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RESUMO

ANDRADE, Ulisses Moreira Silveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Micromanipulacao de particulas superparamagnéticas utilizando feixes de Bessel e Es-
tudo das interacoes DNA-Liquidos Ionicos. Orientador: Mércio Santos Rocha.

Este trabalho esta dividido em duas partes. Na primeira, propomos uma pinga optica que utiliza
um feixe de Bessel e € capaz de capturar de forma estdvel microesferas superparamagnéticas.
A constante de forca € praