, é
o parametro que define o quao forte é a pinga oOptica. Para fazer a calibracao da
pinca optica, nos utilizamos o método de Stokes, que consiste em deslocar a laminula
do microscopio com velocidade U constante e medir a nova posicao de equilibrio da

microesfera.

Sentido do movimentg

0

0

<)
Il

or

H

(b)

(a)

ij,

Figura 2.5: (a) Microesfera presa na posicao de equilibrio no poco de potencial gerado pela
pinga optica. (b) Apods acionarmos o piezo, a microesfera é empurrada pelo fluido e fica em
equilibrio em uma nova, posicao no poco de potencial gerado pela pinca 6ptica. Nessa posicao,
a forga de Stokes, FS, é igual, em modulo, & forca optica, Fop.

A Figura 2.5 (a) mostra a situagao na qual a microesfera se encontra em repouso
no fundo no pocgo de potencial. Nesse caso, como o piezo que movimenta a laminula
estd 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 pinca
optica, que é aproximadamente harmoénico, é um oscilador harmonico browniano, es-
tando sujeito & forca oOptica restauradora e a forca aleatoria devido a interacao com o
fluido. A Figura 2.5 (b), mostra a situa¢ao na qual a laminula se movimento com uma

velocidade constante ¥, movimentando o fluido no qual as microesferas estao imersas.

13
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Esse movimento do fluido d4 origem a uma forca de atrito, chamada de forca de Stokes,
que faz com que a microesfera atinja uma nova posicao de equilibrio dentro do pogo
de potencial. Nessa nova posicao de equilibrio a forca de Stokes é igual, em moédulo, a
forca optica gerada pelo laser.

A forca de Stokes pode ser escrita como,

Fg=—7, (2.7)
onde v é o coeficiente de atrito viscoso e U é a velocidade.
O coeficiente de atrito viscoso sobre uma microesfera em solucao aquosa é dada

pela expressao aproximada [33],

9 /a 1/a\3 45 sant 1 san5]™"
oot 5 (3 1O - H Q@] e
K 7”7“{ 16\n) "8\) "6 \n) "6\ (28)
onde 7, é a viscosidade da agua, solucao na qual as microesferas estao imersas, a é o
raio da microesfera e h ¢ a distancia do centro da microesfera a laminula.
A viscosidade da dgua como fun¢ao da temperatura é dada pela expressao em-
pirica [34],

_tc
Ne =107 {0, 26 + 1,51 exp (EH , (2.9)

onde t. é a temperatura em graus Celsius e 7, estd em unidades SI.
Na nova posi¢ao de equilibrio, mostrada na Figura 2.5 (b), podemos escrever

que, em modulo, Fpop = Fg, ou seja,
KAxp = v - (2.10)

Isolando Axp, temos que

Azp = % v- (2.11)

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

do microscopio onde, inicialmente, focalizamos o fundo da laminula e, na sequéncia,

14
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ajustamos o foco do microscopio até a altura h desejada. Por ultimo, essa altura h é
multiplicada pelo indice de refracao relativo da dgua e do vidro, o que fornece o valor
real da altura do centro da microesfera em relacao a laminula. Para descobrir o valor
de Azp, todo o experimento é filmado utilizando-se o programa StreamPiz, que faz
a captura das imagens formando um video. O procedimento é basicamente composto
por duas etapas, descritas a seguir:

(i) Iniciamos o video com a microesfera parada® dentro do poco de potencial da
pinca, a fim de encontrar a posicao do centro de massa da microesfera quando ela se
encontra como mostrado na Figura 2.5 (a).

(i1) Apos ~ 5 segundos, o piezo que movimenta a laminula é acionado com
uma determinada velocidade e a microesfera atinge a nova posicao de equilibrio, como
mostrado na Figura 2.5 (b). Utilizando o programa ImageJ, que fornece os valores do
centroide da microesfera em funcao do tempo, é possivel determinar o valor de Axp.
Todo esse procedimento é repetido para diferentes valores da velocidade do piezo que
desloca a laminula.

A Figura 2.6 mostra o grafico obtido para o Axp em funcao da velocidade v do
piezo, conforme o procedimento descrito acima.

A equacao (2.11) foi, entdo, utilizada para ajustar os pontos experimentais da
Figura 2.6. Como a equagdo (2.11) é de 1° grau, o ajuste ¢ linear e o coeficiente angular
obtido é /K, onde 7 é calculado através da equagio (2.8).

Em nossos experimentos, a constante de for¢a obtida foi de (3,5+0,4) pN/pum,
que faz com que a faixa de forcas aplicadas ao DNA, durante todo o estiramento da
molécula, esteja dentro do regime entropico¥. De fato, essa faixa de forcas gera grandes
vantagens no nosso caso, entre as quais podemos citar:

(1) O modelo WLC, de Marko e Siggia, utilizado para ajustar os graficos de

forca x extensdo, so6 pode ser utilizado no regime de baixas for¢as (< 5 pN), chamado

§Estritamente falando a microesfera nao fica parada dentro do poco de potencial da pinca, pelo
contréario, ela executa movimento browniano. Diante disso, a microesfera é filmada durante aproxima-
damente 5 segundos e posteriormente fazemos a média dos valores do centréide em funcao do tempo,
usando-se dois programas: o ImageJ que fornece a posi¢ao do centroide 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 ligagdes de hidrogénio entre os pares de bases ndo sdo rompidas.
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Figura 2.6: Grafico do Azp em fun¢do de v, obtido no processo de calibracdo da pinga
Optica, via método de Stokes. Circulos vermelhos: dados experimentais; Linha solida: ajuste
feito utilizando-se a equagao (2.11).

regime entrépico, portanto, ¢ esperado que tal equacao descreva melhor os experimentos
realizados no limite de baixas forcas.

(74) O equilibrio quimico entre a molécula de DNA e os compostos nao é signi-
ficativamente alterado nesse regime de forgas [35]. E bem estabelecido, hoje em dia,
que altas forcas podem alterar o equilibrio quimico entre a molécula de DNA e os
farmacos/compostos em solugdo. De fato, recentemente Vladescu et al. mostraram
que importantes parametros de interacao dependem fortemente das forcas aplicadas
aos complexos DNA - farmacos [35] e, portanto, é esperado que algumas propriedades
mecanicas desses complexos, como por exemplo, o comprimento de persisténcia, A, e
de contorno, L, sejam também dependentes do regime de forcas empregado, uma vez

que elas dependem da quantidade de fairmaco/composto “ligado” ao DNA.
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2.2 Espalhamento dinimico de luz

O espalhamento dinamico de luz (do termo inglés “Dynamic Light Scattering”
ou DLS) é uma técnica experimental que tém sido amplamente utilizada, desde o
seu desenvolvimento na década de 60, em medidas de distribuicao do tamanho de
particulas [36]. O DLS permite medir a distribui¢do do tamanho de particulas na
faixa de 10 nm até ~ 1 pum. Outras importantes aplicacoes dessa técnica podem ser
encontradas na referéncia [37].

Em um experimento tipico de DLS, um feixe de laser, cuja direcao de propagacao
é descrita por um vetor de onda, [?Z-, de médulo K; = nw;/c, onde n é o indice de
refracao do meio, w; é a frequéncia angular inicial e ¢ é a velocidade de luz no vacuo,
incide nas particulas dispersas na amostra. A radiacao espalhada, sob um angulo 6,
em relagao a direcao da propagacao inicial, é caracterizada por um vetor de onda, I?S,
na mesma direcao do feixe espalhado. A radiacao espalhada sob o dngulo 6 é, entao,
coletada por um detector, geralmente um fotomultiplicador. A Figura 2.7 ilustra, de

maneira simplificada, um experimento tipico de espalhamento de luz.

A
Detector
v, X
g K =K. - ; K
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0
Laser (\ >l b
( =
14
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v

Figura 2.7: Representacdo esquematica de um experimento tipico de espalhamento de luz.

Um grandeza particularmente importante na caracterizacao da luz espalhada é

o vetor de espalhamento, ¢, definido pela geometria do experimento [38], como pode
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ser visto na Figura 2.7. O vetor de espalhamento é dado por
7=K,— K, . (2.12)

Nos experimentos de espalhamento de luz, o comprimento de onda do feixe
espalhado é muito proximo do comprimento de onda do feixe incidente, de modo que

|K;| ~ | K| e, dessa forma, o médulo do vetor espalhamento ¢ dado por [3§]

A en (2 (2.13)
q = AZ n 9 > .

onde n é o indice de refracao do meio, A\; é o comprimento de onda do feixe incidente

e 6 & o angulo de espalhamento, como pode ser visto na Figura 2.7.

Para obtermos informagoes a respeito da dindmica das particulas que compoem
a amostra, inicialmente é necessério estudar o espectro de frequéncia, S(w), da intensi-
dade da luz espalhada. Para particulas de tamanhos variados, cujas velocidades sejam
independentes das demais particulas presentes na amostra, o espectro de frequéncia,
S(w), terda a forma de uma curva do tipo lorentziana®, cuja largura do pico, T', de-

pende do coeficiente de difusao, D, e do angulo de espalhamento 6, cuja relacao é dada

por 10 1 r'(9)/2
) = e + (T2 214
onde
w=2f, (2.15)
I'0) =2D {4;:” sen (g)] . (2.16)

A Figura 2.8 mostra o grafico de uma tipica curva lorentziana, onde xq = 0 e
I'=4.
As particulas que compoem as amostras utilizadas nos experimentos de espa-

lhamento de luz executam um movimento continuo, devido as colisoes com as outras

*A lorentziana é uma funcdo que possui um tdnico pico e pode ser descrita por L(z) =
r/2

%W, onde z( é o centro e I' é o parametro que define a largura do pico [39].
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Figura 2.8: Grifico de um tipica curva lorentziana, onde xg =0 e I' = 4.

particulas do meio. Esse movimento é conhecido como movimento browniano ou mo-
vimento randémico, que faz com que a intensidade da luz espalhada, I(t), varie no
tempo. Particulas maiores apresentam uma dindmica mais lenta, ocasionando em flu-
tuacoes mais lentas da intensidade da luz espalhada, I(t), em fun¢ao do tempo. Por
outro lado, particulas menores apresentam uma dindmica mais rapida, ocasionando em
flutuagoes mais rapidas da intensidade da luz espalhada, I(t), em func¢ao do tempo. A
figura 2.9 ilustra essa situacao.

A funcao que relaciona as variacdes da intensidade da luz espalhada com a
dindmica das particulas que compoem a amostra ¢ a funcao de correlacao temporal,
definida como [38|

G(r)={I)I(t+71)), (2.17)

onde I(t) é a intensidade da luz espalhada em um instante arbitrario e I(t +7) é a
intensidade da luz espalhada em um instante posterior, sendo 7 o tempo do correlaci-

onador'.

Do ponto de vista experimental, 7, assume valores tipicamente na faixa de nanosegundos a mi-
crosegundos, dependendo do tipo de correlacionador utilizado.
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Figura 2.9: Intensidade da luz espalhada, I(t), em funcdo do tempo, para particulas maiores
(esquerda) e para particulas menores (direita).

O valor maximo de G(7), dado por (I?), ocorre quando 7 = 0 e, por outro lado,
seu valor minimo, dado por (I)?, ocorre quando 7 — oo, onde, experimentalmente
falando, “oc0”, significa um tempo da ordem de dezenas de milisegundos.

A Figura 2.10 mostra um grafico da fungao de correlacdo temporal, G(7), em
funcao de 7, para o caso onde ha uma distribuicao no tamanho das particulas que
compodem a amostra.

O comportamento das curvas apresentado na Figura 2.10 esta diretamente rela-
cionado ao comportamento das flutuacgoes de I(t), apresentado na Figura 2.9. Flutua-
¢Oes mais lentas da intensidade da luz espalhada, I(t), em func¢ao do tempo, que ocorre
para particulas maiores, ocasiona em uma lenta perda de correlacao, o que faz com que
a curva de correlacao, G(7), atinja o seu valor de saturacdo para valores maiores de
7. Por outro lado, flutua¢oes mais rapidas da intensidade da luz espalhada, I(t), em
funcao do tempo, que ocorre para particulas menores, ocasiona em uma rapida perda
de correlagao, o que faz com que a curva de correlagdo, G(7), atinja o seu valor de
saturacao para valores menores de 7.

O coeficiente de difusao, D, pode ser obtido diretamente da funcao de correlagao

temporal, G(7). Para sistemas monodispersos onde a interacao entre as particulas pode
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=

Figura 2.10: Curvas de correlacao temporal tipicas para particulas que executam movimento
browniano. Circulos vermelhos: particulas menores; quadrados azuis: particulas maiores.

ser desprezada, a funcao de correlacdo temporal, G(7), pode ser escrita como [41]
G(1) = A4 Belm1™) | (2.18)

onde A e B sao parametros de ajuste da curva e I' é a largura do pico da lorentziana,
mostrada na Figura 2.8. A maioria dos experimentos de espalhamento de luz sao
realizadas com amostras que apresentam uma distribuicao de tamanho, ou seja, ha
uma polidispersao de particulas na amostra. Nesse caso, a equacao (2.18) precisa sofrer
uma alteracao para que ela possa levar em conta esse efeito. A funcao de correlacao
temporal, G(7), para amostras que apresentam polidispersao no tamanho da particulas
é dada por [3§]

G(r) = A+ Bg*(1), (2.19)

onde g(7) é a soma de todos os decaimentos exponenciais contidos na fungao de corre-

lacao temporal.
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A equagao (2.16) fornece a relacao entre a dinamica das particulas que compoem
a amostra e a fungdo de correlagdo temporal, G(7), através do parametro I'. Por
ultimo, é necessario relacionar a distribuicao de tamanho das particulas, representada
pelo raio hidrodinamico, Ry, com a informacao obtida através do experimento de
espalhamento de luz, o coeficiente de difusao, D. Para situagoes onde as particulas sao
aproximadamente esféricas e nao interagem entre si, a relacao entre Ry e D é dada
pela equagao de Stokes-Einstein [37]

KpT
"= 6mD

(2.20)

onde Kpg ¢é a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura absoluta e n é a viscosidade

da solucao.

2.3 Calorimetria isotérmica de titulacao

A calorimetria isotérmica de titulacdo (do termo inglés “Isothermal Titration
Calorimetry” ou ITC) é uma importante técnica experimental que permite a extra-
cao de parametros fisico-quimicos e termodinamicos utilizados no estudo de interacoes
intermoleculares. Importantes aplicagoes da ITC podem ser encontradas nas referén-
cias [42-44] como, por exemplo, no estudo da interacio de proteinas com diversas
biomoléculas, interacao DNA-ligantes, no desenvolvimento de novos farmacos, entre
outras.

Os calorimetros atuais possuem uma alta sensibilidade (da ordem de 1078J),
possibilitando uma medida com precisao da quantidade de calor liberado ou absor-
vido na interacao entre moléculas. A Figura 2.11 ilustra, de maneira qualitativa, um
calorimetro tipico utilizado nos experimentos de I'TC.

Como pode ser visto na Figura 2.11, o calorimetro possui duas células, uma
de referéncia e a outra de medida, cada uma com um volume especifico. Na célula de
referéncia se encontra a molécula A, geralmente uma macromolécula. Nessa célula nada
serd acrescentado, servindo apenas como referéncia. Na célula de medidas se encontra a

molécula A e, posteriormente, a molécula B, geralmente um ligante, que sera titulado
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Figura 2.11: Tlustracdo de um calorimetro tipico utilizado nos experimentos de ITC.

na célula de medidas através de um sistema de injecao. Um agitador, colocado no
interior da célula das medidas, ¢ o responsavel por homogeneizar a solucao. Todo o
experimento ¢ realizado em uma condi¢ao de pressao e temperatura constantes. O
fluxo de calor absorvido ou liberado, ap6s cada injecao do ligante, é detectado atraves
de um sistema de termopilhas. A Figura 2.12 ilustra um termograma tipico obtido em
um experimento de I'TC para uma reacao exotérmica, ou seja, quando certa quantidade
de calor é liberada da célula de medidas por unidade de tempo.

Antes da titulagao do ligante, as células do calorimetro entram em contato com
o banho termostéatico localizado no interior do aparelho e, ap6s um certo intervalo de
tempo, elas entram em equilibrio térmico com o banho. Apoés o equilibrio térmico
ser atingido, espera-se mais um intervalo de tempo para que a linha base seja gerada,
correspondendo & situacao na qual a poténcia dissipada no calorimetro é constante. A
linha base corresponde a linha tracejada mostrada na Figura 2.12.

Sabemos que a poténcia ¢ a taxa com que certa quantidade de calor flui da célula

de medidas por unidade de tempo, ou seja, P = d@Q/dt. Realizando-se a integragao
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Figura 2.12: ITlustragdo de um termograma tipico obtido em um experimento de ITC para
uma reacao exotérmica.

sobre todo o intervalo de tempo, teremos que

/tf Pdt =Q , (2.21)

ou seja, a integracao de todos os picos do termograma fornece a quantidade de calor
liberada ou absorvida na célula de medidas durante o experimento de ITC [45]. Nosso
objetivo agora é demonstrar que essa quantidade de calor, @), é igual a variacao de
entalpia, AH, do sistema quando a pressao é mantida fixa durante todo o experimento
[46]. Inicialmente, vamos definir a fungao de estado entalpia, H, estudada no &mbito
da Termodinamica e, posteriormente, mostraremos a relacao entre () e AH.

A energia interna, U, de um sistema termodinamico pode ser considerada um
funcao de duas varidveis entre a pressao, P, o volume, V, e a temperatura, T', uma
vez que essas grandezas se relacionam através da equacao de estado [47]. Vamos,
inicialmente, escolher como variaveis fundamentais, P e T e, na sequéncia, escrever

uma equacao de estado que relacione V em termos de P e T'. Dessa forma, nos teremos

24



2. As técnicas de caracterizacao das interacoes DINA-ligantes

duas fungoes: U(P,T) e V(P,T). Diferenciando ambas as fungoes, obtemos

oU oU
U = (a_P)T dP + (8_T)P dT, (2.22)
e
oV oV
dV = (8_P>T P + (8_T)P dT . (2.23)

A primeira lei da Termodinamica, na sua forma diferencial, pode ser escrita

como

dQ = dU +dw, (2.24)

sendo quedW = PdV'.
Substituindo as equagoes (2.22) e (2.23) na equacao (2.24), obtemos

oU oU 1% )%
dQ = (a_P)T dP + (8_T)P dT + P Ké’_P>T dP + (a_T)P dTl, (2.25)

-~

dv

onde, rearranjando os termos, teremos

w=|(p), v @) l(@r), o Gr) Jor e

Se a pressao, P, ¢ mantida constante durante o processo, entao o primeiro termo

na equagao (2.26) desaparece, logo, teremos

- [(22) +r (%) ]ar o
A capacidade térmica a pressao constante é definida pela equagao [48]
Cr = (fl%)P , (228)
onde identificamos
Cp= (%)P +P <g—¥>}) : (2.29)

A equacao (2.29) pode ser simplificada, encontrando uma funcao, H(P,T), de
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forma que a capacidade térmica a pressao constante, C'p, possa ser escrita como

Cp = @—i)}j | (2.30)

onde H(P,T) é chamada de entalpia.

Observando a equagdo (2.27) identificamos a entalpia como sendo
H(PV)=U+PV. (2.31)
Diferenciando ambos os lados da equagao (2.31), teremos
dH = dU + PdV +VdP . (2.32)

Combinando a equagao (2.32) com a primeira lei da Termodinamica, dada pela
equagao (2.24), obtemos
dH =dQ) + VdP . (2.33)

Considerando, novamente, que a pressao, P, é mantida constante durante o
processo, teremos que

dH =dQ , (2.34)

ou seja, a variagao de entalpia é igual a quantidade de energia trocada na forma de
calor entre o sistema e a sua vizinhanca, se a pressdo, P, é mantida constante. E
importante mencionar que a entalpia, H, é definida em termos de funcoes de estado,
como pode ser visto na equacao (2.31), portanto, ela é também uma fungao de estado.
A vantagem disso é que os processos envolvendo variacoes de entalpia, AH, medidas
nos calorimetros através da energia transferida na forma de calor, dependem apenas

dos estados inicial e final, nao importando o “caminho” que conecta esses dois estados.
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Capitulo 3

A interacao DNA-Actinomicina D

Neste capitulo faremos uma breve descricdo da Actinomicina D, discutiremos
toda a metodologia utilizada para a caracterizacao da interagao entre a molécula de

DNA e a Actinomicina D e discutiremos todos os resultados obtidos.

3.1 A Actinomicina D

A Actinomicina D foi o primeiro antibiotico que mostrou possuir uma atividade
antineopléasica [49]. O farmaco foi extraido pela primeira vez em 1940, por Selman
Waksman e H. B. Woodruff, de bactérias do género Streptomyces* |50]. O seu uso
em humanos foi autorizado em 1964, pela FDAT e o farmaco foi comercializado com o
nome de Cosmegen. A Actinomicina D é um dos fArmacos anticAncer mais antigos e
tem sido amplamente utilizada desde sua liberagao em 1964. A Figura 3.1 mostra a
estrutura molecular do composto.

A Actinomicina D é utilizada em tratamentos de tumores com uma alta malig-
nidade, tais como, doenca trofoblastica gestacional [19], tumor de Wilms [20] e rab-
domiossarcoma [21]. O composto exibe um complexo mecanismo de interagao com a

molécula de DNA, com duas partes da molécula do composto se ligando através de di-

* Streptomyces é um género de bactérias que habitam, principalmente, o solo e sdo responsaveis pelo
cheiro caracteristico de terra molhada. Devido ao grande nimero de microorganismos existentes no
ambiente em que vivem, elas secretam antibiéticos para matar outros microorganismos que competem
com elas e que servem de nutrientes para o seu proprio desenvolvimento.

fFDA ¢ a abreviacdo do termo em inglés “U. S. Food and Drug Administration”, que é a agéncia
americana reguladora de alimentos e medicamentos.
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O 0
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Anel de fenoxazona cH, L.

Figura 3.1: Estrutura molecular da Actinomicina D, CgoHggN1201¢, cuja massa molar é M
= 1255,42 g/mol.

ferentes modos: enquanto o anel de fenoxazona se intercala preferencialmente nos pares
de base C-G, a cadeia ciclica de pentapeptideos se liga na fenda menor, geralmente,
formando ligacoes de hidrogénio com as guaninas |51-54].

E bem estabelecido na literatura que esses tipos de interacoes podem perturbar
fortemente a estrutura de dupla hélice, dependendo da concentracao do composto.
De fato, a intercalacao, em geral, produz dois efeitos: um aumento no comprimento
de contorno do DNA, através do aumento da distancia axial entre dois pares de bases
consecutivos e um giro na molécula de DNA, no sentido de desfazer a estrutura de dupla
hélice [55-57|. Ligantes de fenda, por sua vez, podem induzir significantes dobras na
molécula, desenrolamento parcial na estrutura de dupla hélice e eventualmente um giro
de um nucleotideo para fora da dupla hélice (do termo em inglés “base flipping”) [58,59].
Essas perturbacoes estruturais usualmente se refletem em mudancas nas propriedades
mecanicas do DNA, de forma que o mecanismo de acao do farmaco pode ser encontrado
monitorando as mudancas nesses parametros mecanicos, tais como: comprimento de

contorno, comprimento de persisténcia, raio de giro, distancia ponta a ponta, etc.

28



3. A interacao DN A-Actinomicina D

3.2 Construcao do porta amostras e preparacao da

solucao DNA-microesferas

Nessa secao, descrevemos o processo de construcao do porta amostras e a prepa-
racao da solucao DNA-microesferas utilizada em todos os experimentos apresentados
nesse trabalho. E importante salientar que os procedimentos apresentados nas secoes
3.2 e 3.3 sao utilizados em todos os experimentos, por isso s serao apresentados nesse

primeiro capitulo de resultados, que trata da interacao DNA-Actinomicina D.

3.2.1 Preparacao das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho consistem em uma solu¢ao aquosa de PBS
(do termo em inglés “Phosphate Buffer Saline”) com uma concentragao de NaCl = 140
mM, além das microesferas de poliestireno com um diametro de 3,0 um recobertas com
estreptavidina e o DNA biotinilado. Utilizando o protocolo disponivel na referéncia [25],
foi possivel realizar a biotinilizacao da molécula de DNA. Uma das pontas da molécula
DNA ¢ ligada a microesfera de poliestireno recoberta com estreptavidina e a outra
ponta é ligada as moléculas de estreptavidina que recobrem a laminula. Para fazer o
recobrimento da laminula, nés utilizamos o protocolo disponivel na referéncia [60]. E
importante mencionar que a biotina é uma vitamina do complexo B e a estreptavidina
é uma proteina e que ambas possuem uma alta afinidade. Utilizando a pinca optica
para aprisionar a microesfera é possivel entao, realizar os estiramentos da molécula de

DNA.

3.2.2 Construcao do porta amostras

O nosso porta amostra consiste de uma laminula (Corning) com uma espessura
de aproximadamente 0,15 mm, além de um anel de borracha do tipo O-ring com um
diametro de 0,7 cm. Utilizando-se um aquecedor, derretemos parafina para colar o
O-ring na laminula da Corning. A regiao delimitada pelo O-ring é recoberta com uma
camada de estreptavidina, para que a biotina presente nas pontas da molécula de DNA

possa se ligar. A seguir, detalhamos esse procedimento:
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(7) Depois de colado o O-ring, acrescentamos 25 ul. de BSA*-biotinilada prepa-
rada no solvente que denominamos tampao Af, com uma concentragao de 1,8 ug/mL
e aguardamos ~ 30 minutos para que a area fosse totalmente recoberta.

(71) Vencidos os 30 minutos, todo o excesso de BSA biotinilada ¢ retirado e a
amostra recebe uma camada de tampao A, que serve para "lavar"a amostra.

(73i) Na sequéncia, sao inseridos 30 ul. de estreptavidina preparada no tampao
A, com uma concentra¢ao de 0,1 pug/mL e aguardamos, novamente, mais 30 minutos
aproximadamente, para que a area fosse totalmente recoberta.

(iv) Efetuamos novamente a "lavagem"da amostra, como citado no passo ().

(v) Por tltimo, levamos o porta amostras ao microscopio e utilizando a propria
iluminacao do aparelho, efetuamos a secagem da amostra. Depois de alguns meses
trabalhando com esse protocolo, percebemos que esse Gltimo passo era extremamente
importante para que a ligacao entre o DNA biotinilado e a estreptavidina que recobre

o porta amostras, fosse otimizada.

3.2.3 Preparagao da solugao DN A-microesferas

Paralelamente a preparacao do porta amostras, ¢ efetuada também a prepa-
racao da solucao contendo o DNA e as microesferas de poliestireno recobertas com
estreptavidina. Para isso, seguimos a seguinte sequéncia de operagoes:

(i) Em um microtubo do tipo eppendorf, acrescentamos 20 ul. de PBS 7,4%,
que é o solvente utilizado na preparacao de todas as concentragoes do farmaco, além
de 3 puL de microesferas de poliestireno recobertas com estreptavidina e 4 uL. de DNA
biotinilado previamente preparado utilizando o protocolo descrito na referéncia [25]. O
eppendorf é entdo levado ao banho térmico a uma temperatura de 37°C% e o tempo de
incubacao é de 1 hora.

(74) Vencido o tempo de incubagdo, acrescentamos 73 pl. de PBS 7,4 para que

*A BSA, Albumina Sérica Bovina, do termo em inglés “Bovine Serum Albumin”, é uma proteina
que possui uma carga negativa em pH 7,4 e se liga ao vidro através da interagao eletrostética.

O solvente, que denominamos tampao A, consiste de uma solucio previamente preparada com 10
mM de MgCls, 40 mM de KCl, e 25 mM de Tris HCI em pH 8,0.

tO namero 7,4 representa o pH do solvente, que é o valor do pH intracelular, no qual o DNA se
encontra n vivo.

§Nessa temperatura ha uma otimizacdo da ligacdo entre a biotina e estreptavidina
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a solucao contenha um volume total de 100 uL. e aguardamos mais ~ 20 minutos para
a diluicao da solucao de DNA e microesferas.

(73i) Na sequéncia, utilizando uma micropipeta, levamos a solugdo de DNA para
0 microscopio e a inserimos ao porta amostras, que ja se encontra seco e pronto para
receber a solucao de DNA.

(7v) Por ultimo, esperamos ~ 20 minutos para que possa ocorrer a ligagao entre
a biotina no DNA e a estreptavidina que recobre o porta amostras.

Vencidas todas essa etapas, estamos prontos para comecar o experimento, que
consiste, inicialmente, na procura de um bom conjunto DNA-microesfera para a reali-

zacao dos estiramentos.

3.3 Procedimento experimental para a realizacao dos

estiramentos

Nessa secao, faremos uma descricao detalhada do procedimento experimental
utilizado ndo somente para fazer a caracterizacao da interacdo DNA-Actinomicina D,
mas também utilizada para a caracterizacao da interacao DNA-GelRed e no estudo da
influéncia do Polietilenoglicol na interacao DN A-intercalantes, que serao discutidos nos

capitulos seguintes.

3.3.1 Encontrando um bom conjunto DNA-microesferas

O primeiro passo, apos a preparacao da solucdo de DNA-microesferas, para
que 0 nosso experimento seja bem sucedido é a procura de um bom conjunto DNA-
microesferas para a realizagao dos estiramentos. A Figura 3.2 mostra as possiveis confi-
guracoes para o DNA, as microesferas de poliestireno e do conjunto DN A-microesferas
em nossa amostra.

E possivel encontrar em nossa amostra vérias configuracoes, dentre as quais po-
demos citar: DNA biotinilado isolado, microesferas de poliestireno aderidas a laminula,
moléculas de estreptavidina, BSA e biotina isoladas em solu¢ao, DNA com uma ponta

aderida a microesfera mas com a outra ponta solta, além da situacao que realmente nos
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Figura 3.2: Possiveis configuragoes para o DNA, as microesferas de poliestireno e do conjunto
DNA-microesferas em nossa amostra.

interessa que é uma ponta do DNA biotinilado adsorvido na microesfera de poliestireno
recoberta com espreptavidina e a outra ponta adsorvida na laminula de vidro recoberta
com esptreptavidina.

Inicialmente, procuramos as microesferas que executam movimento browniano,
ou seja, aquelas microesferas que nao estao aderidas a laminula. Utilizando-se os
deslocadores piezoelétricos acoplados ao microscopio 6ptico, a microesfera é puxada
com a pinca 6ptica e obtemos duas situacoes:

(7) A microesfera permanece durante todo o deslocamento dentro do pogo de
potencial da pinga e, consequentemente, nao ha DNA colado a microesfera®.

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

Mesmo ap6s a configuracao desejada ser encontrada, ¢ importante verificar se

nao ha mais de um DNA colado a microesfera. Isso pode ser feito esticando o DNA em

*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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dois sentidos opostos (+x e -x, por exemplo) e verificando que o tempo que a microesfera
demora para escapar do pogo de potencial da pinga 6ptica seja aproximadamente o
mesmo nos dois sentidos. Obviamente, isso nao garante que haja apenas um tnico

DNA colado & microesfera, mas é um forte indicio.

3.3.2 Realizacao do estiramento da molécula de DNA

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
posicao de equilibrio da microesfera, a pinca 6ptica é entao utilizada para capturé - la.

O motor piezoelétrico que esta acoplado ao estagio do microscopio é iniciado e a
filmagem do experimento é iniciada simultaneamente. A velocidade na qual o estagio
se deslocal é constante e, em nossos experimentos, seu valor foi de v = 0,1 ym/s. A
Figura 3.3 mostra um esquema dos estiramentos da molécula de DNA.

A altura h da microesfera é mantida fixa em ~ 4,0 um 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 pinca 6ptica exerce sobre a
mesma. A molécula de DNA é entao esticada, até que ela escape do poco de potencial
da pinca oOptica. 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 dos valores dos parametros
de interesse, a fim de melhorar a precisao do experimento.

Para encontrar a for¢a que o DNA exerce sobre a microesfera, todo o experi-
mento ¢ filmado com um camera CCD (detalhes podem ser encontrados na Figura 2.4)
e com isso podemos determinar a posicao do centro de massa da microesfera em funcao

do tempo, z(t). Portanto, conhecendo-se a posi¢ao inicial da microesfera, z(0), quando

tO porta amostras, contendo a solu¢io de DNA, fica dentro do estigio do microscopio e, diante
disso, a velocidade na qual o estidgio do microscépio se desloca é igual a velocidade na qual o porta
amostra se desloca.
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Figura 3.3: Esquema da realizacdo dos estiramentos da molécula de DNA em um regime
quase-estitico. Sao mostradas duas posi¢oes da microesfera em instantes de tempo distintos,
evidenciando o seu deslocamento dentro do poco de potencial gerado pela pinga éptica.

esta encontra-se no fundo do poco de potencial da pinga 6ptica, podemos calcular a

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

Ax(t) = 2(t) — 2(0) . (3.1)

A forca que o DNA exerce sobre a microesferat, em funcdo do tempo, ¢ dada
por

F(t) = kAz(t) (3.2)

onde k é a constante de forca da pinca oOptica.
A Figura 3.4 mostra a curva tipica obtida com esse procedimento, além do ajuste

feito utilizando-se o modelo WLC [26].

fRepare que esta forca ¢ igual a forca optica gerada pela pinca quando a microesfera se desloca
dentro do pogo de potencial. No entanto, conforme ja discutimos acima, esta forga é igual, em médulo,
a forca que a molécula de DNA exerce sobre a microesfera, visto que o experimento é realizado em
um regime quase-estatico.
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Figura 3.4: Curva tipica da componente x da for¢a x extensiio do DNA. O ajuste é feito
utilizando-se a equacao 3.4.

A expressao de Marko e Siggia (modelo WLC) é dada pela equacio

 kgT

F
A

z 1 1
= 3.3
-+ : 4], (3.3)

onde kp é a constante de Boltzmann, 7" é a temperatura absoluta, A o comprimento
de persisténcia, L o comprimento de contorno e z é a extensao da molécula de DNA.
No entanto, como estamos realizando o experimento na direcao x, ¢ mais con-
veniente utilizar a componente x da equagao (3.3). Observe, na Figura 3.3, que a
extensdo do DNA, z, é dada por z = \/m e F, = Fcosl = F(xpya/z). A
altura h é fixa durante todo o experimento e seu valor é ~ 4,0 um. Substituindo essas

relagoes na equacao (3.3), obtemos a expressao final da componente x da forga, dada
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por

F, = kZT W + ! . PN (34)
4<1——”12D]£A+h2) | Vb2

Utilizando a equagao (3.4), nos fizemos o ajuste aos dados experimentais da Fi-

gura 3.4, para a molécula de A-DNAS pura e obtivemos 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 semelhanca com os dados encontrados na litera-
tura [62,63| e, portanto, o procedimento pode ser usado para estudar a variacdo das
propriedades mecénicas da molécula de DNA ao interagir com os fAirmacos/compostos

utilizados nesse trabalho.

3.3.3 Adicao do farmaco na amostra

Uma vez realizado todos os estiramentos com a molécula pura de \-DNA, era
necessario incluir o farmaco na amostra. As aliquotas contendo o farmaco foram inse-
ridas diretamente na amostra, introduzindo a micropipeta no porta amostras contendo
a solucao de DNA-microesferas. A Figura 3.5 ilustra esse procedimento.

A Actinomicina D utilizada em nossos experimentos foi produzida pela Sigma-
Aldrich e as aliquotas contendo o farmaco foram preparadas de forma a fornecer uma
faixa de concentracao que variava desde 1 uM até 12 pM.

A mesma aliquota era inserida e retirada algumas vezes da amostra, para ga-
rantir que a concentracao do fArmaco na amostra fosse praticamente a mesma daquela
previamente preparada no eppendorf.

E importante ressaltar que esse procedimento de adicdo e troca do farmaco é
extremamente importante, uma vez que permite realizar o experimento completo com

a mesma molécula de DNA, para varias concentracoes do farmaco.

80 fago A é um virus que infecta a bactéria E. Coli [61]. O DNA do fago ) ¢ ideal para os nossos
experimentos, devido ao seu tamanho. Uma molécula de A-DNA possui cerca de 48.500 pares de base,
0 que resulta em um comprimento de contorno médio de 16,5 pm.
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Figura 3.5: Tlustragdo do procedimento usado para a troca das aliquotas contendo a Acti-
nomicina D.

3.4 Caracterizacao da interacao DNA-Actinomicina
D

Nesta secao discutiremos o modelo de Hill e o modelo teérico proposto por Si-
man et al. [64] para extrair os dados fisico-quimicos da intera¢ado para compostos que
apresentam um comportamento nao monotoénico para o comprimento de persisténcia,
A, em funcao da concentracdo do composto, como é o caso da Actinomicina D. Além
disso, apresentaremos detalhadamente os resultados obtidos para a interacao da Acti-

nomicina D com o DNA.

3.4.1 O modelo de Hill

O modelo de Hill, proposto em 1910 pelo fisiologista inglés Archibald Vivian
Hill, foi formulado para explicar a interagao do oxigénio com a hemoglobina* [65]. De

maneira geral, essa interagao pode ser descrita através da reagao
Hb,, + nOs; = Hb,,0,, ,

onde Hb,, representa um agregado com n moléculas de Hb.

*A hemoglobina é uma proteina presente nas hemaécias, cuja fungdo é absorver o oxigénio presente
nos pulmoes e transporta-lo aos tecidos de todo o corpo.
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Podemos definir a constante de interacao aparente, K 4, quando n moléculas de
O, se ligam a um agregado de Hb,,, como sendo

[ano2n]

B = T, [0,

(3.5)

onde [Hb,Oy,], [Hb,| e [O2] representam a concentragao do composto resultante e as
concentragoes dos solutos, respectivamente.
Se cada molécula de oxigénio que se liga com a hemoglobina possuir a mesma

constante de intera¢ao (no equilibrio), K;, entdo a equacdo seguinte é vélida
Kjp=K". (3.6)

O modelo de Hill pode ser adaptado ao nosso estudo da interacao da molécula
de DNA com farmacos/compostos. Para isso, vamos substituir as moléculas de hemo-
globina (Hb) pelas moléculas de DNA e as moléculas de oxigénio (Oy) pelas moléculas
dos farmacos/compostos. Desse modo, [Os] = CY, representa a concentra¢do de farma-
cos/compostos livres em solugao (do termo inglés “free”); [Hb,O,,] = Cj, representa
a concentragao de farmacos/compostos ligados ao DNA (do termo inglés “bound”) e,
finalmente, [Hb,| = C,, — C}, representa o nimero de sitios livres na molécula de DNA.
Chp € a concentracgao de pares de base do DNA (do termo inglés “base-pair”), que é uma
constante em nossos experimentos.

Substituindo a equagdo (3.6) na equacao (3.5) e fazendo as adaptacoes citadas
no paragrafo anterior, podemos escrever a seguinte equagao

C
K ’

PTGy -Gy (3.7)

Dividindo o numerador e o denominador, do lado direito da equagao (3.7), por

Chp, temos que

K! = 3.8
onde
Cb Nb
r = -— = — 5 39
C " M, (3.9)
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representa a fracao de sitios ligados, que pode ser definida em termos da razao entre
concentragoes, Cp/Cl, ou em termos da razao entre os numeros de moléculas, Ny/Ny,.
Isolando r na equagao (3.8), finalmente chegamos a isoterma de “ligacao” do
modelo de Hill (ou equagao de Hill), dada por
(KiCp)"

v (3.10)

onde K é a constante da interagao (no equilibrio) e n é o expoente de Hill, um parame-
tro usualmente utilizado para medir o grau de cooperatividade em reacdes quimicas'.
O expoente de Hill, também pode ser interpretado como o limite inferior de sitios que
efetivamente cooperam para a ligagao [66] e, consequentemente, uma medida da média
do namero de moléculas do composto que formam um agregado [64].

Da maneira como foi originalmente formulado, o modelo de Hill prevé que apenas
moléculas pequenas possam se ligar aos sitios vazios, que nao ¢ o caso da maioria dos
farmacos/compostos utilizados no laboratério de Fisica Biologica. Em outras palavras,
o modelo de Hill nao admite a possibilidade de uma molécula do ligante excluir alguns
sitios vizinhos apo6s a sua ligacdo. Podemos “contornar” esse fato ao introduzirmos um
termo ad hoc na equagao (3.10). Esse termo, ry,,., representa a fragdo maxima de
sitios ligados e, dessa forma, a equagao (3.10) passa a ser escrita como

Tmaz<Kin)n

= TR (3.11)

Se todos os sitios disponiveis estao ocupados, entao 7, = 1 e a molécula de
DNA esté saturada. Por outro lado, se uma molécula, ao interagir com o DNA, exclui
alguns sitios vizinhos, entao 7,,,, < 1. A Figura 3.6 mostra um grafico teoérico de r
em funcao de C para varios valores de n, utilizando a equacao (3.11). Nesse grafico,

Tmaz = 1 € K; = 10° M~ para todas as curvas.

fSe n > 1, entdao ha uma cooperatividade positiva, ou seja, uma molécula do composto, ao interagir
com o DNA, aumenta a afinidade do polimero para a ligacao subsequente. Por outro lado, se n < 1,
entdo ha uma cooperatividade negativa, ou seja, uma molécula do composto, ao interagir com o DNA|
diminui a afinidade do polimero para a ligacao subsequente. Se n = 1, a interacdo é nao cooperativa
e a afinidade é independente do ntimero de moléculas ligadas.
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Figura 3.6: Grafico de r em funcao de C, para varios valores de n. Nesse grafico, mpez = 1
e K; = 10° M~!, para todas as curvas.

E importante observar que, quanto maior o valor de n, menor o valor de Cf
quando a curva comega a atingir o limiar de saturagdo para a fracdo méaxima de sitios

ligados que, nesse caso, é 1., = 1.

3.4.2 O modelo estatistico de dois sitios

O modelo estatistico de dois sitios, formulado em parceria com o grupo de Fisica
Biologica da UFMG, surgiu da necessidade de explicar a interacao da S-ciclodextrina
com a molécula de DNA [64]. O modelo é uma poderosa ferramenta que permite a
extracao de parametros fisico-quimicos da interacao de farmacos que apresentam um
comportamento nao monotonico no grafico de comprimento de persisténcia, A, em
funcao da concentragao do farmaco.

O modelo assume que os compostos possam se ligar 4 molecula de DNA com uma

cooperatividade positivat, formando agregados. Esses agregados tém uma distribuicdo

fSe um composto apresenta uma cooperatividade positiva, significa que ele aumenta a afinidade
da molécula de DNA para que mais moléculas do composto possam se ligar ao polimero.
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de tamanho estreita, com n moléculas na média e estao distribuidos aleatorimente ao
longo da molécula de DNA. Se nao ha cooperatividade, como no caso da Actinomi-
cina D, n = 1 e cada molécula do ligante esta localizada aleatoriamente ao longo da
molécula de DNA. Quando uma molécula do composto se liga ao DNA, ela muda o
comprimento de persisténcia local da molécula pura de DNA de Ay para o valor A;.
Se duas moléculas do composto se ligam & molécula de DNA em sitios vizinhos, o
comprimento de persisténcia local muda para o valor A,.

Vamos chamar de C7 a concentragio total do composto, C; a concentragao de
composto livre em solucao e C}, a concentracao de composto ligado . Essas grandezas

se relacionam através da equagao
Cr=Ci+ Gy . (3.12)

A fracao de sitios ligados, r, é dada pela equagao (3.9) e o termo, 7., que
foi introduzido na equagao (3.10), representa a fracdo méaxima de sitios ligados, como
discutido em detalhes na secao 3.4.1. Consequentemente, a probabilidade de um sitio
estar ocupado é r/r,,,, e a probabilidade de um sitio ndo estar ocupado é 1 — 7 /1,4,
Assumindo uma distribuicao aleatéria para a distribuicao de sitios ligados, nos teremos
trés probabilidades distintas relacionadas a ligacao de moléculas em sitios vizinhos:
(a) dois sitios vizinhos nao ocupados com comprimento de persisténcia local Ay e
probabilidade Py = (1 — 7/rmaz)?; (b) dois sitios vizinhos simultaneamente ocupados
com comprimento de persisténcia local Ay e probabilidade Py = (7/7,4.)? €, finalmente,
(c) um sitio ndo ocupado e um sitio ocupado com comprimento de persisténcia local
Ay e probabilidade P, = 1 — Py — Py = (2r/7Tmaz)(1 — 7/Tmaz). Como discutido na
referéncia [64], essa distribuicao de probabilidade pode ser usada mesmo quando o
ligante apresenta cooperatividade com a molécula de DNA. A Figura 3.7 ilustra essa
distribuicao de probabilidades de ocupagao em um fragmento da molécula de DNA.

Segundo o modelo estatistico de dois sitios, o comprimento de persisténcia efe-

tivo, supondo a molécula de DNA como uma associacao de molas entropicas em série,

§Observe que Cr ¢ a concentracio total de composto que é adicionada a amostra contendo o DNA,
colocando a micropipeta diretamente na amostra.
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Figura 3.7: Distribuicdo de probabilidades de ocupagao, segundo o modelo estatistico de
dois sitios, em um fragmento da molécula de DNA, onde x = r/rmaz-

é dado por
1 R A B

0, -ty 2 1
1 A0+A1+A2 (3.13)

Substituindo os valores de Py, P; e P, na equagao (3.13) e rearanjando os termos,

teremos

1 1 2 ) r 1 ) 1 r \2
—=——+ (- — -+ : 3.14
A" A" <A1 Ao) <rm) * (Ao At A2) (rm) (3.14)

A relacao entre a fragao de sitios ligados, r, e a concentracao de ligante livre em

solugao, C, pode ser aproximadamente descrita pela isoterma de “ligacao” do modelo
de Hill [66], dada pela equagao (3.11).

A concentracao de ligante livre em solucao, C, pode ser escrita como, C; =
Cr — rChyp. Substituindo essa rela¢ao na equagao (3.11), podemos escrever que

T _ [Kz(OT — TCbp>]n )
T'mazx 1 + [Kl(CT — ’T’Cbp)]n

(3.15)

Na referéncia [64], os autores demonstram que a equacao (3.15) tem uma tnica
solucao e que ela pode ser determinada para uma condicao inicial qualquer, o que é
bastante apropriado quando queremos ajustar uma curva a conjunto de pontos expe-
rimentais. Para resolver a equacao (3.15), vamos inicialmente definir z = r/r,,,,, de
modo que ela possa ser escrita como

(K (Cr = rCip)]"

= T K (Cr = rCy )" (3.16)

Observe que essa equacao pode ser resolvida numericamente desde que os valores das
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constantes sejam conhecidos, retornando x para cada valor de Cp. Para isso, um
algoritmo foi desenvolvido utilizando uma subrotina para resolver a equacao (3.16) para
valores iniciais das constantes. Uma vez obtido os valores dessas constantes, voltamos
na equagao (3.14) e substituimos esses valores, uma vez que essa equacao foi utilizada
para ajustar os valores do comprimento de persisténcia, A, em funcao de Cr/Ch,.
Os ajustes foram feitos utilizando-se o programa MATLAB®, através da funcio dos
minimos quadrados (do termo inglés “Least Squares Fitting”). Todo esse procedimento
nos possibilitou extrair os dados da interagdo do DNA com a Actinomicina D (7,44,

K; e n) através de medidas puramente mecanicas.

3.4.3 Resultados obtidos para a interacao DNA-Actinomicina
D

A Figura 3.8 mostra o comportamento do comprimento de persisténcia, A, em
funcao da concentracao total de farmaco, C'r, normalizada pela concentracao de pares
de base de DNA na amostra, Cp,.

Observe que o comprimento de persisténcia exibe um comportamento nao mo-
notonico. Ele inicialmente decresce do valor para o DNA puro (~ 50 nm) até ~ 23 nm
na concentracao Cr/Ch, = 0,09. A partir dessa concentracdo, seu valor aumenta atin-
gindo ~ 43 nm na concentracio de Cp/Cy, = 0,66. Finalmente, para concentragdes
maiores que Cr/Cp, > 0,66, o comprimento de persisténcia cai abruptamente para
~ 25 nm.

O comportamento ndo monotonico exibido para as concentracoes Cp/Ch, <
0,66, pode ser entendido utilizando-se o modelo estatistico de dois sitios, discutido
na secao 3.4.2. A queda abrupta do comprimento de persisténcia para concentragoes
Cr/Cyy > 0,66, esta relacionada, provavelmente, a uma desnaturagdo parcial da mo-
lécula de DNA, através da formacao de bolhas de desnaturagao, induzida pela forca
aplicada pela pinga optica, como discutido nas referéncias [67,68]. A Figura 3.9 mostra,
de maneira qualitativa, uma molécula de DNA com uma bolha de desnaturacao. A
principio, esse efeito poderia ser descrito adicionando-se mais um comprimento de per-

sisténcia local na equagao (3.14), associado a formacao de bolhas de desnaturacao. No
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Figura 3.8: Comprimento de persisténcia, A, em fun¢ao da razao de concentragoes, Cr/Chy,
para os complexos DNA-Actinomicina D.

entanto, o numero de parametros ajustaveis se tornaria maior, dificultando o processo
de ajuste dos pontos experimentais. Além disso, nos estamos interessados em estudar a
interagdo DNA-farmacos, quando a molécula de DNA nao se encontra desnaturada (ou
parcialmente desnaturada), de forma que os dados para concentracoes Cr/Cyp, > 0, 66,
nao foram incluidos na nossa anélise.

Inicialmente, nos fizemos o ajuste dos dados experimentais da Figura 3.8 uti-
lizando a equagao (3.14), deixando Ay, Ay, K;, n € Tpe, cOmo parametros ajustaveis.
Para isso, nos utilizamos todo o procedimento discutido na secao 3.4.2 e Ag = 48 nin,
que é o valor do comprimento de persisténcia para o DNA puro. O resultado desse
procedimento estd mostrado na Figura 3.10.

Por conveniéncia, o ajuste foi realizado no grafico do inverso do comprimento de

persisténcia, 1/A, em funcdo da razao de concentracoes, Cr/Cy,, pois a equacao (3.14)
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Figura 3.9: Molécula de DNA com uma bolha de desnaturacdo, devido & aplicagdo da forca
pela pinca éptica.

apresenta uma relacio com os inversos dos comprimentos de persisténcia. E importante
mencionar que o modelo teérico se ajusta de maneira bastante satisfatoria aos dados
experimentais. Desse ajuste, nés obtivemos os seguintes valores: A; = 15,2+ 0,6 nm,
Ay =654+25nm, K; = (1,5+0,4) x 10° ML, n=1,140,2 € rpqe = 0,11 £0,01.

Como mencionado na se¢ao 3.4.2, A; e Ay sdo os comprimentos de persisténcias
locais, associados com a ligacao de uma e duas moléculas de Actinomicina D em sitios
vizinhos, respectivamente. Portanto, o resultado obtido A; < Ay, indica que a ligacao
de uma molécula de Actinomicina D diminui o comprimento de persisténcia efetivo dos
complexos DNA-Actinomicina D, enquanto o resultado A; > A; indica que a interacao
de duas moléculas de Actinomicina D em sitios vizinhos aumenta o comprimento de
persisténcia efetivo dos complexos DNA-Actinomicina D. A barra de erro relativamente
grande, apresentada para As, é explicada pelo fato do grande niimero de parametros
ajustaveis no modelo teorico. Quando essa mesma metodologia é aplicada a um sistema
DNA-ligante particular, é possivel obter barras de erros menores, quando alguns dos
parametros ajustaveis sao previamente determinados por outras técnicas experimentais
e, dessa maneira, reduzindo o niimero de parametros ajustaveis.

O fato de n ~ 1, indica que a interagao nao é cooperativa, o que esta de acordo
com os resultados experimentais obtidos com outras técnicas [69,70]. Além disso, pode-
mos utilizar o valor da fracao maxima de sitios ligados, 7,4, para estimar o nimero de

pares de base que sao excluidos por uma molécula de Actinomicina D no A-DNA, que
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Figura 3.10: Circulos: inverso do comprimento de persisténcia, 1/A, em funcao da razao de
concentragoes, Cr/Cyyp, obtido a partir dos dados experimentais da Figura 3.8. Linha: ajuste
feito usando o modelo estatistico de dois sitios, através da equagao (3.14).

&, N =1/rmee = 9,1 £0,8. Na referéncia [71], os autores encontraram que o nimero
de pares de base excluidos por uma molécula de Actinomicina D é 11, usando o DNA
extraido do timo de bezerro. E importante salientar, entretanto, que esse nimero nao
significa que 9 sitios estao efetivamente ocupados por uma molécula de Actinomicina D,
pois devemos levar em conta o fato da ligagao gerar sitios vazios ao longo da molécula
de DNA. O niimero de sitios que uma molécula de Actinomicina D efetivamente ocupa
é ~ 4069

Finalmente, o valor obtido para a constante de intera¢ao (no equilibrio), K;
esta em excelente acordo com os valores reportados na literatura utilizando outras
abordagens e técnicas experimentais, embora tenham sido utilizados diferentes tipos
de DNA [69,72,73]. A maioria das drogas anticancer possuem constantes de equilibrio

da ordem de 10* a 107" M~! quando interagem com o DNA. Como exemplos, podemos
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citar o antibiotico antraciclinico Daunomicina (7,0 x 10> M™1), que é usado para o
tratamento de leucemia e outros tipos de cancer |[74]; o intercalante Psoralen (9,0 x 10*
M~1), utilizado no tratamento de varias doengas de pele [67] e o composto de pla-
tina, Cisplatina (1,5 x 10* M), utilizado no tratamento de varios tipos de cancer,
dentre os quais podemos citar: cancer de cabeca, pescoco, pulmoes e sistema genituri-
nario [75,76]. Enquanto a constante de ligagao no equilibrio, K;, indica qual composto
se liga mais fortemente ao DNA, o expoente de Hill, n, possui um papel fundamental
no entendimento do mecanismo de acao do composto, uma vez que ele esti correla-
cionado com a cooperatividade da interacao e com o tamanho do agregado formado
entre o DNA e o composto. Os dois primeiros exemplos, Daunomicina e Psoralen, sao
ligantes que nao apresentam cooperatividade, enquanto a Cisplatina possui uma coo-
peratividade positiva |75,77|. Nos tratamentos de cancer, geralmente, sdo utilizadas
duas ou mais drogas que sao complementares, a fim de potencializar os resultados. Por-
tanto, entender as diferencas nos aspectos moleculares das interacoes DNA-farmacos,
pode melhorar a eficicia de tais tratamentos. No entanto, nao é objetivo desse tra-
balho classificar a eficiéncia da Actinomicina D frente a outras drogas utilizadas em
tratamentos quimioterapicos, uma vez que essa classificagdo depende fortemente da
especificidade de cada tipo de cancer que se deseja tratar.

A Figura 3.11 mostra o aumento relativo do comprimento de contorno, AL/ Ly,
em funcao da concentracao total de farmaco, Cp, normalizada pela concentracao de
pares de base de DNA na amostra, Cy,.

E importante observar que o comprimento de contorno aumenta monotonica-
mente com o aumento da concentracao de Actinomicina D na amostra, assemelhando-se
ao comportamento de intercalantes tipicos [67]. Para fazer o ajuste dos dados expe-
rimentais da Figura 3.11, ndés assumimos que o comprimento de contorno aumenta
quando dois sitios da molécula de DNA sao ocupados simultaneamente, de modo que,

AL r o\’
= () (3.17)

LO Tmaz

onde 7 é o valor de saturacdo de AL/Lg e r/Tmee = @ é dada pela equagao (3.16).

Essa suposicao, quanto ao aumento do comprimento de contorno, é bastante razoavel,
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Figura 3.11: Circulos: aumento relativo do comprimento de contorno, AL/Lg, em funcao
da razao de concentragoes, Cr/Cy,. Linha: ajuste feito usando a equacao (3.17).

uma vez que quando duas moléculas de Actinomicina D ocupam dois sitios vizinhos
no DNA, ha também um aumento do comprimento de persisténcia, do valor inicial Ay
para o valor As, efeito que também ¢é verificado para intercalantes tipicos [67].

A linha sélida, mostrada na Figura 3.11, é o resultado do ajuste feito utilizando-
se a equacdo (3.17) e a metodologia discutida na secdo 3.4.2. E importante destacar
que a equacao (3.17) se ajusta de maneira bastante satisfatoria aos dados experimen-
tais. Desse ajuste, nos obtivemos os seguintes valores para os parametros ajustaveis:
Tmaz = 0,1040,01, n = 1,0+£0,2 e K; = (1,6 £0,2) x 105 M~!. Esses resultados obti-
dos concordam de maneira bastante satisfatoria com os resultados previamente obtidos
no ajuste dos dados experimentais para o inverso do comprimento de persisténcia, 1/A.
Além disso, nés obtivemos que v = 0,31 £+ 0,02, indicando que as moléculas de Acti-

nomicina D que intercalam no DNA causam um aumento de ~ 30% no comprimento
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de contorno, L, quando a saturacao é atingida.

E importante mencionar que foi feita uma outra tentativa de ajuste aos dados
experimentais da Figura 3.11, usando a ligacao de apenas uma molécula de Actinomi-
cina D em um sitio especifico, de maneira que AL/ Lg seria proporcional a r /7,4, No
entanto, esse ajuste retornou valores duas vezes maiores do que os valores obtidos para

n e K; com o ajuste dos dados do inverso do comprimento de persisténcia.
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Capitulo 4

A interacao DNA-GelRed

Neste capitulo faremos uma breve descricao do GelRed, discutiremos toda a
metodologia utilizada para a caracterizacao da interacdo entre a molécula de DNA e o

GelRed e discutiremos todos os resultados obtidos.

4.1 O GelRed

O GelRed é um marcador de acidos nucléicos que foi desenvolvido com o pro-
posito de substituir o Brometo de Etidio* (EtBr) em experimentos de eletroforese e
em outras atividadades experimentais que dependam da obtencao de fluorescéncia do
complexo quando ligado a molécula de DNA. Quando intercalado ao DNA o GelRed
apresenta, segundo o seu fabricante (Biotium, Hayward, CA, USA), o mesmo espectro
de absorcao e de emissao que o EtBr, com a vantagem de ser bem menos téxico e muta-
génico. Essas duas tltimas caracteristicas sao devidas, segundo o seu fabricante, ao fato
de que a estrutura quimica da molécula ter sido concebida de maneira a nao permitir
que ela penetre na membrana celular [78]. A estrutura quimica do GelRed é patenteada
e, até o presente momento, nao foi apresentada oficialmente pelo seu fabricante. No
entanto, como mostrado na Figura 4.1 é possivel encontrar uma informagao nao oficial
na internet, através do site http://en.wikipedia.org/wiki/GelRed, mostrando a estru-

tura quimica do composto e sugerindo que o GelRed possa ser, na verdade, o resultado

*O Brometo de Etidio (EtBr) ¢ um composto monointercalante, altamente mutagénico, utilizado
como marcador de acidos nucléicos em experimentos de eletroforese.

20



4. A interacao DNA-GelRed

da uniao entre duas moléculas de EtBr, além de ser um bis-intercalante.

GelRed

Figura 4.1: Estrutura nfo oficial do GelRed, mostrando que o composto é o resul-
tado da unido entre duas moléculas de EtBr. A estrutura pode ser encontrada no site
http://en.wikipedia.org/wiki/GelRed.

Embora o seu fabricante declare que o GelRed interaja com o DNA através de
uma combinacao de intercalacao e interacao eletrostatica, maiores detalhes dessa in-
teragdo nao foram reportados na literatura |78]. A proposta desse trabalho foi aliar
duas técnicas experimentais, a pinca 6ptica e o espalhamento de luz, a fim de fazermos
uma caracterizacao robusta da interacdo DNA-GelRed, através do monitoramento das
mudancas nas propriedades mecanicas dos complexos DNA-GelRed. Através desse mo-
nitoramento, foi possivel extrair os parametros fisico-quimicos da interacao e a natureza

do mecanismo de interacao do composto.
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4. A interacao DNA-GelRed

4.2 O procedimento experimental

4.2.1 Pinga 6ptica

O procedimento experimental utilizado na caracterizacao da interacao DNA-
GelRed é o mesmo apresentado detalhadamente na secao 3.3 e nao serd discutido

novamente.

4.2.2 Espalhamento de Luz

Para realizar os experimentos de espalhamento de luz, nés utilizamos moléculas
de DNA com 3000 pares de bases, diferentemente das moléculas de DNA utilizadas nos
experimentos com a pinga 6ptica, que possuem da ordem de 48.500 pares de bases. Isso
foi necessario, pois, a segunda molécula de DNA citada, possui um comprimento de
contorno grande, o que inviabiliza a sua utilizacao nos experimentos de espalhamento de
luz. O solvente utilizado nos experimentos de espalhamento de luz é o mesmo utilizado
nos experimentos com a pinga Optica e, além disso, a concentracao de DNA utilizada nas
duas técnicas foi a mesma, Cy, = 2,4 uM. Nessa concentracao suficientemente baixa, &
possivel garantir que as moléculas de DNA nao formem aglomerados e interajam umas
com as outras [79).

Para a realizacao dos experimentos de espalhamento de luz, nés utilizamos o
equipamento ZetaSizer Nano-S (Malvern Instruments), com uma cubeta de quartzo
de baixo volume (ZEN2112, Hellma Analytics). Em todos os experimentos o angulo
de espalhamento utilizado foi de 173° e a distribuicdo do tamanho das particulas foi
determinada utilizando-se o algoritmo dos minimos quadrados nao-negativos (do termo
inglés “non-negative least squares” ou NNLS). As moléculas de DNA foram equilibradas
com quatro concentragoes especificas de GelRed, diretamente na cubeta utilizada para
o experimento de espalhamento de luz. Para cada concentracao de GelRed foram
realizadas aproximadamente 100 medidas de 15 s de duracao cada uma, para o calculo
dos valores médios e barras de erro. O tempo de espera para que o equilibrio entre o
GelRed e a molécula de DNA fosse atingido foi de, aproximadamente, 20 minutos e

todos os experimentos de espalhamento de luz foram realizados a uma temperatura de
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25°C.

4.3 Resultados obtidos para a interacao DNA-
GelRed

4.3.1 Resultados obtidos com a pinc¢a 6ptica

A Figura 4.2 mostra o comportamento do comprimento de persisténcia, A, em
funcao da concentracao, Cr, de GelRed e de Brometo de Etidio. Observe que, utili-
zando o GelRed, inicialmente, o comprimento de persisténcia cresce a partir do valor
inicial para o DNA puro (~ 46 nm) até alcancar o seu valor méximo ~ 86 nm quando
Cr = 4,0 uM. Para concentragoes maiores, hd uma queda abrupta fazendo com que o

comprimento de persisténcia assuma um valor ~ 43 nm.
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Figura 4.2: Comprimento de persisténcia, A, em funcdo da concentracdo, Cr, de GelRed
(circulos vermelhos) e EtBr (quadrados azuis).
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4. A interacao DNA-GelRed

Observe que o comportamento desse parametro mecanico para as duas drogas é
bastante similar, mesmo quantitativamente, o que fornece uma primeira evidéncia que a
estrutura quimica e o modo de ligacao dos dois compostos sao, de certa forma, similares.
A Figura 4.3 mostra o comportamento do comprimento de contorno, L, em funcao da
concentracao, Cr, de GelRed e de Brometo de Etidio. Observe que, utilizando o
GelRed, o comprimento de contorno cresce monotonicamente a partir do valor inicial
para o DNA puro (~ 16,5 pum) até alcancar o seu valor de saturagao ~ 24,0 pm.
Observe que, novamente, o comportamento quantitativo ¢ bastante similar, mas no
caso do comprimento de contorno h& uma maior diferenca: para os complexos DNA-
GelRed, o comprimento de contorno satura em uma baixa concentracdo (~ 1 uM)
quando comparados aos resultados para os complexos DNA-EtBr, que saturam com
uma concentracao de ~ 10 M, com um valor para o comprimento de contorno ~

23 pm, como pode ser verificado na referéncia [80].
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Figura 4.3: Comprimento de contorno, L, em funcao da concentracao, Cr, de GelRed
(circulos vermelhos) e EtBr (quadrados azuis).
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O comportamento de ambos os parametros mecanicos, A e L, sugerem forte-
mente que o mecanismo dominante de interagao entre o DNA e o GelRed ¢é a intercala-
¢ao, uma vez que o comportamento apresentado nas Figuras 4.2 e 4.3 é qualitativamente
semelhante ao comportamento do monointercalante EtBr. De fato, o comportamento
geral para o comprimento de persisténcia, A, mostrado na Figura 4.2 ji foi previa-
mente verificado pelo nosso grupo de pesquisa para outros intercalantes, tais como,
Daunomicina, Psolaren, Diaminobenzidina e mesmo para o EtBr, em condigoes ex-
perimentais bastante similares, usando a pinc¢a 6ptica em um regime de forcas baixas
(<2 pN) [67,68,80,81]. Outros trabalhos encontrados na literatura reportam o mesmo
comportamento qualitativo para o comprimento de persisténcia de intercalantes, de-
monstrando que seu valor aumenta para baixas concentracoes e depois sofre uma queda
abrupta para concentragoes mais altas [82-84|. Como discutido no Capitulo 3, a queda
abrupta no comprimento de persisténcia apresentada na Figura 4.2 estd relacionada
a uma desnaturacao parcial da molécula de DNA, através da formacao de bolhas de
desnaturacao, induzida pela forca aplicada pela pinga 6ptica. No entanto, é impor-
tante mencionar que alguns trabalhos encontrados na literatura, utilizando espectros-
copia de for¢a (pinga Optica e pinga magnética), reportam o decaimento monotdnico
do comprimento de persisténcia para os complexos DNA-intercalantes, em funcao da
concentragao de intercalantes [57,85,86|. Do nosso ponto de vista, tais resultados sdo
verificados por conta da faixa de forgas utilizadas para a realizacao dos experimen-
tos, pois, & medida que a forca 6ptica utilizada para esticar o DNA torna-se cada vez
mais intensa, a probabilidade de formacao de bolhas de desnaturagao torna-se cada vez
maior [87]. Além disso, devemos somar o fato de que a dupla hélice ja esta altamente
distorcida por conta da interacao DNA-intercalantes, o que coopera ainda mais para
a formacao das bolhas de desnaturacao e, consequentemente, para a queda do valor
comprimento de persisténcia, mesmo para concentracoes mais baixas. Outros fatores
também podem afetar os resultados experimentais, como por exemplo, a concentra-
¢ao de sal no solvente (solugdo tampao), o modelo teorico utilizado para ajustar os
dados experimentais (o qual deve incluir o modulo elastico da molécula de DNA se o

modulo da forga aplicada é > 10 pN) e a razdo entre a concentragio de ligantes por

%)



4. A interacao DNA-GelRed

concentragao de pares de bases do DNA [30].

L, intercalacdo

v

Figura 4.4: Aumento do comprimento de contorno, devido a intercalacio entre os pares
de base do DNA. L representa o comprimento de contorno inicial (antes da intercalacdo) e
L representa o comprimento de contorno final (ap6s a intercalagdo). A é a distancia entre
dois pares de bases adjacentes e € representa o aumento da distancia entre os pares de bases
adjacentes, devido a intercalacdo do composto.

E bem estabelecido na literatura que intercalantes sempre aumentam o com-
primento de contorno, L, do DNA, através do aumento da distancia axial entre dois
pares de base adjacentes [55,57,74]. A Figura 4.4 ilustra o aumento do comprimento de
contorno, L, apés a intercalacao de algumas moléculas do ligante entre os pares de base
do DNA. Outros tipos comuns de interagao entre a molécula de DNA e ligantes, tais
como: interacoes de fenda, interacao eletrostatica ou ligacao covalente, ndo aumentam
o comprimento de contorno. Pelo contrario, em alguns casos, como observado pelo
nosso grupo de pesquisa, esses tipos de interagoes podem causar uma compactacao da
molécula de DNA com um decréscimo no comprimento de contorno aparente* medi-
dos com espectroscopia de for¢a no regime entropico (baixas forgas) [75,88]. Portanto,

para as concentracoes Cr < 1 uM (faixa de concentracao na qual o comprimento de

*Quando a molécula de DNA sofre a formagao de loops, ndo podemos mais nos referir ao compri-
mento de contorno, pois essa grandeza é a distancia ponta & ponta do polimero quando este se encontra
totalmente esticado. Nesse caso, chamamos essa gradeza de comprimento de contorno aparente.
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contorno, L, sofre um grande aumento) a intercalacao é o tipo de interacdo dominante
para os complexos DNA-GelRed.
Como mostra a Figura 4.4, antes da intercalacao, o comprimento de contorno

inicial, Lo, pode ser calculado como

Lo = NyA | (4.1)

onde Ny, ¢ o nimero de pares de base e A é a distancia entre dois pares de base
adjacentes. Apoés a intercalacao, hd um aumento na distancia axial entre dois pares
de base adjacentes, ocasionando um aumento do comprimento de contorno. O novo

comprimento de contorno, L, pode ser escrito como

L= Lg + NbE s (42)

onde N, é o numero de moléculas do composto que intercalaram e € é o aumento da
distancia entre os pares de bases adjacentes, devido a intercalagao do composto.

Para o A-DNA puro, o comprimento de contorno é ~ 16,5 pm e N, ~ 48.500,
entao, utilizando a equacao (4.1), temos que A ~ 0,34 nm.

As propriedades fisico-quimicas da interacao DNA-GelRed podem ser obtidas a
partir dos dados do comprimento de contorno na Figura 4.3. Primeiramente, utilizando
esses dados experimentais, n6s determinamos o aumento relativo do comprimento de
contorno, ©, para cada concentracao, Cr, de GelRed. O aumento relativo do compri-

mento de contorno é dado por
L— Ly
Ly

(4.3)

onde Lg é o comprimento de contorno do DNA puro (quando a concentragao de GelRed
na solugao é zero). Para cada valor da concentracao do ligante, Cr, temos um valor
para ©. Com isso, podemos obter um grafico que relaciona o aumento relativo do
comprimento de contorno, ©, em funcao da concentracao de GelRed, C'r. Esses dados
estao mostrados na Figura 4.5.

Substituindo as equagoes (4.1) e (4.2) na equacdo (4.3), obtemos a seguinte
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Figura 4.5: Aumento relativo do comprimento de contorno, ©, em funcao da concentracao
de GelRed, Cp. A linha vermelha representa o ajuste feito utilizando-se a equagéao 4.6.

equacao
L—-L Nye — N,
O — 0:%+ b€ /VO: b€ 7 (44)
Ly Ny A Ny, A

onde a razao N,/Ny, ¢ definida pela equagdo (3.9) e v = ¢/A. Para intercalantes
tipicos, € ~ 0,34 nm e, consequentemente, v ~ 1 [55,57].

A fracao de composto “ligado” r e, consequentemente, a variavel mecanica O,
podem ser relacionadas as propriedades fisico-quimicas do sistema através da isoterma
de “ligacao”. A equacao de McGhee e von Hippel descreve de maneira satisfatoria a
interacao da molécula de DNA com compostos intercalantes, pois esse modelo leva em
conta o efeito de exclusao de vizinhos, que é um efeito comumente associado a esse tipo
de interacdo [89]. A isoterma de McGhee e von Hippel é dada pela equagdo

LK1 —nr) L_l(;—ﬁrl)r} " , (4.5)
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onde r é a razao entre a concentracao de composto ligado, Cj, pela concentracao de
pares de base do DNA, Cy,; C (do termo inglés “free”) é a concentragdo de composto
livre em solucdo, K; é a constante da interagdo (no equilibrio) e n é o nimero de ex-
clusdo (namero de sitios livres na molécula de DNA que uma molécula do intercalante
efetivamente ocupa). A concentracao de composto livre em solu¢do, Cy, e a concen-
tracao de composto ligado, (3, se relacionam com a concentracao total de ligante, Cr,
através da equagao (3.12).

Substituindo a equagao (3.12) na equagao (4.5) e usando a relagdo r = /7, é
possivel escrever a seguinte equagao

_Cug , O —nO+0)""

C
Ty Ki(y —nO)"

(4.6)

A equagdo (4.6) foi, entdo, utilizada para ajustar (linha vermelha) os dados experi-
mentais na Figura 4.5. O ajuste foi feito utilizando-se o programa MATLAB®, através
da funcdo dos minimos quadrados. E importante observar que o modelo se ajusta de
maneira bastante satisfatoria aos dados experimentais. Desse ajuste obtivemos os se-
guintes valores: n = 3,7+ 0,4, K; = (1,8 £0,3) x 10" M~' e v = 1,94 0,1. Esses
resultados sugerem fortemente que o GelRed é um bis-intercalante. De fato, o nimero
de exclusao, n, indica que cada molécula ligada do GelRed ocupa efetivamente 3,7 pa-
res de base do DNA, um valor substancialmente maior do que o obtido para a maioria
dos monointercalantes e aproximadamente duas vezes maior que o do EtBr [68,74,90].
A constante da interagdo (no equilibrio), K;, possui um valor maior do que o valor
obtido para os monointercalantes tipicos (~ 10> M~1) [68,74,80,90] e seu valor esta
dentro da faixa de valores para bis-intercalantes reportados na literatura (107 a 10°
M™1) [85,91-94]. Em particular, quando comparamos a constante de interacao, K;,
para o GelRed e para o EtBr, verificamos que o seu valor para o GelRed sao duas
ordens de magnitude maior do que para o EtBr. Situagdo muito semelhante pode ser
encontrada na literatura quando comparamos o bis-intercalante YOYO com o seu pre-
cursor YO que, assim como o EtBr, é também um monointercalante [85]. Por ultimo,
o valor v = 1,9+ 0,1 que é aproximadamente duas vezes maior do que os valores

obtidos para monointercalantes tipicos, sugere que cada molécula de GelRed que se
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liga ao DNA aumenta o comprimento de contorno, L, por um fator ~ 0,65 nm, que
também é um valor tipico para bis-intercalantes [91,93|. E interessante notar que bis -
intercalantes devem aumentar, por um fator de aproximadamente dois, o comprimento
de contorno do DNA por molécula ligada, por que cada molécula ligada contém duas
porcoes intercaladoras.

Todos esses resultados unidos formam uma forte evidéncia de que o Gel-
Red é, de fato, um bis-intercalante e que, provavelmente, é formado pela uniao
de duas moléculas de EtBr, como declarado de maneira nao oficial no site
http://en.wikipedia.org/wiki/GelRed. De fato, se nos considerarmos como verdadeira
a suposicao que o GelRed é um bis-intercalante, consistindo de duas moléculas de EtBr
unidas, é facil entender por que o seu fabricante declara que o GelRed ¢ mais sensi-
vel que o EtBr nos experimentos de eletroforese [78]|. Se duas amostras utilizadas em
experimentos de eletroforese forem preparadas, uma contendo GelRed e a outra con-
tendo EtBr com uma mesma concentracao molar, na amostra que possui GelRed as
moléculas de DNA terao, aproximadamente, o dobro de pares de base ocupados (pelo
menos para valores de concentragoes longe da satura¢do), o que implica em uma maior
fluorescéncia e, consequentemente, um maior contraste. Além disso, o fato do espectro
de absor¢ao e emissao dos dois compostos serem os mesmos pode ser explicado pelo
fato do GelRed ser formado pela uniao de duas moléculas de EtBr.

Embora o comportamento qualitativo e, de certa maneira, quantitativo entre
os dois compostos sejam similares, como pode ser visto nas Figuras 4.2 e 4.3, existem
algumas diferencas que, na nossa opiniao, estao relacionadas com a interacao eletros-
tatica. Como pode ser visto na Figura 4.6, o EtBr é uma molécula monocationica e,
sendo o GelRed possivelmente composto por duas moléculas de EtBr, como pode ser
visto na Figura 4.1, é esperado que o GelRed tenha duas cargas positivas em cada
porcao intercalante de sua molécula.

Em principio, é esperado que a interacao eletrostatica, de alcance mais longo,
tenha efeitos fisicos relevantes. O primeiro desses efeitos é a estabilizacao da estrutura
de dupla hélice, por conta da blindagem da forte interacao eletrostatica existente entre

as cargas negativas existentes no grupo fosfato [95], o que deve refletir no fato da
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Figura 4.6: Estrutura molecular do EtBr. E importante observar que o EtBr ¢ um ligante
monocatidnico.

transicao abrupta dos complexos DNA-GelRed ocorrer em uma concentracao maior
quando comparado aos complexos DNA-EtBr. O segundo efeito estd relacionado ao
fato das duas cargas positivas na molécula de GelRed estarem distantes de um valor
fixo, definido pelo espacador linear usado para conectar as duas porgoes intercalantes
da molécula, o que resulta em uma correlacao posicional das cargas positivas ao longo
da molécula de DNA. Essa correlacao posicional, provavelmente, reflete no fato dos
valores do comprimento de persisténcia dos complexos DNA-GelRed serem menores do

que para os complexos DNA-FEtBr, para as mesmas concentragoes dos ligantes.

4.3.2 Resultados obtidos com o espalhamento de luz

Utilizando a técnica de espalhamento de luz, foi possivel determinar o raio hi-
drodinamico’ dos complexos DNA-GelRed, que é uma estimativa do tamanho desses
complexos [81]. Através do monitoramento do raio hidrodindmico, é possivel descobrir
o efeito do composto no tamanho efetivo da molécula de DNA, uma vez que essa gran-
deza deve exibir o mesmo comportamento qualitativo do raio de girot, que depende dos

comprimentos de contorno e de persisténcia. Dessa forma, os resultados obtidos com

O raio hidrodinamico, Ry, € o raio da esfera com o mesmo coeficiente de difusio, D, da molécula
de DNA. Essa grandeza é também conhecida como raio de Stokes.

0 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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a pinca optica e espalhamento de luz podem ser comparados, mesmo que de maneira
indireta.
A Figura 4.7 mostra o comportamento do raio hidrodinamico Ry e do raio de

giro R,, dos complexos DNA-GelRed em funcao da concentracao, Cr, de GelRed.
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Figura 4.7: Circulos: Raio hidrodindmico, Ry, dos complexos DNA-GelRed, obtidos a
partir dos experimentos de espalhamento de luz, em fungdo das concentracoes de GelRed,
Cr. Quadrados: estimativa do raio de giro, R, dos complexos DNA-GelRed, obtidos a partir
dos experimentos de estiramento, em funcao das concentragoes de GelRed, Cr.

A intensidade da funcao de autocorrelagao da luz espalhada foi ajustada com
o algoritmo NNLS, permitindo assim, determinar o coeficiente de difusao para cada
concentracao de GelRed. O raio hidrodinamico, obtido para cada concentracao de
GelRed, fornece o tamanho efetivo dos complexos DNA-GelRed. O raio hidrodinamico,
Ry e o coeficiente de difusdo, D, se relacionam através da equagao (2.20).

A Figura 4.7 mostra que o raio hidrodindmico, Ry, cresce monotomicamente

com o aumento da concentracao de GelRed, partindo de ~ 87 nm e chegando em
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~ 207 nm para uma concentracao de 6 M. Na mesma figura, é possivel perceber o
comportamento apresentado pelo raio de giro, Ry, dos complexos DNA-GelRed para
cada concentragao especifica de GelRed. O raio de giro se relaciona com os parametros

mecanicos, que sao obtidos com os experimentos na pinc¢a éptica, através da equacao

[66],
r=har (-2 w

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

Para o calculo do raio de giro, R;, na equacao (4.7), noés usamos os valores do
comprimento de persisténcia, A, mostrados na Figura 4.2 e assumimos que o com-
primento de contorno, L, para moléculas de DNA com ~ 3000 pares de base, sofre o
mesmo aumento relativo encontrado na Figura 4.5, para o A-DNA, que possui ~ 48.500
pares de base.

O fato do raio de giro depender dos parametros mecanicos, A e L, explica o
comportamento dessa grandeza, ao sofrer um decréscimo abrupto para as duas ultimas
concentracoes de GelRed utilizadas. Observe que o mesmo comportamento é verificado
na Figura 4.2. O fato do raio hidrodinamico nao sofrer o mesmo decréscimo, indica
que o comprimento de persisténcia nao sofre essa transicao abrupta nas amostras utili-
zadas nos experimentos de espalhamento de luz. Um comportamento bastante similar
pode ser encontrado em um outro composto intercalante, a Diaminobenzidina (DAB).
Maiores detalhes sobre esse composto podem ser encontrados na referéncia [81]. Essa
transicao abrupta do comprimento de persisténcia esta ligada ao fato da molécula de
DNA estar sempre sendo esticada nos experimentos com a pinga Optica, o que deve pro-
mover uma desnaturacao local nas moléculas de DNA que ja sofrem, previamente, uma
deformagao na sua estrutura de dupla hélice, ao interagirem com o composto interca-
lante [67,68]. Dessa forma, podemos dizer que os resultados obtidos nos experimentos
de espalhamento de luz, através da obtencao do raio hidrodinamico, Ry, concordam
qualitativamente com os resultados obtidos com a espectroscopia de forca, através do
raio de giro, R,.

Os resultados obtidos através da técnica de espalhamento de luz, concordam
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com a maioria dos resultados reportados na literatura, para a medida do comprimento
de persisténcia de complexos DNA-intercalantes, através do uso de técnicas que nao
exijam aplicagao de for¢a nas moléculas de DNA, tais como: microscopia de fluores-
céncia, microscopia eletronica, viscometria, entre outras [96,97]. Nesses trabalhos, os
autores reportam que os intercalantes causam, além do aumento do comprimento de
contorno, L, um aumento do comprimento de persisténcia, A, dentro dessas condigoes
experimentais, demonstrando assim um aumento do tamanho efetivo dos complexos

DNA-intercalantes.

64



Capitulo 5

A interacao DNA-intercalantes em

solucoes contendo Poli(etileno glicol)
8000

Neste capitulo faremos uma breve descri¢do do Poli(etileno glicol) (PEG), dis-
cutiremos toda a metodologia utilizada para a caracterizacao da interacdao entre a
molécula de DNA, os compostos intercalantes (GelRed e EtBr) e o PEG e, por tltimo,

discutiremos todos os resultados obtidos.

5.1 O Poli(etileno glicol)

O Poli(etileno glicol) (PEG), também conhecido como Poli(oxietileno) ou Poli
(6xido de etileno) (PEO) é um polimero neutro sintético que possui uma massa molar
que pode ser amplamente variada. Se o polimero apresenta uma massa molar < 20.000
g/mol, ele geralmente ¢ denominado Poli(etileno glicol) (PEG), enquanto que se a
massa molar for > 20.000 g/mol, ele geralmente ¢ denominado de Poli (6xido de etileno)
(PEO) [98]. O PEG ¢ soluvel em agua e na maioria dos solventes organicos, tais como:
cloroférmio, tolueno, acetona, etc. Por essa caracteristica, o PEG é conhecido como
um polimero anfifilico, possuindo uma parte hidrofilica e uma parte hidrofébica, mas
que é lipossolivel. A Figura 5.1 mostra a estrutura molecular do PEG.

O PEG ¢é muito utilizado em processos de regulacao osmotica, no estudo da
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0
HT “OH

Figura 5.1: Estrutura molecular do PEG, cuja féormula molecular ¢ HO-(CHyCH20),,-H.

desidratacao da molécula de DNA, na condensacao v do DNA in vitro e no estudo das
mudangas conformacionais sofridas por macromoléculas em solucao [99-104]. Neste
trabalho, nos utilizamos o Poli(etileno glicol) cuja massa molar é 8000 g/mol e, por
conta disso, vamos nos referir ao polimero como PEG, segundo a definicdo dada na
referéncia [98]. Como dito no Capitulo 1, o PEG foi utilizado nesse trabalho como um
osmolito, de forma a entender as interacoes DNA-ligantes em um contexto bem mais
realista do que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura, nos quais a molécula

de DNA se encontra dispersa em solucao.

5.2 O procedimento experimental

5.2.1 Pinga 6ptica

Conforme o procedimento experimental apresentado detalhadamente na secao
3.3, noés utilizamos a pinca Optica para caracterizar, inicialmente, a interagao da mo-
lécula de DNA puro com o PEG 8000, variando a concentracao de PEG na amostra.
Uma vez realizada essa caracterizacao, nos acrescentamos os intercalantes na amostra,
a fim de monitorar as mudancas nos parametros mecanicos do DNA introduzidas pelos
intercalantes na solucao, contendo uma concentracao especifica de PEG 8000. Todos
os experimentos foram realizados em condi¢oes bem proximas da fisiologica ([NaCl =
140 mM] e pH = 7,4), exceto pela presenca do PEG 8000. Os resultados obtidos com

esses procedimentos serao discutidos detalhadamente na segao 5.3.1.
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5.2.2 Calorimetria isotérmica de titulacao

A calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) foi utilizada para fornecer as infor-
macoes termodinamicas sobre os complexos PEG-EtBr e DNA-EtBr, a fim de descobrir-
mos se a afinidade dos complexos PEG-EtBr pode mudar, efetivamente, a quantidade
de EtBr ligado ao DNA nos experimentos realizados com a pinga 6ptica. A ITC mede
a mudanca de entalpia de uma solucao de DNA+PBS 7,4 ou PEG+PBS 7.4, apos a
adicao de 50 puL de EtBr+PBS 7,4. A entalpia aparente de interacao, AH,y_;n, para
os complexos PEG-EtBr e DNA-EtBr foram medidas variando a concentracao de EtBr
na célula do calorimetro, que possuia uma concentracao fixa de DNA (21,3 uM) ou de
PEG (1% em massa). A concentracao de DNA utilizada nos experimentos de ITC foi
consideravelmente maior do que a concentracao utilizada nos experimentos com a pinc¢a
Optica, para que os resultados obtidos com a ITC tivessem uma maior precisao. Para
os experimentos de I'TC, nos consideramos a mudanca de entalpia observada, AH ,,
como sendo a diferenca de calor medida ap6s a titulacdo de EtBr na solucdo de DNA ou
de PEG, preparadas no mesmo solvente utilizado nos experimentos com a pinca 6ptica,
o PBS 7,4. Nesse caso, a entalpia aparente de ligacao, AH,,_;,, foi obtida dividindo
AH s pelo namero de mols de EtBr adicionado em cada injecdo. Como o nimero de
mols de EtBr que é ligado ao DNA nao é conhecido, entao nao é possivel calcular a
mudanca exata de entalpia molar, mas somente a mudanca na entalpia molar aparente.
Dessa forma, AH,, i, representa a entalpia na formagao dos complexos, desde que
seja desconsiderada a energia de diluicao do EtBr. Se a formagao do complexo apre-
senta AH > 0, entdo o processo é dito endotérmico e, do ponto de vista entalpico, nao
favoravel que a interacao ocorra. Por outro lado, se a formagao do complexo apresenta
AH < 0, entao o processo é dito exotérmico e, do ponto de vista entalpico, favoréavel
para que a interacao ocorra.

Os experimentos de ITC foram realizados no calorimetro modelo CSC-4200 (Ca-
lorimeter Science Corp.), onde o volume méximo das células de referéncia e de medida
é de 1,30 mL. Apoés a titulacdo do EtBr, na célula de medidas, a solucao foi homo-
geneizada por um agitador que gira com uma frequéncia de 300 rpm e o tempo de

espera entre as injecoes foi ~ 13 minutos, o suficiente para que o sinal registrado pelas
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termopilhas retornasse a linha base. A temperatura de realizacdo dos experimentos foi
de (25,000 £ 0,001)°C e a incerteza associada ao tipo de equipamento utilizado para a

realizacdo dos experimentos de ITC é < 0,05 kJ/mol.

5.3 Resultados obtidos para a interacao DNA-
intercalantes em solugoes contendo Poli(etileno

glicol) 8000

5.3.1 Resultados obtidos com a pinca 6ptica

Inicialmente, antes da adicao dos intercalantes na amostra, nos fizemos a ca-
racterizacdo do DNA puro em uma solugao contendo apenas PEG 8000, com algumas
concentracoes variadas de PEG, devido a possibilidade do surgimento de interagoes de
deple¢do e/ou mudangas termodinamicas na atividade do solvente [105]. Na Figura
5.2, sao mostradas algumas curvas de forca x extensdo da molécula de DNA puro para
concentracdes crescentes de PEG, medidas no regime entrépico (F < 2 pN). E possivel
observar que as curvas se tornam ligeiramente diferentes, a medida que a concentragao
de PEG aumenta, mostrando um encurtamento aparente da molécula de DNA, que é
um sinal do surgimento da forca de deplecao que ocasiona em uma interacao de atra-
¢ao entre os proprios segmentos da molécula de DNA. Além disso, como sugerem 0s
dados da Figura 5.2, a medida que a concentracao de PEG aumenta, h4 um aumento
no efeito de exclusao de volume, de forma que podemos considerar o PEG como um
polimero neutro, uma vez que a interacao de deplecao induzida por ele tem origem pu-
ramente entrépica [106]. Um aumento na concentra¢do de PEG na solucdo, resultara
no fenémeno conhecido como condensacao ¢» do DNA [102].

A Figura 5.3 mostra o comportamento do comprimento de persisténcia, A, do
DNA puro em fun¢ao da concentracdo do PEG 8000 na amostra (Cpgg € expressa pela
fragdo da massa de PEG contida na solugdo).

Como pode ser observado na Figura 5.3, a presenca do PEG na solucao nao

altera o comprimento de persisténcia, A, do DNA puro, uma vez que seu valor fica
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Figura 5.2: Curvas tipicas de forca x extensao para a molécula de DNA puro com con-
centracdes crescentes de PEG 8000, realizadas no regime entrépico (F < 2 pN). E possivel
observar que as curvas se tornam ligeiramente diferentes, a medida que a concentracio de
PEG aumenta na solugdo, mostrando a existéncia da interagao de deplecao.

constante dentro das barras de erro do experimento.

A Figura 5.4 mostra o comportamento do comprimento de contorno, L, do
DNA puro em fun¢ao da concentracdo do PEG 8000 na amostra (Cpgg € expressa pela
fragdo da massa de PEG contida na solu¢ao) normalizado pelo valor do comprimento
de contorno, Ly, do DNA puro (sem PEG na solu¢ao). Para o caso do A-DNA, utilizado
em nossos experimentos, temos Ly ~ 16,5 um.

Como pode ser observado na Figura 5.4, o comprimento de contorno, L, co-
meca a sofrer um ligeiro decréscimo no seu valor a medida que a concentracao de PEG
aumenta. Uma vez que o PEG é um polimero neutro que nao interage diretamente
com o DNA, o ligeiro decréscimo do comprimento de contorno, L, do DNA puro deve
ser interpretado com bastante cuidado. De fato, o que noés realmente medimos com
a espectroscopia de forca ¢ o comprimento de contorno aparente, que apresenta, em

geral, um valor diferente do medido para o comprimento de contorno, L, do DNA

69



5. A interagao DN A-intercalantes em solugoes contendo Poli(etileno
glicol) 8000

52 T

51.5

51 | !

A (nm)

50

T
|

495 - - ]

49 !
0.0% 1.0% 25% 5.0% 10.0%

C M /M )
PEG PEG PBS

Figura 5.3: Comprimento de persisténcia, A, do DNA puro em fun¢do da concentracao do
PEG 8000 na solugao.

se algum agente condensante esté presente na solugao [75,88|. Esse é o caso do PEG
8000, que é capaz de condensar moléculas de DNA para altas concentragoes (> 18% em
massa) em solucoes com [NaCl] = 150 mM [101,102|. Para concentragdes mais baixas,
como mostradas nas Figuras 5.3 e 5.4, embora nao ocorra, de fato, uma condensa-
cao das moléculas de DNA, os experimentos de estiramento foram realizados em uma
solucao onde ha outras moléculas, de forma que a interacao de deplecao estd pronta
para desempenhar o seu papel e, portanto, é necessario uma forca de moédulo maior
para esticar completamente a molécula de DNA. Uma vez que os experimentos foram
realizados com forgas méaximas de ~ 2 pN (regime entrépico), entdo é esperado que
o comprimento de contorno aparente, obtido através do ajuste com o modelo WLC,
apresente valores cada vez menores a medida que a concentracao de PEG aumenta na

solucao.
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Figura 5.4: Comprimento de contorno, L, do DNA puro normalizado pelo valor do compri-
mento de contorno, Ly, do DNA puro (sem PEG na solugdo) em funcdo da concentracao do
PEG 8000 na solucio.

Uma vez realizada a caracterizacao do DNA puro em solugbes com concentra-
¢oes variadas de PEG 8000, a segunda etapa do trabalho foi a inclusao dos compostos
intercalantes na solucao contendo o DNA e o PEG 8000, a fim de verificarmos a in-
fluéncia de osmolitos na interacao do DNA com compostos intercalantes. Os compostos
intercalantes utilizados nesse trabalho foram: Brometo de Etidio (EtBr) e o GelRed
(GR).

A Figura 5.5 (circulos pretos) mostra o comportamento do comprimento de per-
sisténcia, A, e do comprimento de contorno, L, para os complexos DNA-EtBr quando
nao ha PEG na solu¢do. Ja na Figura 5.6 (circulos pretos) sdo mostrados os compor-
tamentos do comprimento de persisténcia, A, e do comprimento de contorno, L, para
os complexos DNA-GR quando nao ha PEG na solucao.

Podemos notar que, para as nossas condi¢oes experimentais, o efeito qualitativo
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Figura 5.5: Comprimento de persisténcia, A, e comprimento de contorno relativo, L/Ly,
para os complexos DNA-EtBr em funcao da concentracao de EtBr. Circulos pretos: solucio
sem PEG; losangos vermelhos: PEG 1% em massa na solucao; triangulos azuis: PEG 5% em
massa na solucao.

do dois intercalantes é o mesmo: o comprimento de persisténcia, A, cresce até atingir
um certo valor para uma concentracao critica e depois decai abruptamente; o compri-
mento de contorno, L, por sua vez, cresce monotonicamente em funcao da concentragao
de intercalante, até que o valor de saturacao seja atingido. O comportamento desses
parametros mecanicos ja havia sido determinado pelo nosso grupo de pesquisa para o
EtBr e para o GR, em solu¢oes sem PEG [80,107|, e também para outros intercalan-
tes, em condi¢Oes experimentais bastante similares as utilizadas nesse trabalho [80,81].
Em particular, o comportamento do comprimento de contorno, L, é muito bem es-
tabelecido na literatura e foi reportado em diversos trabalhos [55,57,74,108,109]. O
comportamento do comprimento de persisténcia, A, por outro lado, é em geral, de-
pendente das condigoes experimentais e mesmo da técnica utilizada para realizar os
experimentos, uma vez que o seu decaimento abrupto esta relacionado a uma desna-
turagao parcial da molécula de DNA, devido ao surgimento de bolhas de desnaturacao
por conta da forga aplicada pela pinca optica [67,68].

Na Figura 5.5 (losangos vermelhos) é mostrado também o comportamento dos
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Figura 5.6: Comprimento de persisténcia, A, e comprimento de contorno relativo, L/Ly,
para os complexos DNA-GR em funcéo da concentragio de GR. Circulos pretos: solucdo sem
PEG; losangos vermelhos: PEG 1% em massa na solugao; triangulos azuis: PEG 5% em
massa na solucao.

complexos DNA-EtBr apos a adicdo de PEG 1% em massa na solugao. Essa concen-
tracao de PEG foi mantida constante durante todo o experimento, enquanto a con-
centragao de EtBr era variada. A Figura 5.6 (losangos vermelhos) mostra o resultado
equivalente para os complexos DNA-GR. E importante observar que a adicio de PEG
1% em massa na solu¢ao, muda quantitativamente o comportamento das propriedades
mecanicas dos complexos DNA-intercalantes. Ambos os comprimentos de persisténcia,
A, e de contorno, L, variam muito menos quando comparados a situacao em que nao
h&a PEG na solugao (circulos pretos), embora o comportamento qualitativo aparenta
ser aproximadamente o mesmo, especialmente no caso dos complexos DNA-GR.
Finalmente, também nas Figuras 5.5 e 5.6 (tridngulos azuis), sdo mostrados
os comportamentos dos comprimentos de persisténcia, A, e do comprimento de con-
torno, L, dos complexos DNA-EtBr e DNA-GR, respectivamente, quando o PEG 5%
em massa ¢ adicionado a solu¢ao. Nessa concentracao de PEG 8000, os comprimentos
de persisténcia, A, de ambos os complexos permanecem constantes dentro das bar-

ras de erro e os comprimentos de contorno, L, de ambos os complexos variam menos
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ainda quando comparados a situacao em que ha PEG 1% em massa na solucao, o que
significa que o acréscimo na concentracao de PEG suprime as mudancas no parame-
tros mecanicos dos complexos DN A-intercalantes medidos através da espectroscopia de
forca.

E importante mencionar que noés também verificamos a influéncia da ordem de
aplicagao dos intercalantes sobre os nossos resultados experimentais. Para realizar essa
tarefa, nos repetimos o procedimento empregado para obter os resultados experimentais
mostrados nas Figuras 5.5 e 5.6, para algumas moléculas de DNA e utilizando algu-
mas concentracoes especificas dos intercalantes, mas agora aplicando primeiramente o
intercalante e depois o PEG 1% em massa na solucdo. A proposta de tais medidas
foi verificar a influéncia do PEG em moléculas de DNA previamente intercaladas. Ini-
cialmente, nés medimos as propriedades mecanicas dos complexos DNA-intercalantes
antes de adicionar o PEG na solugao e, com isso, obtivemos o mesmo comportamento
mostrado nas Figuras 5.5 e 5.6. Para concentracoes baixas, nos verificamos um cresci-
mento de ambos os comprimentos de persisténcia, A e de contorno, L, apds a adicao
dos intercalantes e um decréscimo desses mesmos parametros apés a inclusao do PEG
1% em massa na solucdo. Para Cgip, = 1,2 uM, por exemplo, o comprimento de
persisténcia, A, de um dos complexos DNA-intercalantes testados teve um acréscimo,
a partir do valor inicial para o DNA puro (~ 49 nm), até alcancar um valor ~ 65,3 nm
quando adicionado o EtBr e depois decresceu para um valor ~ 55 nm apés a adicao do
PEG 1% em massa na solugao (mantendo a mesma concentragao de EtBr na solu¢ao).
Para a mesma molécula de DNA, o comprimento de contorno, L, teve um acréscimo, a
partir do valor inicial para o DNA puro (~ 16,4 pm), até alcan¢ar um valor ~ 18,5 pum
quando adicionado o EtBr e depois decresceu para um valor ~ 16,2 um apoés a adi-
¢ao do PEG 1% em massa na solucdo. Para uma outra molécula de DNA testada,
mas agora utilizando Cgp. = 2,4 uM o comportamento qualitativo é exatamente o
mesmo: o comprimento de persisténcia, A, aumenta de ~ 50,3 nm até alcancar um
valor ~ 70,6 nm quando adicionado o EtBr e depois decresceu para um valor ~ 49,6
nm apoés a adigdo do PEG 1% em massa na solugao (mantendo a mesma concentragao

de EtBr na solu¢ao). Para a mesma molécula de DNA, o comprimento de contorno, L,
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aumentou de ~ 16,8 pum, até alcancar um valor ~ 18,9 um quando adicionado o EtBr
e depois decresceu para um valor ~ 16,9 um apos a adi¢ao do PEG 1% em massa na
solucao. Esses resultados sugerem fortemente que a ordem de aplicacao dos compostos
(intercalantes ¢ PEG) ndo mudam o comportamento geral dos parametros mecanicos
mostrados nas Figuras 5.5 e 5.6.

Os resultados sintetizados nas Figuras 5.5 e 5.6, juntamente com a discussao do
ultimo paragrafo, podem ser prontamente explicados como base em uma interacao entre
o PEG e os compostos intercalantes. De fato, os efeitos fisicos introduzidos pelo PEG na
solugdo de DNA (aumento da viscosidade, aumento da pressao osmotica e desidratagao
da molécula de DNA), ndo sdo relevantes para as concentragoes de PEG utilizadas nesse
trabalho (< 5% em massa) [105,110], de forma que somente uma interagao entre o PEG
e os compostos intercalantes pode explicar os resultados obtidos com a espectroscopia
de forca. E importante observar que, em nossos experimentos, a concentracio molar do
PEG 8000 (1% em massa) é ~ 1,25 mM, que é ~ 500 vezes maior que a concentragao
de pares de base do DNA na amostra (~ 2,43 uM). Portanto, mesmo que a afinidade
da interacao PEG-intercalantes seja muito menor que a afinidade da interacao DNA-
intercalantes, o grande ntimero de moléculas de PEG em solucao é suficiente para
interagir significativamente com os compostos intercalantes, que é exatamente o que

sugere os resultados obtidos com a pinga optica.

5.3.2 Resultados obtidos com a calorimetria isotérmica de ti-

tulacao

De forma a complementar os resultados obtidos com a espectroscopia de forca,
no6s realizamos alguns experimentos de calorimetria, a fim de verificarmos as intera-
¢oes PEG-EtBr e DNA-EtBr, bem como determinarmos a competicao relativa entre
o DNA e o PEG pelas moléculas de EtBr disponiveis em solucao, de acordo com as
nossas condicoes experimentais. Uma vez que ha um forte indicio experimental que o
GelRed seja composto basicamente por duas moléculas de EtBr [107], é esperado que
ele também interaja como o PEG.

A Figura 5.7 mostra o resultado obtido para a entalpia aparente de interacao,
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AH,up—int, para os complexos PEG-EtBr formados na auséncia (quadrados) e na pre-
senca (circulos) de DNA cuja concentragao é 21,3 uM, em func¢ao da concentragio de

EtBr na célula calorimétrica.

® |25
-5 3
& <
(@) ® /
--30
E 5. . r
- ,.-/
. 4
£ o
CIL & /'/
Im _7 J L - - .35
< —4 _—>
84 O --40

2 4 6 8 10 12
Cegr BM)

Figura 5.7: Entalpia aparente de interacdo, AHg,,—int, para os complexos PEG - EtBr
formados na auséncia (quadrados, eixo vertical a direita) e na presenca (circulos, eixo vertical
a esquerda) de DNA cuja concentragao é 21,3 uM.

Infelizmente nao foi possivel determinar o AHg,_;,; para a interacao DNA-
EtBr, uma vez que a quantidade de calor medida para essa interacao estava na faixa
da incerteza do calorimetro, o que mostra qua a interacdo DNA-EtBr, observada nos
experimentos com a pinca Optica, é puramente entropica. Por outro lado, para a
faixa de concentracoes de EtBr utilizadas, a interacao PEG-EtBr foi exotérmica, com
0 AHy, i assumindo valores cada vez maiores (menos negativos), a medida que a
concentracao de EtBr foi aumentando, devido a diminui¢ao do nimero de sitios livres
de PEG na solucao, por conta do aumento da concentracao de EtBr. O AH,, jn
para a formacao dos complexos PEG-EtBr (na auséncia de DNA) muda de -40 kJ/mol

em uma baixa concentragao de EtBr para -28 kJ/mol em concentragoes mais altas de
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EtBr, sugerindo que as interacoes moleculares dispersivas* (e nao somente interagoes
hidrofobicas) estejam conduzindo a interagdo PEG-EtBr.

A fim de determinarmos a competicao entre o DNA e o PEG, pelas moléculas de
EtBr disponiveis na solucao, foi realizada a medida do AH,,_;,; para a formacao dos
complexos PEG-EtBr na presenca de DNA, com uma concentracao de 21,3 pM. Dessa
forma, foi possivel comparar os valores do AH,,_;,; na auséncia e na presenca do DNA
na solucao. A ideia é que a adicdo de moléculas de EtBr na solugao de DNA-PEG fara
com que menos moléculas do composto intercalante estejam disponiveis para interagir
com o PEG, uma vez que uma parte das moléculas do EtBr estardo intercaladas nas
moléculas de DNA. Uma vez que a interagdo DNA-EtBr foi atérmica (AHqp—int = 0),
é possivel propor que a fracao f dada por

~ AHgu i (presenga DNA)

/= AH,, int (auséncia DNA) 7

(5.1)

expressa a fracao de moléculas de EtBr que permanecem interagindo com o PEG
quando o DNA esta presente na solucao. Independente da concentracao de EtBr,
nés encontramos que f ~ 0,16, o que significa que ~ 84% das moléculas de EtBr que,
inicialmente, estavam interagindo com o PEG na auséncia de moléculas de DNA sao
liberadas para intercalarem nos sitios disponiveis das moléculas de DNA, quando ele
se encontra na solu¢do. Além disso, a fracido f obtida com a equacao (5.1), pode ser
comparada diretamente com o resultado obtido na espectroscopia de forca, uma vez
que a razao entre os valores de saturacao do comprimento de contorno normalizado
(L/Lo) devem fornecer a mesma fracdo f. De fato, na saturagdo, o EtBr aumenta o
comprimento de contorno, L, do A-DNA em ~ 39% segundo nossas condicoes expe-
rimentais [80]. No entanto, quando o PEG 1% em massa esta presente na solugao,
a Figura 5.5 mostra que tal aumento é somente de ~ 20% na saturacao. Portanto,
na saturagao, nos temos [L/Lo|(PEG 1,0%)/|L/Lo|(PEG 0,0%) ~ 1,20/1,39 ~ 86%, o
que significa que ~ 14% das moléculas de EtBr previamente intercaladas ao DNA, sio

liberadas para interagirem com o PEG 1% em massa presente na solucao. Tal estima-

*Interagoes moleculares dispersivas sao interacoes de van der Waals que envolvem uma energia na
faixa de 0-40 kJ/mol.
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tiva estd em excelente acordo com o valor obtido com os experimentos de calorimetria
(f ~16%).

Por ultimo, é importante levar em conta a diferenca de entropia em sistemas
onde hé grandes moléculas de PEG em solugao (onde os mondmeros estao unidos, for-
mando a molécula de PEG) e monomeros de PEG livres em solu¢do. No primeiro,
a entropia é menor e, por isso, esse efeito deve desempenhar um papel importante
no comportamento do polimero em solu¢ao [111], uma vez que o decréscimo de en-
tropia, associada a conectividade entre os monomeros, deve aumentar, localmente, a
interacao entre o ligante e os monomeros de PEG. Dessa forma, embora oligdmeros
de etileno-glicol tenham uma pequena (ou quase desprezivel) intera¢do com intercalan-
tes, o mesmo conjunto de monémeros, agora reunidos formando uma grande molécula
de PEG, pode interagir significativamente com o ligante. Em outras palavras, nos
podemos levar em conta a fracdo do volume de mondémeros, ¢, dentro de uma molé-
cula isolada do polimero em um solvente qualquer, onde ¢ é proporcional ao nimero
de monomeros, N, ou seja, ¢ ~ 1/N'/2 [112]. Portanto, embora a concentracio de
mondmeros de PEG na solucao seja muito pequena, a concentracao local de monome-
ros dentro de uma molécula isolada é muito maior, devido ao tamanho da molécula.
No nosso caso, para uma molécula de PEG 8000, N = 181 e, portanto, ¢ ~ 7 vezes
maior do que a concentracao de mondmeros na solucao. Dessa forma, uma atragao
quase desprezivel para oligomeros, torna-se uma interacao forte a nivel polimérico e,
consequentemente, uma molécula pequena de um ligante hidrofobico (como é o caso

do EtBr) deve permanecer “presa” dentro da cadeia polimérica.
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Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho, utilizando o modelo Worm Like-Chain (WLC) elaborado por
Marko e Siggia [26], foi possivel monitorar as mudancas nas propriedades mecénicas
da molécula de DNA ao interagir com a Actinomicina D e o GelRed, além de verifi-
car a influéncia do Poli(etileno glicol) 8000 na interacdo do DNA com os compostos
intercalantes (Brometo de Etidio e GelRed).

Mostramos que a utilizacao do modelo estatistico de dois sitios, permite a ex-
tracdo dos parametros fisico-quimicos da interacdo DNA-Actinomicina D [113] e que
os valores encontrados concordam de maneira bastante satisfatoria com os resultados
obtidos com outras técnicas experimentais [69-72].

Utilizando duas técnicas experimentais diferentes, a espectroscopia de forca e
o espalhamento de luz, nés realizamos a primeira caracterizacao para interagao DNA-
GelRed, que é um composto que possui a sua estrutura quimica patenteada e ainda
nao foi oficialmente divulgada pelo seu fabricante. Utilizando o modelo de exlusao
de vizinhos, determinamos os parametros fisico-quimicos da interacao DNA-GelRed e
mostramos que o GelRed se liga fortemente ao DNA. Além disso, nossos dados obtidos
sugerem fortemente que o GelRed é um bis-intercalante [107].

Por dltimo, utilizando a espectroscopia de forca e a calorimetria isotérmica de
titulagao, estudamos a influéncia do Poli(etileno glicol) (PEG) 8000 na interacao da
molécula de DNA com compostos intercalantes. Vimos que, para concentracoes de

PEG < 10% em massa, h4 uma ligeira alteracdo nos parametros mecanicos do DNA
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puro medidos no regime entropico. O grafico de forca x extensao (Figura 5.2) revela
a ocorréncia de uma fraca, porém mensuravel, forca de deplecao que ocasiona em
uma interacao de atracdo entre os proprios segmentos da molécula de DNA. Além
disso, nossos dados de espectroscopia de forca e I'TC mostraram que o PEG interage
significativamente com o EtBr, mesmo em um concentracao de 1% em massa. Uma
vez que ha um forte indicio experimental que o GelRed seja composto basicamente por
duas moléculas de EtBr, é esperado que ele também interaja significativamente como
o PEG. Nossos resultados demonstraram que o PEG nao é um polimero totalmente
neutro para esses tipos de sistemas e, portanto, deve ser utilizado com cautela quando
utilizado como osmolito ou como agente condensante na interagdo DNA-ligantes [114].

Como perspectiva deste trabalho podemos citar: simular, de maneira cada vez
mais realista, o ambiente intracelular usando proteinas que compactam o DNA, como é
o caso das histonas, e osmoélitos encontrados in vivo. Esperamos que tais caracterizagoes
possam fornecer informacoes tteis sobre o mecanismo de acao de ligantes e melhorar a

eficacia dos tratamentos médicos atuais.
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We have studied the interaction between the anticancer drug Actinomycin D (ActD) and the DNA
molecule by performing single molecule stretching experiments and atomic force microscopy (AFM)
imaging. From the stretching experiments, we determine how the mechanical properties of the DNA-
ActD complexes vary as a function of drug concentration, for a fixed DNA concentration. We have
found that the persistence lengths of the complexes formed behave non-monotonically: at low concen-
trations of ActD they are more flexible than the bare DNA molecule and become stiffer at higher con-
centrations. On the other hand, the contour length increases monotonically as a function of ActD
concentration. Using a two-sites quenched disorder statistical model recently developed by us, we
were able to extract chemical parameters such as the intrinsic binding constant and the degree of
cooperativity from these pure mechanical measurements, thus performing a robust characterization of
the interaction. The AFM images, otherwise, were used to measure the bending angle size distribution
that ActD introduces on the double-helix structure and the average number of bendings per DNA mole-
cule as a function of drug concentration, two quantities that cannot be determined from the stretching
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Introduction

The characterization of DNA interactions with ligands such as
proteins and drugs is important to many areas of knowledge, from
the comprehension of basic intracellular processes to the applica-
tion in medical sciences, especially in cancer chemotherapy. 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 bound, these drugs usually inhibit DNA replication,
thus stopping the tumor growth. Therefore, characterizing such
interactions may allow the improvement of current therapies and
the development of more efficient therapeutic drugs.
Actinomycin D (ActD) is a DNA ligand clinically used as an
antibiotic and to treat some highly malignant cancers, such as
gestational trophoblastic disease," Wilms’ tumor® and rhabdo-
myosarcoma.’ The drug exhibits a complex interaction with
double-stranded (ds) DNA, presenting two distinct parts which
bind to DNA in different modes: while the phenoxazone ring
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intercalates, preferentially at the G-C base pairs, the cyclic
pentapeptide chains bind to the minor groove, usually forming
hydrogen bonds with the guanine bases.*™”

It is well known that these types of interaction can strongly
disturb the double-helix structure depending on the drug
concentration. In fact, intercalation in general produces an
effective increase of the DNA contour length by increasing the
axial distance between consecutive base pairs in each inter-
calated site, which is usually accompanied by a double-helix
unwinding.®'° Groove binding, otherwise, can induce signifi-
cant bending, unwinding and even base flipping'"'* on the
double-helix structure. These structural perturbations are
usually reflected in changes in the mechanical properties of
the DNA molecule, such that the mechanism of action of the
drug can be usually deduced by monitoring the changes in
mechanical parameters such as the contour and persistence
lengths, the radius of gyration, the equilibrium end-to-end
distance, etc.

In this work we use single molecule stretching experiments
performed by optical tweezers to study the DNA-ActD inter-
action, determining how the mechanical properties of the
DNA-ActD complexes vary as a function of drug concentration,
for a fixed DNA concentration. In particular, we have found that
the persistence length of the DNA-ActD complexes exhibits an

This journal is © the Owner Societies 2013
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unusual non-monotonic behavior: the complexes formed are more
flexible than the bare DNA molecule for low concentrations of ActD
and stiffer for higher concentrations. The measured contour length
of the complexes, otherwise, increases monotonically as a function
of drug concentration. Previous works that have used optical
tweezers to study DNA-ActD interaction have focused on large
forces (tens of picoNewtons) to determine the influence of the drug
on the DNA overstretching transition."® The present study, however,
focuses on stretching DNA-ActD complexes by using typical forces
on the order of a few picoNewtons, thus within the entropic
regime. It is also the first report on how the mechanical
properties of DNA-ActD complexes vary as a function of the
drug concentration in the sample.

In addition, we have used atomic force microscopy (AFM)
to obtain some images of the DNA-ActD complexes deposited
on mica substrates, with the purpose of characterizing the
morphology of these complexes. The images obtained allowed us
to measure the bending angle distribution that ActD introduces on
the double-helix structure. Furthermore, by analyzing the average
number of bendings per molecule as a function of drug
concentration, we recovered qualitatively the non-monotonic
behavior of the persistence length as a function of drug
concentration, previously obtained in the stretching experi-
ments. In previous works, the AFM technique was used to
investigate the ActD interaction with single-stranded (ss) DNA
at very low salt concentrations.™*

Finally, using a methodology of data analysis recently
developed by us,"*” we show how the chemical parameters
of the interaction, and consequently the binding data, can be
extracted from the pure mechanical measurements performed
using the optical tweezers. Therefore, such an approach allows
one to extract information about the physical chemistry of the
system by knowing only its mechanical properties. In this work
we have applied this methodology to both the persistence and
contour length data of the DNA-ActD complexes, obtaining
nearly similar results and conclusions about the mechanism of
action of ActD. In particular, we have confirmed the power of
our theoretical model'” to determine the cooperativity of a
drug-DNA binding reaction, by letting the degree of coopera-
tivity be a free parameter in the fitting of the persistence length
data. In addition, this is the first work which explicitly shows
that our theoretical approach can be successfully applied to
other mechanical properties besides the persistence length.

Methods

Stretching experiments

To study the DNA-ActD interaction, we have used optical tweezers to
perform single molecule stretching experiments of these complexes.
In particular, we are interested in determining the changes in the
mechanical properties while varying the drug concentration in the
sample, for a fixed DNA concentration.

The samples consist of a Phosphate Buffered Saline (PBS)
solution with pH = 7.4 and [NaCl] = 150 mM containing A-DNA
molecules (at a base-pair concentration Cpp, = 10.6 pM) attached
by the ends to a microscope coverslip and to a polystyrene bead

This journal is © the Owner Societies 2013
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with 3 pm diameter (Polysciences Inc.), such that one can easily
manipulate the DNA molecule by trapping the polystyrene
bead using the optical tweezers. Details about the sample
preparation can be found in ref. 18, and the A-DNA molecules
were purchased from Promega Corp.

The optical tweezers consist of a 1064 nm ytterbium-doped
fiber laser with a maximum output power of 5.8 W (IPG
Photonics) mounted on a Nikon Ti-S inverted microscope
with a 100x N.A. 1.4 objective. The apparatus is previously
calibrated by two independent methods using free beads (with-
out attached DNA) in solution: indirect Stokes force calibration
and by analyzing the Brownian fluctuations of the bead in the
potential well of the tweezers,'® from which we determine its
trap stiffness k. Once calibrated, the optical tweezers are used to
trap the polystyrene bead attached to a DNA molecule. By
moving the microscope stage, and consequently the coverslip
(in the horizontal x-direction) with controlled velocity, we stretch
the DNA while monitoring the change in the bead position in the
potential well of the tweezers, x(¢), by videomicroscopy.

Therefore, the stretching force can be determined by F(t) =
kx(t), and ¢ is converted to the DNA extension xpya by multi-
plying by the velocity of the coverslip. The details about this
procedure can be found in ref. 16. Finally, we plot the force x
extension curve of a bare DNA molecule in Fig. 1 (circles). The
solid line shown in this figure is a fitting to the Marko-Siggia
Worm-Like Chain (WLC) model.*® From this fitting, we extract
the persistence length A and the contour length L of the DNA
molecule. Observe that the WLC model fits well to our experi-
mental data, which has allowed us to determine the mechanical
parameters A and L with accuracy. For the bare A-DNA mole-
cule, in fact, we find the average values A =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

24 T T T T T T T

12

F (pN)

0.8 |-

X ua (Bm)

Fig. 1 Force x extension curve of a bare DNA molecule obtained with our
experimental procedure. Circles: experimental data; solid line: a fitting to the
Marko-Siggia Worm-Like Chain (WLC) model.?°
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used to study the variation of these parameters for DNA-ActD
complexes as a function of the drug concentration in the
sample.

Observe that we have limited the maximum stretching forces to
~2 pN. There are some advantages of working in this regime.
Firstly, the Marko-Siggia WLC model works only in the entropic
regime, where the forces applied to the DNA molecule are low
enough.?® Therefore, it is expected that the model describes better
experiments performed under low forces. Secondly, we do not
disturb significantly the chemical equilibrium between the DNA
and the drug in 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
parameters such as the intrinsic binding constant and the binding
site size 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 drug bound to the DNA. Finally, although the DNA is tightly
bound to the histone proteins inside the crowded cell’s environ-
ment, there is theoretical and experimental evidence that the net
forces acting on the DNA are on the order of a few picoNewtons.*

Atomic force microscopy (AFM) experiments

To perform the AFM experiments we have used the EcoRI-
linearized plasmid pUC118-DNA, since its contour length is
about 1/16 of the A-DNA, thus improving the visualization of
various different molecules in the scanned images and avoiding
confusion with the large number of natural bendings present in
the A-DNA. This DNA was purified with phenol-chloroform
extraction twice, and the ratio A,eo/A,30 Was equal to 1.81,
indicating an excellent sample purity.

The samples here consist of a Tris—HCI buffer solution with
10 mM of MgCl, containing the drug and DNA at chosen
concentrations. The mixture was allowed to equilibrate for
~20 min. An aliquot of 20 ul was deposited on a mica substrate
and completely dried out with nitrogen at ambient temperature
(~25 °C). To compare the morphologies observed with
the results obtained in the stretching experiments, we have
used similar ratios of drug concentration per DNA base-pair
concentration (Cr/Cpp).

The mica substrates were scanned with the AFM (model
NTEGRA, NT-MDT-Russia) operating in the conventional
semicontact mode at a scan rate in the range of 1.5-3.0 Hz.
We have used NanoWorld tips with a radius equal to 9 nm and
a force constant equal to 7.4 N m ™. The experiments were
performed in air, at ambient temperature and controlled
humidity (~30-35%). This experimental procedure has been
shown suitable to visualize the deposited DNA and DNA-ActD
complexes in a reproducible and reliable way.

Theory

We have recently developed a new methodology to analyze the
changes in the mechanical properties of DNA-ligand complexes
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as a function of drug concentration. This methodology was
applied to study the interaction of the DNA molecule with
the chemotherapeutic drug cisplatin®®'® and with the ligand
B-cyclodextrin.'” In its more sophisticated version, which we
discuss below, the methodology is based on a quenched
disorder statistical model to calculate the effective persistence
length of a DNA molecule partially bound to a ligand.

The model assumes that the ligands can bind to DNA with
positive cooperativity, forming bound clusters. The bound
clusters have a narrow size distribution with n molecules in
average. These bound clusters are randomly distributed along
the DNA. If there is no cooperativity, as we will show in the case
of ActD, n = 1 and each molecule is located randomly along the
DNA. When a bound cluster is formed it changes the local
persistence length of the bare DNA (4,) to the value A;. If two
bound clusters happen to be nearest-neighbors, the complex
changes again the local persistence length to the value A,.

Let us call Cr, Cr and Cy, as the total, the free and the bound
drug concentrations, respectively, such that Cr = C¢ + Cp,. We
consider one linkable site of the DNA molecule the place
occupied by one binding event, such that the bound site
fraction is r = Cp/Cpp, and the maximum bound fraction will
be denoted by 7.« Therefore, the probability for one site to be
occupied is just /rmax, and the probability for one unoccupied
site is 1 — r/rmayx. Let us assume a random distribution for the
location of the bound sites. There are therefore three distinct
probabilities related to two nearest neighbor sites: (a) two
nearest sites unoccupied have local persistence length A, and
probability Py = (1 — /rmay)>- (b) Two nearest sites simultaneous
occupied have local persistence length A, and probability P, =
(*/rmax)®- (¢) Finally, one site unoccupied and the neighbor
occupied have local persistence length A; and probability P, =
1 — Py — Py = (21/Tmax)(1 — I'/Tmax). As discussed in ref. 17, this
probability distribution for the bound ligands can be used even
when the interaction between the DNA and the ligand presents
cooperativity.

From the quenched disorder model the effective persistence

length is given by ref. 17,
1 Py P P
ATa Tt g

Substituting the expressions of Py, P, and P, and rearranging
the terms, one easily gets

i GR) E) G ) 6
A Ay \A1 Ao) \Fmax Ao A Az) \rmax)
)
The relation between the bound site fraction r and the free drug
concentration Cy in solution can be approximately described by
the Hill binding isotherm,*®
_ rmux(l(icfyl
1 r (KiCr)""

®)
where K; is the equilibrium intrinsic association constant and n

is the Hill exponent, a parameter usually used to measure the
degree of cooperativity in chemical reactions. If n > 1, the

This journal is © the Owner Societies 2013

84



Published on 07 May 2013. Downloaded by Universidade Federal de Vicosa on 19/01/2015 13:22:07.

Apéndice: Artigos publicados

interaction is positively cooperative, ie., 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 exponent is also
a lower bound for the number of cooperating sites involved in
the reaction,” and consequently, a measure of the average
number of bound molecules that form a bound cluster.'”
Observe that neighbor-exclusion effects were computed in this
binding isotherm via the parameter ryax.

The free drug concentration can be written as C¢= Ct — rCy,,
such that eqn (3) can be rewritten as

ro__[K(Cr—rCw)]"
Fmax 1+ [Ki(CT — I‘Cbp)}”-

4)

In ref. 17 we demonstrated that eqn (4) has a single-fixed point
solution. This single solution can then be determined from any
initial condition, which is appropriate for a fitting procedure.
We therefore have used this equation iteratively in order to fit
the experimental data of the persistence length, by plugging
eqn (4) into eqn (2). In this paper we present a more general
method to perform this fitting. Firstly call 7/ryax = x. Eqn (4) can
be rewritten as

[K(CT — I'max Cbpx)] !

v 1+ [K| (CT - rmubepxﬂn. (5)

Observe that this equation can be solved numerically for known
values of the constants, returning x for each value of Cr.
We therefore have written a simple algorithm that uses a
subroutine to solve eqn (5) for initial guessed values of the
constants, and uses the results returned for x plugged into
eqn (2) to fit the experimental data of the persistence length A
as a function of Cr/Cpp, by using least squares fitting. The
algorithm was written in MatLab and uses the built-in least
squares fitting routine of the program. This procedure allows
one to extract information about the binding data (rmax, Ki, 1)
from pure mechanical measurements.

Results and discussion
Stretching experiments

Persistence length data analysis. In Fig. 2 we show the
behavior of the persistence length A of DNA-ActD complexes
as a function of drug total concentration normalized by the
DNA base-pair concentration in the sample (Cy/Cyp, expressed
in M/M). Observe that the persistence length exhibits a non-
monotonic behavior. It firstly decreases from the bare DNA
value (~50 nm) down to ~23 nm at Cy/Cyp, = 0.09. Then, it
increases up to ~43 nm measured at C1/Cy,, = 0.66. Finally, for
Cr/Cyp > 0.66 it abruptly decreases down to ~25 nm.

To achieve these results, the experiments were performed as
follows. Firstly, we choose a particular bare DNA molecule and
stretch it seven times. Then, we change the drug concentration
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Fig. 2 Persistence length A as a function of concentration ratio Cr/Cy,, for DNA-
ActD complexes. Observe that it exhibits a non-monotonic behavior. It firstly
decreases from the bare DNA value (~ 50 nm) down to ~ 23 nm at G;/Cpp, = 0.09.
Then, it increases up to ~43 nm measured at Ct/Cpp, = 0.66. Finally, for Gy > 0.66 it
abruptly decreases down to ~25 nm. The error bars for each concentration are
the standard deviations obtained from different DNA molecules used to perform
the experiments.

in the sample using a micropipette. After changing the concen-
tration, we wait ~25 minutes for the drug to equilibrate
with DNA. This time scale was shown sufficient for ActD to
equilibrate with DNA," and it was verified for our experimental
conditions by analyzing the reversibility of the stretching
curves. We then perform again seven stretching experiments,
obtaining the new values for the persistence and contour
lengths for the chosen ActD concentration. This procedure
is then repeated sequentially for each drug concentration.
We have also repeated the entire procedure, scanning all
the concentrations, for other DNA molecules using different
samples. The error bars presented in Fig. 2 for each concen-
tration are the standard deviations obtained from this set of
measurements.

The non-monotonic behavior exhibited for C1/Cp, < 0.66,
can be understood with the two-sites quenched disorder
statistical model discussed in the previous section. This model
can be used to determine the local persistence lengths and
the chemical parameters of the interaction from these pure
mechanical measurements.

The abrupt decrease of the persistence length at high drug
concentrations (Cr/Cpp > 0.66) is probably related to partial
DNA denaturation due to the formation of denaturing bubbles,
as discussed in ref. 26 and 27 using a simple phenomenological
model and using ab initio calculations, respectively. In principle,
this effect could be modeled by adding another local persistence
length in eqn (2), associated with the formation of denaturing
bubbles. Nevertheless, the number of adjustable parameters
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would increase accordingly, making the fitting procedure
difficult. In addition, we are interested in the properties of
the interaction when double-stranded DNA is not partially
denatured, such that the points corresponding to Cy/Cy,, > 0.66
will not be included in the fitting analysis.

Firstly we have fitted the experimental data of Fig. 2 to
eqn (2) with the adjustable parameters A,, A,, Kj, n and r'max
using the Hill binding isotherm, as described in the previous
section. We have used the measured value 4, = 48 nm in the fit,
the well-known persistence length of a bare DNA molecule. This
fitting is shown in Fig. 3, in which we have plotted the inverse
of the persistence length (1/4) as a function of C1/Cpp, for
convenience. Observe that the model fits well to the experi-
mental data. The fitting returns the results A; = (15.2 = 0.6) nm,
A, = (64.1 £ 24.8) nm, K; = (1.5 & 0.4) X 10° M™%, 1oy = 0.11 &
0.01, and n = 1.1 + 0.2.

As stated earlier, A; and A, are the local persistence lengths
associated with the binding of one and two nearest neighbor
ActD molecules, respectively. Therefore, the result 4, < A,
indicates that the binding of one single ActD molecule
decreases the effective persistence length of the complex
formed, while the result A, > A; indicates that the binding of
two nearest ActD molecules increases the effective persistence
length. The relatively large error bar obtained for the parameter
A, is due to the number of adjustable parameters used in
the fitting. When applying the presented methodology for a
particular DNA-ligand system, one can obtain lower error bars
if some of the parameters are previously known by other means,
therefore reducing the number of adjustable parameters in the
fitting process.

0.045 T T T T T T

0.04

. 0.035 r s

A’ (nm'1

0.03 |- —

0.025 |- e

0.02 1 I I | I I |
-0.1 0 0.1 02 03 04 05 06 07

c/C

bp

Fig. 3 Circles: inverse of the persistence length (1/A) as a function of concen-
tration ratio Cy/Cyp, obtained from the experimental data of Fig. 2. Solid line: a
fitting to the two-sites quenched disorder model, eqn (2). Observe that the
model fits well to the experimental data, allowing us to extract the local
persistence lengths Ay = (15.2 & 0.6) nm, A, = (64.1 £ 24.8) nm, and the chemical
parameters K; = (1.5 4+ 0.4) x 10° M, rax = 0.11 £ 0.01 and n = 1.1 + 0.2.
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The fact that n ~ 1 indicates that the interaction is non-
cooperative, in agreement with previous experiments per-
formed with different techniques.’®?® In addition, the value
determined for the maximum bound fraction (ryax) can be used
to estimate the number of base-pairs excluded by an ActD
molecule in the A-DNA molecule, which is N = 1/rp =9 £ 1
base pairs. For comparison, Ruggiero Neto and Colombo have
reported that the number of base-pairs excluded by an ActD
molecule is 11 for calf thymus DNA.* It should be emphasized
that this is not the number of base pairs that an ActD molecule
spans along the double-helix, which is only ~4 base pairs."?
There are also naked base pairs effectively excluded by each
ActD molecule, due to the gaps formed between bound drug
molecules.

Finally, the value obtained for the intrinsic equilibrium
binding constant K; is close to those obtained by using other
experimental techniques and/or approaches,'****" albeit for
different DNA sequences. Major anticancer drugs have equili-
brium binding constants from 10" to 10” M~ when interacting
with DNA. As examples, we cite the anthracycline antibiotic
daunomycin (7 x 10° M~ "), which is used to treat leukemia and
other cancers;** the intercalator and covalent binder psoralen
(9 x 10* M), which is used to treat various skin diseases;>”
and the platinum-based compound cisplatin (1.5 x 10* M™"),
which is used to treat head, neck, testicular, ovarian and non-
small cell lung cancers.'® While the binding constant indicates
which drug binds stronger to DNA, the Hill exponent plays an
important role in understanding the mechanism of action of the
drug, since it is directly correlated to cooperativity and to the size
of the drug cluster bound to DNA. The first two previous
examples (daunomycin, psoralen) are typical non-cooperative
ligands, while the last one (cisplatin) is positively cooperative,
an aspect correlated to DNA compaction by the action of the
drug.>'® In real chemotherapy treatments, usually two or more
drugs are complementarily used to improve the results. There-
fore, understanding the differences in the molecular aspects of
the interactions can improve the efficacy of such treatments.
Nevertheless, it is out of the scope of this work to assort the
efficiency of ActD as compared to other chemotherapeutic drugs,
since this aspect strongly depends on the natural selectivity of
each drug for a certain type of cancer cell.

Contour length data analysis. In Fig. 4 (circles) we shown the
relative increase of the contour length AL/L, of the DNA-ActD
complexes, as a function of Cy/Cy,. Observe that the contour
length increases monotonically as ActD binds to DNA, resembling
the behavior observed for typical intercalators.”” Let us assume that
the contour length increases as two nearest linkable sites become
simultaneously occupied, ie.,

AL, ( r >2 ©
——=9Py =7y ,
Ly ! ’ Fmax

where 7 is the saturation value of AL/L,;, and r/rmax = X is given by
eqn (5). This assumption is reasonable since two nearest bound
molecules also increase the persistence length (with a local value
Ay), an effect also manifested by intercalators.>”
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Fig. 4 Circles: relative increase of the contour length AL/Ly as a function of

concentration ratio Gy/Cp, (experimental data). Solid line: a fitting to eqn (6).

From this fitting we extract the chemical parameters rax=0.10 +0.01,n=1.0 +
0.2and Kj= (1.6 £ 0.2) x 10° M~ ".

The solid line shown in Fig. 4 is a fitting of eqn (6) to the
experimental data, using the numerical method previously
described. Observe that eqn (6) explains well the behavior of
the contour length. The fitting gives the chemical parameters
Tmax = 0.10 £ 0.01, n=1.0 £ 0.2 and K; = (1.6 + 0.2) x 10° M~ ",
These results agree very well with those provided by the
persistence length data, within the error bars. Also, we found
7 =0.31 %+ 0.02, which indicates that ActD binding increases the
DNA contour length by ~30% at saturation.

We have also tried to fit the data of contour length using a
single molecule-event such that AL/L, would be proportional to
/rmax. However, this assumption returns a worse fit, with the
values of K; and n approximately twice the values obtained for
these parameters from the persistence length data analysis.
Since the binding occurs with the minor-groove and intercalation
as a single binding mode, we would expect a single binding
isotherm. With the assumption of two molecules, as in eqn (6),
the fit is much better and the values of K;, n and rp,,,, obtained are
now very close to their respective values obtained from the
persistence length data analysis.

AFM experiments

In Fig. 5 we show the typical images of (a) bare DNA and of (b) a
DNA-ActD complex (Cr/Cpp = 0.09) obtained with the AFM by
using the procedure previously detailed. Observe that the images
are clear and well defined, thus allowing a robust measurement
of the bending angles introduced by ActD on the double-helix
structure. These bending angles were measured using the appro-
priate tool of the Ntegra software, and one of them is illustrated
in Fig. 5(b). In this same figure, we have pointed by arrows two
typical bendings introduced by ActD in the DNA molecule.
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Fig. 5 Typical images of (a) bare DNA and of (b) a DNA-ActD complex (G/Cpp =
0.09) obtained with the AFM. In (b), we have pointed by arrows two bending
angles introduced by ActD in the DNA molecule.

We have analyzed the angle size distribution, as well as the
frequency of occurrence of these bending angles in an ensemble
of different DNA-ActD complexes (~140 complexes for each
different drug concentration). In Fig. 6 we shown the angle size
distribution for Cy/Cy,, = 0.37. We have found an average value of
(84 £ 22)°. As expected, this angle size distribution is about the
same for all concentration ratios used, only the number of
bendings per DNA molecule varies significantly from one
concentration ratio to another. It is worth emphasizing, however,
that the angles measured in the AFM experiments may be
dependent on the bivalent ions present in the buffer used
(Mg**) and/or surface effects.

In Fig. 7 we show the frequency of occurrence of at least
three bendings per DNA molecule, f(N, > 3), as a function of
the concentration ratio Cy/Cy,. Observe that this frequency
reaches its maximum value at C1/Cpp, = 0.09, but then decreases
for larger concentration ratios. This result is in qualitative

QOccurrence (%)

20 40 60 80 100 120 140
Angle (degrees)

Fig. 6 Angle size distribution for C;/Cp, = 0.37. We have found an average value
of (84 £ 22)°. Such distribution is about the same for all concentration ratios
used, only the number of bendings per DNA molecule varies significantly from
one concentration ratio to another.
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f(N, > 3) (%)

Fig. 7 Frequency of occurrence f (N, > 3) of at least three bendings per DNA
molecule as a function of the concentration ratio Gy/Cpp.

agreement with the non-monotonic behavior of the persistence
length shown in Fig. 2, since the persistence length is proportional
to the inverse of the number of bendings per molecule. In fact,
observe that the minimum of the persistence length coincides
with the maximum of f(N, > 3), as expected. The threshold
number of bendings (three) that we have used to plot the
frequency of occurrence was chosen because the number of
DNA molecules with four or more bendings is very small
(<0.5%) for the ActD-pUC118-DNA complexes.

Measuring the number of bendings per molecule is a reliable
way to compare qualitatively the results from the stretching
experiments to the AFM experiments. Some authors use a
different approach to measure the persistence length of the
DNA by analyzing AFM images, determining this quantity from
the square-averaged end-to-end distance of the molecule.*® This
procedure is reliable for measuring the persistence length of
bare DNA molecules. Nevertheless, it can lead to equivocated
results depending on the drug used, because a DNA molecule
partially deposited on the substrate may be constrained and not
allowed to relax the conformational changes introduced by the
drug as the substrate is dried out, thus increasing the effective
drug concentration.

Conclusions

We have studied the interaction between double-stranded DNA
and the drug Actinomycin D (ActD) both by single molecule
stretching experiments and by analyzing AFM images of
the complexes formed. We have monitored the mechanical
properties of these complexes as a function of drug concen-
tration, for a fixed DNA concentration. Using a methodology of
data analysis recently developed by us, we were able to extract
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the chemical parameters (intrinsic binding constant, occupancy,
cooperativity degree), and consequently the binding data
from pure mechanical measurements, thus performing a robust
characterization of the interaction. The results obtained for the
chemical parameters agree well with those obtained by other
techniques.">***" In addition, the methodology presented here
can be straightforwardly applied to other ligands which interact
with DNA by changing the mechanical properties, therefore
being a new powerful tool in the field.
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Abstract We have performed single-molecule stretching
and dynamic light-scattering (DLS) experiments to charac-
terize the interaction between the DNA molecule and the
fluorescent stain GelRed. The results from single-molecule
stretching show that the persistence length of DNA-GelRed
complexes increases as the ligand concentration increases
up to a critical concentration, then decreases for higher
concentrations. The contour length of the complexes, on
the other hand, increases monotonically as a function of
GelRed concentration, suggesting that intercalation is
the main binding mechanism. To characterize the physi-
cal chemistry of the interaction, we used the McGhee—
von Hippel binding isotherm to extract physicochemical
data for the interaction from the contour length data. Such
analysis enabled us to conclude that the GelRed stain is, in
fact, a bis-intercalator. In addition, DLS experiments were
performed to study the changes of the effective size of the
DNA-GelRed complexes, measured as the hydrodynamic
radius, as a function of ligand concentration. We observed
qualitative agreement between the results obtained from the
two techniques by comparing the behavior of the hydrody-
namics radius and the radius of gyration, because the lat-
ter quantity can be expressed as a function of mechanical
properties determined from the stretching experiments.

Keywords Intercalation - Single-molecule stretching -
Dynamic light scattering - Binding isotherm
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Introduction

Rational drug design is a process in which a new compound
is conceived and synthesized to attack a specific biologi-
cal target and/or to perform specific functions. In the health
sciences, for example, there is much interest in develop-
ing new drugs to treat human diseases such as cancer. In
biochemistry and molecular biology, new compounds have
been developed to stain DNA and proteins, enabling visu-
alization by fluorescence microscopy and the possibility of
following the routes of biological processes.

GelRed is a fluorescent nucleic acid stain designed
with the purpose of replacing highly toxic ethidium
bromide (EtBr) in gel electrophoresis and other experi-
mental techniques which depend on the fluorescence of
stained DNA. When bound to DNA, GelRed has the same
absorption and emission spectra as EtBr and, according
to its manufacturer (Biotium, Hayward, CA, USA), the
compound can be used in electrophoresis with greater
sensitivity than EtBr, with the advantage of being much
less toxic and mutagenic (Biotium 2013; Huang et al.
2010). This last property, according to the manufac-
turer, is because the chemical structure of the dye was
designed such that the dye is incapable of crossing cell
membranes (Biotium 2013). The chemical structure of
GelRed is proprietary and has not been officially reported
by the manufacturer. Nevertheless, one can find unoffi-
cial information on the internet claiming that GelRed is
synthesized by linking two EtBr molecules with a linear
spacer (Wikipedia 2014), which suggests the dye may be
a bis-intercalator.

Although the manufacturer states that GelRed binds to
DNA by a combination of intercalation and electrostatic
binding (Biotium 2013), most details of the interaction
have not yet been reported in the literature. In this work

@ Springer

90



Apéndice: Artigos publicados

Eur Biophys J

we performed single-molecule stretching and dynamic
light scattering experiments to gain insight into this inter-
action. We recently developed a method that enables
easy extraction of physicochemical data for DNA-ligand
interactions from pure mechanical properties of DNA,
which are readily obtained from single-molecule stretch-
ing. This method enables clarification of specific binding
mechanism(s) (Siman et al. 2012; Cesconetto et al. 2013;
Silva et al. 2013). The purpose of this work was to per-
form robust characterization of the DNA—-GelRed inter-
action, by determining changes of the basic mechanical
properties of the DNA molecule as GelRed binds, phys-
icochemical data for the interaction, and the nature of the
binding mechanism.

Materials and methods
Stretching experiments

In these experiments the samples were A-DNA molecules
end-labeled with biotin in phosphate-buffered saline (PBS)
solution with [NaCl] = 140 mM. One end of the DNA mol-
ecule was attached to a streptavidin-coated glass coverslip
by use of the procedure reported by Amitani et al. (2010).
The other end of the molecule was attached to a strepta-
vidin-coated polystyrene bead of diameter 3 um (Bangs
Laboratories). As reported by Crisafuli et al. (2012) and
Cesconetto et al. (2013), in this configuration one can eas-
ily trap the polystyrene bead with the optical tweezers and
stretch the DNA molecule by moving the microscope stage
by use of a piezoelectric actuator. The sample chamber con-
sisted of an o-ring glued in the coverslip, such that one can
exchange the buffer and consequently change the ligand
concentration, without affecting the trapped DNA molecule,
by use of micropipettes. The DNA base-pair concentration
used in all stretching experiments was Cy,, = 2.4 uM.

The optical tweezers consisted of a 1,064-nm ytter-
bium-doped fiber laser with a maximum output power of
5.8 W (IPG Photonics) mounted on a Nikon Ti-S inverted
microscope with a 100 x N.A. 1.4 objective. The appara-
tus had previously been calibrated by use of two independ-
ent methods as described by Crisafuli et al. (2012). Once
calibrated, the optical tweezers were used to trap the poly-
styrene bead attached to a DNA molecule, enabling DNA
stretching to be performed with high resolution and con-
sequently enabling force x extension curves of the DNA-
ligandl complexes to be obtained for each situation studied.
These curves were fitted to the Marko-Siggia worm-like
chain (WLC) model (Marko and Siggia 1995). One can,
therefore, study how the persistence and contour lengths of
the DNA molecule vary as a function of ligand concentra-
tion. Representative data for the force x extension curves
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with the corresponding fitting can be found in Online
Resource 1. To avoid enthalpic contributions to the values
of the mechanical data, all stretching experiments were per-
formed in the entropic low-force region (<2 pN) (Crisafuli
et al. 2012; Cesconetto et al. 2013). All other experimen-
tal details can be found elsewhere (Crisafuli et al. 2012;
Cesconetto et al. 2013; Silva et al. 2013; Reis et al. 2013).

Dynamic light scattering (DLS)

To confirm the results obtained from the stretching experi-
ments by use of a second technique, we also performed
DLS on the DNA-GelRed complexes. DLS performed at
a fixed scattering angle enables evaluation of the hydrody-
namic radius of the complexes, which is an estimate of the
size of the complexes (Reis et al. 2013). The hydrodynamic
radius was measured to enable investigation of the effect
of the ligand on the effective size of the DNA molecule,
which depends on its persistence and contour length. Thus,
the results obtained from two very different experimental
techniques can be compared (at least indirectly).

The DLS apparatus used was a ZetaSizer Nano-S (Mal-
vern Instruments) with a low-volume cuvette (ZEN2112,
Hellma Analytics). The backscattering angle used was 173°
in all experiments. Particle size was determined using the
non-negative least squares (NNLS) algorithm. Representa-
tive data of the intensity autocorrelation function of the
scattered light can be found in Online Resource 1.

The DNA used in these experiments was a 3,000 bp
molecule (Thermo Scientific) in the same buffer as used for
the optical tweezers samples (it is difficult to use /-DNA in
DLS because of the long contour length). The DNA mol-
ecules are equilibrated with a specific concentration of Gel-
Red directly in the cuvette used in the DLS apparatus. The
DNA concentration used in all DLS experiments was the
same as that used in the optical tweezers experiments (2.4
UM of base-pairs). This concentration is sufficiently low to
avoid entanglements and relevant interactions between dif-
ferent DNA molecules (Hur and Shaqgfeh 2001).

Results
Stretching experiments

In Fig. 1 (red circles) we show the behavior of the persis-
tence length A of DNA-GelRed complexes as a function of
ligand total concentration in the sample C7. Observe that
it initially increases from the bare DNA value (~46 nm)
until it reaches a maximum value of ~86 nm at Cr = 4.0
uM. For higher concentrations, it abruptly decays to ~43
nm. For comparison purposes, we also show in Fig. 1 (blue
squares) the persistence length of DNA-EtBr complexes.
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Fig. 1 Persistence length A as a function of ligand total concentra-
tion in the sample Cr for DNA-GelRed complexes (red circles) and
DNA-EtBr complexes (blue squares). Observe that for both types
of complex A initially increases from the bare DNA value (~46 nm)
until it reaches a maximum value, then abruptly decreases

Observe that the behavior of this mechanical property for
the two drugs is quite similar, even quantitatively, which is
the first evidence that the chemical structure and binding
mode of the two compounds are somewhat similar.

In Fig. 2 (red circles) we show the behavior of the con-
tour length L of DNA-GelRed complexes as a function
of total ligand concentration in the sample Cr. Observe
that L increases monotonically from the bare DNA value
(~16.5 pm) to a saturation value of ~24um. For compari-
son purposes, we also show in Fig. 2 (blue squares) the
same data for the DNA-EtBr complexes. Observe that the
qualitative behavior is, again, similar but here there is a
major difference: the contour length of the DNA-GelRed
complexes saturates at a very low concentration (~1 uM)
compared with results for the DNA-EtBr complexes,
which saturate only at ~10 uM with a saturation value of
~23 pm, as shown by Rocha et al. (2007).

To obtain these results, the experiments were performed
as follows. First, we chose a specific bare DNA molecule
and stretched it five times, determining the mean values
of the persistence and contour lengths. We then changed
the ligand concentration in the sample by use of a micro-
pipette. After changing the concentration, we waited ~20
minutes for the ligand to equilibrate with DNA. This time
scale is sufficient for both GelRed and EtBr to equilibrate
with DNA under our experimental conditions, as was veri-
fied by analyzing the reversibility of the stretching curves

26 T T T T T T

«
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Fig. 2 Contour length L of DNA-GelRed complexes (red circles)
and DNA-EtBr complexes (blue squares) as a function of ligand total
concentration in the sample Cr. Observe that L increases monotoni-
cally from the bare DNA value (~16.5 um) to a saturation value

and by performing some experiments after waiting longer,
which resulted in no significant difference. We then per-
formed another five stretching experiments, obtaining
new values for the persistence and contour lengths for
the chosen ligand concentration. This procedure was then
repeated sequentially for each ligand concentration. We
also repeated the entire procedure, scanning all the concen-
trations, for other DNA molecules using different samples.
The error bars presented in Figs. 1 and 2 for each concen-
tration are the standard errors obtained from this set of
measurements.

The behavior of both persistence and contour lengths
strongly suggests that the dominant mechanism of inter-
action between DNA and GelRed is intercalative binding,
because the behavior is qualitatively identical to that shown
in Figs. 1 and 2 for the well-known monointercalator EtBr.
In fact, the general behavior of the persistence length A
shown in Fig. 1 has previously been verified by our group
for the intercalators daunomycin, psoralen, diaminobenzi-
dine, and even EtBr under nearly similar experimental con-
ditions (Rocha et al. 2007, 2009; Rocha 2009; Reis et al.
2013), by using optical tweezers in the low-force region
(<2 pN). Some authors have also reported the same quali-
tative behavior of the persistence length for intercalators,
finding that the value increases for low ligand concentra-
tions and decreases for higher concentrations (Tessmer
et al. 2003; Cassina et al. 2010; Kaji et al. 2001). Rocha
(2009) and Rocha et al. (2009) have proposed that the
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abrupt decrease of the persistence length shown in Fig. 1
for Cr > 4 puM is related to partial DNA denaturation, with
the formation of denaturing bubbles, probably because of
the pulling force.

It is also well established that intercalators always
increase the DNA contour length when binding, by increas-
ing the axial distance between two adjacent base-pairs in
the intercalative site (Sischka et al. 2005; Fritzsche et al.
1982; Chaires et al. 1982). The other common types of
interaction between DNA and ligands, for example groove
binding, electrostatic interaction, or covalent binding, do
not increase the DNA contour length. On the contrary, in
some cases these types of interaction can cause compac-
tion of the DNA with a decrease of the “apparent contour
length” measured by force spectroscopy in the low-force
region used in our experiments (Crisafuli et al. 2012; Silva
et al. 2013). Therefore at least for Cr < 1 uM (the con-
centration range in which the contour length L increases
strongly) intercalation is the dominant binding mode in the
DNA-GelRed complexes.

The physicochemical properties of the DNA-GelRed
interaction can be extracted from the contour length data.
First, we used the data of Fig. 2 to determine the fractional
increase of the contour length, ® = (L — Lo)/Lo, where Ly is
the bare DNA contour length, as a function of ligand con-
centration Cr. These data were plotted in Fig. 3 (circles).
For intercalators this fractional increase is proportional to
the fraction of bound ligand r = Cp/Cpp, Where Cp is the
concentration of bound ligand and Cy, is the DNA base-
pair concentration. In other words, ® = yr, where y is the
ratio of the increase of the contour length because of a sin-
gle intercalating molecule (§) to the mean distance between
two consecutive base pairs in the bare DNA (A ~ 0.34 nm)
(Rocha et al. 2007; Rocha 2009; Daune 1999). For typical
monointercalating molecules one has § ~ 0.34 nm and, con-
sequently, y ~ 1 (Sischka et al. 2005; Fritzsche et al. 1982).
The bound fraction r (and consequently the mechanical var-
iable ®) can be linked to the physicochemical properties by
use of a binding isotherm. The McGhee—von Hippel binding
isotherm usually describes the physical chemistry of DNA
interactions with intercalators very well, because it com-
putes in detail the neighbor-exclusion effects which are usu-
ally associated with this type of interaction (McGhee and
von Hippel 1974; Rocha 2010). The binding isotherm is:

n—1
} , 6]

where 7 is the exclusion number (a measure of the effective
number of base-pairs occupied by a single ligand molecule
(McGhee and von Hippel 1974)), K; is the intrinsic equi-
librium association constant, and Cy = Cr — Cp is the free
(not bound) concentration of ligand in solution.

1—nr
1—(m—1Dr

r

C—f =K;(1 —nr){
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Fig. 3 Fractional increase of the contour length, ® = (L — Lo)/Ly as
a function of GelRed concentration Cr. Circles: experimental data.
Solid line: a fitting to the McGhee—von Hippel binding isotherm. The
fitting returns the physicochemical values n = 3.7+ 0.4, K; = (1.8 +
0.3)x10’M~ L andy =1.9+0.1

Figure 3 shows the fit of this binding isotherm to the
experimental data (solid line), obtained by use of the com-
putational method described in detail by Cesconetto et al.
(2013). Observe that the model describes the experimen-
tal data well. Fitting returns the values n = 3.7 = 0.4, K;
= (1.8 £ 0.3) x 10’ M, and y = 1.9 + 0.1. The same
kind of analysis was performed by Rocha et al. (2007) for
the DNA-EtBr complexes, and will not be repeated here.
The results obtained from the fit shown in Fig. 3 strongly
suggest that the GelRed dye is a DNA bis-intercalator.
In fact, the exclusion number 7 indicates that each bound
GelRed molecule effectively occupies 3.7 DNA base-
pairs, a value substantially higher than the values obtained
for most monointercalators, and approximately twice the
value for EtBr (Rocha 2009; Chaires et al. 1982; Gaugain
et al. 1978). The equilibrium constant is also higher than
the result obtained for typical monointercalators (~10°
M") (Rocha et al. 2007; Rocha 2009; Chaires et al. 1982;
Gaugain et al. 1978), and within the range found for most
bis-intercalators (107 to 10° M~' M) (Giinther et al. 2010;
Berge et al. 2002; Murade et al. 2009; Maaloum et al.
2013; Garbay-Jaureguiberry et al. 1987). In particular, it is
two orders of magnitude higher than the equilibrium con-
stant for EtBr, a situation very similar to that for the bis-
intercalator YOYO when compared with its precursor YO,
a monointercalator, as is EtBr (Murade et al. 2009). Finally,
the result y = 1.9 £ 0.1 is approximately twice the value
obtained for typical monointercalators, suggesting that
each bound GelRed molecule increases the DNA contour
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length by ~0.65 nm, a result also typical of that for bis-
intercalators (Giinther et al. 2010; Maaloum et al. 2013).
Observe that bis-intercalators should increase by a factor
of approximately two the DNA contour length per bound
molecule, because each ligand molecule contains two inter-
calating portions.

These results together are strong evidence that GelRed
is, in fact, a bis-intercalator probably consisting of two
EtBr molecules, as already claimed (Wikipedia 2014). In
fact, if one supposes that GelRed is really a bis-intercalator
formed by linking two EtBr molecules, it is straightforward
to understand the statement of the dye manufacturer which
claims that GelRed is more sensitive than EtBr in electro-
phoresis experiments (Biotium 2013). If one prepares two
electrophoresis assays staining one with EtBr and the other
with GelRed at the same molar concentrations, the GelRed
assay will have approximately twice as many DNA-bound
sites (at least for concentrations far from saturation), which
implies in more fluorescence signal and consequently more
contrast. In addition, the fact that the absorption and emis-
sion spectra of the two compounds are the same (Biotium
2013) is easily understood on the basis of the discussion
above.

Finally, one can ask about the possibility of another
binding mode for the DNA-GelRed interaction, in addi-
tion to intercalation. We believe electrostatic interactions
may also be relevant in this system. Because EtBr is a
monocationic ligand, GelRed is expected to have two posi-
tive charges, one in each intercalating portion. In princi-
ple it is expected that long-range electrostatic interactions
may have two relevant physical effects. The first is stabi-
lization of the double-helix structure because of screen-
ing of the strong electrostatic repulsion between the nega-
tively charged phosphate groups (Fu et al. 2009), which is
reflected by the abrupt transition of the persistence length
of the DNA—GelRed complexes which occurs at high con-
centration compared with the DNA-EtBr complexes. The
second effect is because the two positive charges of the
GelRed molecule are distant by a fixed value, defined by
the linear spacer used to link the two EtBr molecules; this
results in positional correlation of the positive charges
along the double helix. This positional correlation is prob-
ably reflected in the fact that the persistence length of the
DNA-GelRed complexes is lower than the corresponding
value for the DNA-EtBr complexes for the same ligand
concentration.

DLS experiments

In Fig. 4 (circles) we show the behavior of the hydrody-
namic radius Ry of DNA-GelRed complexes, obtained
from DLS experiments, as a function of GelRed concen-
tration. Observe that Ry increases monotonically with
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Fig. 4 Circles: hydrodynamic radius Ry of DNA-GelRed com-
plexes, obtained from the DLS experiments, as a function of Gel-
Red concentration Cr. Squares: estimates of the radius of gyration
R, for the DNA-GelRed complexes, obtained from the data from
the stretching experiments. The fact that Ry increases monotonically
with ligand concentration indicates that the abrupt transition of the
persistence length does not occur for the samples used for the DLS
experiments

GelRed concentration, from ~87 nm measured for bare
DNA to ~207 nm obtained for C7 = 6 uM. Each experi-
mental point is the mean value calculated from a set of ~
100 measurements each 15 s long, and the error bars are
the standard deviations. In the same figure, we show esti-
mates of the radius of gyration R, for the DNA-GelRed
complexes (squares). R, was calculated as a function of the
mechanical properties obtained from the tweezers experi-

ments as R, = ,/%AL( — 3TA + - ) (Daune 1999). We

used the values of the persistence length A shown in Fig. 1
and assumed that the contour length L of the 3000-bp DNA
will increase with ligand concentration in the same ratio
as shown in Fig. 3 for the .-DNA. As remarked elsewhere
(Reis et al. 2013), because the 3,000 bp DNA is sufficiently
long (it contains ~20 persistence lengths), it is reasonable
to expect base-pair sequence and other molecular details
not to interfere with large-scale mechanical properties, for
example persistence and contour lengths.

The radius of gyration R, increases with both A and L.
Thus, as shown in Fig. 4, R, decreases for the two larg-
est concentrations used, because of the abrupt decrease of
the persistence length, shown in Fig. 1. A similar decrease
was not verified for the hydrodynamic radius Ry, indicat-
ing that the abrupt transition of the persistence length does
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not occur for the samples used for the DLS experiments.
The same result was previously verified by our group for
the intercalator diaminobenzidine (Reis et al. 2013). As
discussed in this previous work, this result was expected
because the abrupt transition of the persistence length is
probably related to the pulling force exerted in the stretch-
ing experiments, which may locally denature the previ-
ously deformed double-helix structure of the DNA-inter-
calator complex (Rocha 2009; Rocha et al. 2009). In this
way, one can say that the behavior of Ry obtained in DLS
experiments agrees qualitatively with the results from the
optical tweezers experiments. Our DLS results also agree
with the results obtained by most authors who have meas-
ured the persistence length of DNA—intercalator complexes
with non-stretching techniques (fluorescence microscopy,
electron microscopy, viscosimetry, among others; Yoshi-
kawa et al. 1992; Quake et al. 1997). These authors found
that intercalators, in addition to increasing the DNA con-
tour length, usually also increase DNA persistence length
under these conditions, thus increasing the effective size of
the DNA-ligand complexes. Nevertheless, it is important to
mention that some of the work performed by use of typi-
cal DNA-stretching techniques (optical or magnetic twee-
zers) have found a monotonic decrease of DNA persistence
length as a function of intercalator concentration (Murade
et al. 2009; Sischka et al. 2005; Lipfert et al. 2010). In our
opinion such results are because of the range of forces used
to perform the measurements, because, as the force used
to stretch the DNA is increased, the probability of forming
denaturation bubbles in the highly distorted double helix
of the DNA—intercalator complexes increases accordingly,
thus leading to a reduction in persistence length. Other fac-
tors which can certainly affect the results of such measure-
ments are the salt concentration used in the buffers, the
model used to fit force—extension data (which may include
DNA stretch modulus if forces are >10 pN), and the ratio
of ligand concentration to DNA base pair concentration
(Rocha et al. 2007).

Conclusion

By using two very different experimental techniques (sin-
gle-molecule stretching and dynamic light scattering) we
have characterized the interaction of the DNA molecule
with the fluorescent stain GelRed, by determining changes
of the mechanical properties of DNA-GelRed complexes
as a function of ligand concentration and extracting the
physical chemistry of the interaction from these data. It
was found that GelRed binds strongly to DNA (K; ~ 107
M™!). We also found that each bound GelRed molecule
effectively occupies ~3.7 DNA base-pairs and increases
the contour length by ~0.65 nm. These values, which are
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compatible with results expected for bis-intercalating mole-
cules, enabled us to determine the main binding mechanism
of the GelRed dye and to understand the higher sensitivity
of this compound than ethidium bromide in electrophoresis
experiments.
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ABSTRACT:

In this work we have investigated the role of high molecu-
lar weight poly(ethylene-glycol) 8000 (PEG 8000) in
modulating the interactions of the DNA molecule with
two hydrophobic compounds: Ethidium Bromide (EtBr)
and GelRed (GR). Both compounds are DNA intercala-
tors and are used here to mimic the behavior of more
complex DNA ligands such as chemotherapeutic drugs
and proteins whose domains intercalate DNA. By means
of single-molecule stretching experiments, we have been
able to show that PEG 8000 strongly shifts the binding
equilibrium between the intercalators and the DNA even
at very low concentrations (1% in mass). Additionally,
microcalorimetry experiments were performed to estimate
the strength of the interaction between PEG and the DNA
ligands. Our results suggest that PEG, depending on the
system under study, may act as an “inert polymer” with
no enthalpic contribution in some processes but, on the
other hand, it may as well be an active (non-neutral)
osmolyte in the context of modulating the activity of the
reactants and products involved in DNA-ligand interac-
tions. © 2015 Wiley Periodicals, Inc. Biopolymers 105:
227-233, 2016.
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INTRODUCTION
he investigation of DNA interactions with drugs is an
important topic to many areas of knowledge and, in
particular, to health sciences, since there is much
interest in the efficiency of such drugs for treating
human diseases. The most common examples are the
cancer chemotherapies, in which the drug administered to
the patient can, for instance, interact with DNA of the cancer
cells, inhibiting its replication and thus stopping tumor
growth. Despite the importance of the topic, the majority of
work done in the field is performed with DNA molecules dis-
perse in ordinary buffer solutions, a situation far from that
found in vivo, in which the DNA molecules are always, to
some extent, compacted/complexed with basic proteins
inside cell nucleus, and the surrounding medium contains
many other macromolecules such as proteins, sugars, small
charged molecules and others." These macromolecules act
changing the volume occupancy (up to ~30%),” e.g., impos-
ing both steric constraints on each other and changes on the
thermodynamic activity of all other molecules, including the
solvent itself.” Therefore, an intriguing question arises from
the above discussion: how added osmolytes affect the chemo-
therapeutic drugs-DNA interactions? In this work, we inves-
tigate this question by using the “neutral polymer”
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poly(ethylene-glycol) 8000 (PEG 8000) as osmolyte (or
crowding agent) and the intercalators Ethidium Bromide
(EtBr) and GelRed (GR) as the DNA binding drugs.

Poly(ethylene-glycol) (PEG) of several different molecular
weights is often used in vitro as an osmolyte to modulate the
binding of small ligands and proteins to DNA. It is also used
to produce conformational changes on macromolecules either
as a crowder (depletion interactions) or by changing the ther-
modynamic activity of all solutes in solution.* EtBr and GR,
on the other hand, are well known intercalators and the physi-
cal chemistry of their interactions with disperse DNA mole-
cules was recently characterized.®

Here we use high molecular weight PEG 8000 at low con-
centrations in mass (up to ~10%) to study the changes on the
mechanical behavior of bare DNA molecules. Next, we study
the effects of this neutral polymer on the DNA interactions
with the two intercalators used, by monitoring the changes of
the mechanical parameters of the DNA-drug complexes. To
perform such measurements, we have used optical tweezers to
stretch DNA, determining the mechanical quantities for each
situation studied. All experiments were performed in nearly
physiological conditions ([NaCl] =140 mM, pH =7.4). We
have found that PEG concentrations as low as 10% in mass
(so, much below the crowding occupancy inside the cell) only
slightly change the mechanical parameters of bare DNA mole-
cules, measured in the low-force entropic regime (F < 2 pN),
due to depletion interactions.”® Depletion interactions take
place in mixtures containing asymmetric molecules such as
DNA segments and flexible polymer coils such as PEG and
arise when there is an overlap between the flexible polymer
exclusion zones.” In a first approximation, its range scales with
the polymer radius of gyration (R; ~ N'/2 in a 0 solvent,
being N the number of monomers comprising the polymer
chain) and its strength is proportional to the solution osmotic
pressure.

For DNA complexes formed with the two intercalators, we
have found that the presence of PEG even at lower concentra-
tions (~ 1% in mass) is sufficient to strongly shift the DNA-
drug equilibrium. Microcalorimetric experiments were per-
formed to confirm and estimate the interaction strength
between PEG and intercalators. An average attractive interac-
tion of at most 0.08 KgT was found between an intercalator
molecule and an ethylene-glycol group. Although it is know
that low molecular weight PEG (e.g., triethylene glycol) does
not interact with EtBr,'" our results suggest that caution is
needed when using high molecular weight PEG to study DNA-
ligand binding equilibria, or biochemical experiments in gen-
eral, since the entropy loss due to monomer connectivity may
increase locally the number of contacts among the ligand and

the osmolyte units (monomers), and thus, the interaction
between them.

MATERIALS AND METHODS

Optical Tweezers Experiments

The samples used in this work consist of 2-DNA molecules (New Eng-
land Biolabs) end-labeled with biotin in a Phosphate Buffered Saline
(PBS) solution with pH = 7.4 and [NaCl] = 140 mM. One end of the
DNA molecules is attached to a streptavidin coated glass coverslip,
while the other end of the molecule is attached to a streptavidin-
coated polystyrene bead with 3 um diameter (Bangs Labs). In this
configuration, one can easily trap the polystyrene bead with the opti-
cal tweezers and stretch the DNA molecule by moving the microscope
stage with an attached piezoelectric actuator.

The sample chamber consists of an O-ring glued in the coverslip
surface, and the buffer solution can be exchanged by using micropip-
ettes. We have used PEG 8000 (Sigma-Aldrich Cat. 89510) without
any further purification in all experiments. Various solutions contain-
ing the PBS buffer and chosen concentrations of PEG and the interca-
lators were previously prepared such that one can exchange the
solution in the sample chamber to obtain the required concentrations
of PEG and intercalator. We have used two intercalators to perform
the stretching experiments: Ethidium Bromide (EtBr) (Sigma-Aldrich
Cat. E8751) and GelRed (GR) (Biotium Cat. 41003), which are
nucleic acids stains commonly used in electrophoresis experiments.
The DNA base-pair concentration used in all stretching experiments
was Gyp = 243 uM.

By fitting the experimental force-extension curves obtained from
the stretching experiments to the Marko-Siggia WormLike Chain
(WLC) model,"" we can extract the mechanical parameters that char-
acterize the DNA molecule: the persistence length A and the contour
length L. The average values and the error bars of these parameters
were determined by repeating 5 to 7 stretching experiments for each
different situation. The error bars of the mechanical properties pre-
sented in the results are the standard deviations obtained from these
sets of measurements. All the technical details about the sample prep-
aration and the stretching procedure were discussed previously.'>"?

Microcalorimetry Experiments

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) was used for providing ther-
modynamic information about the PEG-EtBr and DNA-EtBr systems,
in order to evaluate if the PEG-EtBr affinity can change the quantity
of EtBr bound to DNA for our experimental conditions. ITC meas-
ures the enthalpy change of the mixture upon addition of EtBr+PBS
aqueous aliquots (50 uL) in the DNA+PBS (or PEG+PBS) solutions.
The apparent enthalpy of interaction AH,;, _ i, for PEG-EtBr or for
DNA-EtBr complexes formation was measured as a function of the
EtBr concentration at a microcalorimetric cell containing a fixed con-
centration of DNA (21.3 uM) or PEG (1% in mass). The DNA con-
centration used in the microcalorimetry was considerably higher than
the one used in the tweezers’ experiments in order to obtain accurate
results with this technique. The fact that PEG is in much excess as
compared to DNA (1% in mass corresponds to 1.5 mM of PEG 8000
coils) justifies the use of the different DNA concentrations in the two
experimental techniques. For ITC analysis, we considered the enthalpy
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FIGURE 1 Typical force-extension curves for single bare DNA

molecules for various PEG concentrations, obtained in the entropic
regime (F < 2 pN), along with the fittings to the WLC model (solid
lines). Observe that the curves are slightly different as PEG concen-
tration increases, indicating that weak attractive DNA segment-
segment interaction are present even before the onset of DNA
condensation ’.

change observed (AH,,) as the difference between the measured heat
of EtBr titration in the DNA (or PEG) solution and in PBS solution.
AH,, _ jn¢ Was obtained by dividing AH,p, by the mole number of
EtBr added in each injection. As the exact EtBr mole number binding
to DNA or PEG is not known, we cannot calculate the exact molar
enthalpy change of interaction, but only an apparent molar enthalpy
change. Thus, AH,, _ i, represents the enthalpy of complex forma-
tion, since the effect of EtBr dilution is excluded. If AH > 0 for a com-
plex formation, the process is endothermic and an enthalpically
unfavorable interaction occur. On the other hand, AH < 0, exother-
mic interaction, means that the complex formation is enthalpically
favorable. The ITC experiments were performed with a CSC-4200 cal-
orimeter (Calorimeter Science Corp.), and further instrumental
details can be found in Ref. 14. The typical uncertainty in AH is ~ 0.2
KT/ molecule.

Results and Discussion
In this section we present and discuss the results obtained for bare
DNA and DNA-intercalator complexes.

Single Bare DNA Molecules
Before adding any intercalator, it is fundamental to study the mechan-
ical behavior of bare DNA when stretched in diluted PEG solutions,
due to possible depletion-induced interactions and/or solvent thermo-
dynamic activities changes.” We have performed measurements in the
low force entropic regime in order to verify the influence of PEG on
the contour and persistence lengths of the DNA molecule, as
explained before.

In Figure 1 we show some force-extension curves for the bare
DNA molecule under increasing PEG concentrations, measured in the
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entropic regime (F < 2 pN), along with the fittings to the WLC model
(solid lines)."" Observe that the curves are slightly different as the PEG
concentrations increases. This is evidenced by the apparent slight
shortening of the DNA molecule, produced by the depletion-induced
attractive DNA segment-segment interaction. This is of particular
importance in our context since, so far, few works have focused on
the early stages of polymer and salt induced (psi or 1) DNA conden-
sation,'>'® which usually happens in a mixture containing DNA, low
amounts of a high molecular weight flexible polymer and high ionic
strength (simple salt): the DNA molecule undergoes a drastic reduc-
tion of its segment-spanned volume and turns into a dense, liquid-
crystalline ordered structure. Moreover and mainly, this result suggests
that, as far as volume exclusion interactions are concerned, PEG may
be regarded as a neutral polymer, since depletion-induced attraction
has an entropic origin.® Further increase in the PEG amount in solu-
tion results in DNA  condensation.'” Since intercalation on mono-
molecular condensed DNA has already been reported,'® the
experiments performed here are restricted to uncondensed DNA.

Figure 2 shows the typical behavior of the persistence (A) and con-
tour (L) lengths as a function of PEG concentration (Cpgg, expressed
by the mass fraction of PEG in the buffer solution), obtained for the
same DNA molecule by changing the PEG concentration in the buffer
solution. For convenience, the contour length data was normalized by
the value obtained in the PBS buffer without any PEG (L, ~ 16.5 um
for 2-DNA). The persistence length A is constant within the experi-
mental error bars, and the contour length L appears to exhibit a slight
decrease as the PEG concentration increases. Since PEG is a neutral
polymer that does not directly interact with DNA (as discussed
above), the slight decrease of the contour length should be carefully
interpreted. In fact, what we measure in DNA stretching experiments
is the apparent value of the contour length, which in general, is differ-
ent from the full contour length of the DNA chain if condensing
agents are not present in solution.''* This is the case of PEG 8000,
which strongly condenses the DNA molecules for sufficiently high
concentrations (>18%) in solutions with [NaCl] = 150 mM."”*° For
lower concentrations, such as those shown in Figure 2, albeit DNA
condensation does not in fact occur, the stretching of the single mole-
cule is performed in a crowded environment, where depletion interac-
tions already started to play a role an therefore, higher forces are
needed to fully stretch the DNA chain. Since we have used maximum
forces of ~ 2 pN in the entropic regime, it is expected that the appa-
rent contour length obtained by fitting our force curves decreases as
the PEG concentration increases.

DNA-Intercalator Complexes
We have also investigated the interaction of the DNA molecule with
two intercalators, Ethidium Bromide (EtBr) and GelRed (GR) in PEG
solutions. Both compounds are largely used in molecular biology,
especially in gel electrophoresis. Nevertheless, while most of the EtBr
properties are well studied, the chemical structure of the GR dye is
proprietary and has not officially been reported by the manufacturer
yet. There are, however, strong experimental evidences that GR is a
bis-intercalator synthesized by linking two EtBr molecules together.*
Investigating DNA interactions with intercalators in osmolyte-rich
solutions in principle can give insights on how intercalators interact
with DNA in the crowded intracellular environment. More important
in our case, the results presented here show that intercalators can
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FIGURE 2 Persistence length A and relative contour length L/L,
of a bare DNA molecule as a function of PEG 8000 concentration in
the buffer. The persistence length is constant within the experimen-
tal error bars, and the measured apparent contour length appears to
exhibit a slight decrease as the PEG concentration increases.

significantly interact with high molecular weight PEG, which interfere
with the intercalation process.

The mechanical parameters of the DNA complexes formed with
both EtBr and GR as a function of intercalator concentration in the
PBS buffer without PEG were recently obtained.* Figure 3 (black
circles) shows the results for the DNA-EtBr complexes, while Figure 4
(black circles) shows the results for the DNA-GR complexes. Observe
that, for our experimental conditions, the qualitative effect of the two

intercalators is the same: the persistence length increases until a cer-
tain critical concentration of the ligand is reached and then, decays
abruptly, whereas the contour length increases monotonically as a
function of the ligand concentration until a saturation value is
reached. This behavior of the mechanical parameters were previously
verified by us for other intercalators under similar experimental con-
ditions.>”" In particular, the behavior of the contour length is very
well established and was reported by many different authors.”> > The
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FIGURE 3 Persistence length A and relative contour length L/Ly
of DNA-EtBr complexes as a function of ligand concentration in the
sample. Black circles: PBS buffer without PEG; red diamonds: PBS
buffer with PEG at 1% in mass; blue triangles: PBS buffer with PEG
at 5% in mass.
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FIGURE 4 Persistence length A and relative contour length L/L,
of DNA-GR complexes as a function of ligand concentration in the
sample. Black circles: PBS buffer without PEG; red diamonds: PBS
buffer with PEG at 1% in mass; blue triangles: PBS buffer with PEG
at 5% in mass.

behavior of the persistence length, otherwise, is in general dependent
on the experimental conditions and even on the technique used to
perform the experiments, since the abrupt decrease of this parameter
is related to partial DNA melting due to the pulling force.”® In the
present work, however, our aim is nothing but to use the changes in
the DNA mechanical parameters obtained in the low force (entropic)
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regime once low amounts of high molecular weight PEG are added to
the buffer solution and then, infer changes in the biochemical equilib-
rium under study.

Figure 3 (red diamonds) also shows the results for DNA-EtBr
complexes when adding a PEG concentration of 1% in mass in the
buffer solution. This PEG concentration was maintained constant
during the entire experiment, while changing the EtBr concentration.
Figure 4 (red diamonds) shows the equivalent results for DNA-GR
complexes. Observe that the addition of tiny amounts of PEG (1% in
mass) to the buffer changes quantitatively the mechanical behavior of
the DNA-intercalator complexes: both the persistence and contour
lengths vary much less as compared to the situation without PEG
(black circles), although the qualitative behavior appears to remain
approximately the same one, especially in the case of GR. At such low
concentration (1% in mass), we should not expect, in principle, PEG
to have any direct or indirect effect on the intercalator binding, pro-
vided that this polymer is really a neutral one. In fact, volume exclu-
sion and water effects are, in practice, negligible at such low
concentration.?,?”

Finally, it is also shown in Figure 3 (blue triangles) and Figure 4
(blue triangles) the equivalent results for DNA-EtBr and DNA-GR
complexes, respectively, when adding a PEG concentration of 5% in
mass in the buffer solution. Observe now that the persistence length
of both complexes remain constant within the error bars, and the con-
tour lengths vary even less as compared to the situation when we had
1% of PEG in the buffer solution.

All these results were obtained by the following procedure. We
start the experiments with bare DNA molecules in the PBS buffer. The
first step is then to choose a particular bare DNA and stretch it a few
times (5 to 7 times) in order to determine the mean values of the per-
sistence and contour length by fitting the stretching curves to the
WLC model, as detailed in Refs. 12 and 13. Then, we change the
buffer solution in the sample, adding simultaneously the desired con-
centrations of both PEG and intercalator. After waiting the time nec-
essary for the system to equilibrate (~ 20 minutes),>'® we stretch
again the same DNA molecule, obtaining the new values of the
mechanical parameters which are presented in Figures 3 and 4.

We have also investigated the role of the order of addition of the
ligands and co-solute in the results. To perform this task, we have
repeated the same procedure used to obtain the results shown in Fig-
ures 3 and 4 for some DNA molecules under a few intercalator con-
centrations, but now adding firstly the intercalator and then PEG at
1% in mass in the sample. The purpose of such measurements was to
investigate the effects of PEG on previously intercalated DNA. We
have measured the mechanical properties of the DNA-intercalator
complexes in this intermediate step before adding PEG, finding the
same behavior suggested in Figures 3 and 4. For low concentrations,
in fact, we found an increase of both persistence and contour lengths
after adding the intercalator, and then a decrease of these parameters
after adding PEG. For Cggp, = 1.2 uM, for example, the persistence
length of one of the complexes tested has increased from the bare
DNA value (49 nm) to 65.3 nm when adding EtBr, and then decreased
to 55 nm after adding PEG (maintaining the EtBr concentration in
the buffer). For the same DNA molecule, the contour length has
increased from 16.4 um to 18.5 um when adding EtBr, and then has
decreased to 16.2 pum after the addition of PEG. For another DNA
molecule tested and Cgp, = 2.4 uM the qualitative behavior is exactly
the same: the persistence length has increased from 50.3 nm to
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70.6 nm after adding EtBr, and then has decreased to 49.6 nm after
adding PEG (at 1% in mass). The contour length of this molecule has
increased from 16.8 pm to 18.9 um when adding EtBr, and then has
decreased to 16.9 um after the addition of PEG. These results strongly
suggest that the order of mixing of the two compounds (intercalator
and PEG) does not change the general behavior of the mechanical
properties shown in Figures 3 and 4.

The results synthesized in Figures 3 and 4, together with the dis-
cussion exposed in the above paragraph, can be readily explained on
the basis of a significant interaction between PEG and the two inter-
calators. In fact, the physicochemical changes introduced by PEG in
the DNA solution (macromolecular crowding and lowered water
activity compared to diluted solutions) are not relevant for the PEG
concentrations used in this work (<5%),%,*” and on the other hand,
PEG notoriously enhances the solubility of hydrophobic amino-
acids.?” These results, taken together, leave no room to exclude the
interaction between high molecular weight PEG and intercalator as
the origin of the results observed in the stretching experiments. In
order to clarify this issue we have performed microcalorimetry
experiments to verify the PEG-EtBr and DNA-EtBr interactions as
well as to determine the relative competition between DNA and PEG
for the EtBr molecules under our experimental conditions. Since GR
is composed basically by two EtBr molecules,” it is expected that it
interacts with PEG as well.

Figure 5 shows the apparent enthalpy of interaction AH,, _ i, for
the PEG-EtBr complexes formed in the absence (squares) and in the
presence of DNA at 21.3 uM (circles). AH,, _ iy is plotted against the
total EtBr concentration in the microcalorimetric cell.

It was not possible to determine AH,, _ i, for DNA-EtBr interac-
tion because the heat measured was in the order of the microcalori-
metric noise (0.2 KgT/molecule). On the other hand, for the EtBr
concentration range studied here, the PEG-EtBr interaction was exo-
thermic, becoming less negative as the EtBr concentration increases,
due to a decrease in the number of free PEG interaction sites. AH,, _
int for the PEG-EtBr complex formation process (without DNA pres-
ence) changes from —40 kJ/mol (—0.08 KgT/monomer in average) at
low EtBr concentrations to —28 kJ/mol (—0.05 KzT/monomer in
average) for higher EtBr concentrations, suggesting that molecular
dispersive interactions (and not only hydrophobic interactions) are
the driving power for PEG-EtBr interaction.

In order to determine quantitatively the competition between DNA
and PEG for EtBr molecules, AH,;, _ i, for the PEG-EtBr interaction
was also determined in the presence of DNA at 21.3 uM and compared
with the result obtained in the absence of the biopolymer (see Figure
5). The idea is that the addition of EtBr molecules in the DNA/PEG
mixture will make less intercalator molecules disposable to interact
with PEG because some of them will intercalate in the DNA molecules.
As the heat released in the DNA-EtBr binding at the concentrations
used in the experiment is negligible (AH,, _ ijne = 0) we can propose
that the ratio f= AH,, _ i, (DNA presence)/AH,, _ i, (DNA absence)
express the fraction of EtBr molecules that remains interacting with
PEG when DNA is present. Independent of the EtBr concentration, we
found that f ~ 0.16, which shows that around 84% of the EtBr mole-
cules which were interacting with PEG in DNA absence are released to
bind DNA when this biopolymer is present in solution.

In addition, the fraction f=AH,, _ i, (DNA presence)/AH,, _
int(DNA absence) can be directly compared to the optical tweezers
data, since the ratio between the saturation values of the normalized
contour length should give the same fraction. In fact, at saturation
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FIGURE 5 Apparent enthalpy of interaction AH,, _ i, for the

PEG-EtBr complexes formed in the absence (squares, vertical axis at
right position) and in the presence of DNA at 21.3 uM (circles, ver-
tical axis at left position). The ratio f= AH,, _ j,(DNA presence)/
AH,, _ in(DNA absence) express the fraction of EtBr molecules that
remains interacting with PEG when DNA is present. Independent
of the EtBr concentration, we found that f ~ 0.16, which shows
that around 84% of EtBr molecules which were initially interacting
with PEG in DNA absence are released to intercalate into DNA
when the biopolymer is present in the solution.

EtBr increases the contour length of A-DNA by 39% for our experi-
mental conditions.” When PEG 1% is present, however, the data of
Figure 3 shows that such increase is only ~ 20% at saturation. There-
fore, at saturation we have [L/Ly](PEG 1,0%)/[L/Ly](PEG 0.0%) ~
1.20/1.39 = 86%, which means that ~ 14% of the EtBr molecules pre-
viously bound to DNA are released to bind PEG when this polymer is
added at a concentration of 1% in mass in the solution. Such estima-
tion is in excellent agreement with the result obtained from the micro-
calorimetry (f ~ 16%).

Finally, we wish to suggest the following physical picture for
the interaction of hydrophobic molecules such as the intercalators
used in this work and high molecular weight PEG: the entropy of
the monomers comprising the PEG coil is lower than the entropy
of the unconnected (free) monomers in solution and so, interac-
tions dominate the phase behavior of polymer solution.*® Thus,
notwithstanding ethylene-glycol oligomers have little or negligible
interaction with the intercalators, the same collection of mono-
mers now gathered together in a bigger polymer coil can interact
significantly. We can also reformulate what was said above taking
into account that the monomers volume fraction ¢ inside an iso-
lated polymer coil in a 0 solvent scales with the number of mono-
mers (N) as ¢ ~ 1 /N2

Therefore, although the average concentration of PEG monomers
in solution may be as low as 1%, the (local) monomers volume frac-
tion inside an isolate coil may be much higher than the global average
concentration due to chain connectivity. In our case, N= 181 and ¢
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is roughly one order of magnitude higher than the overall average
monomers concentration in solution. Furthermore, taking into
account the nondirectional and near-additive® behavior of dispersion
forces, a very weak attraction at the single monomer level may appear
much stronger at the polymer level and, to a certain extent, the small
hydrophobic ligands may remain “trapped inside the polymer coil”.
This hypothesis would fully explain our experimental results.

CONCLUSIONS

We have investigated the mechanical behavior of single bare
DNA molecules and single DNA-intercalator complexes in
PEG solutions. For bare DNA, it was found that PEG concen-
trations as high as 10% in mass just slightly change the basic
mechanical properties (persistence and contour lengths) meas-
ured in the low-force entropic regime. Such data reveals the
occurrence of weak (but measurable) depletion interactions
among the DNA segments induced by the flexible polymer,
whose behavior concerning the polyelectrolyte may be assumed
as “neutral”, since depletion interactions are essentially
entropic. On the other hand, as long as the DNA-intercalator
binding equilibrium is concerned, we have found both by opti-
cal tweezers and microcalorimetry experiments that high
molecular weight PEG 8000 significantly interacts with EtBr
even at concentrations as low as 1% in mass and, therefore, its
usage as a “neutral osmolyte” to modulate DNA-intercalators
binding through the activity of solution components must be
done with caution.
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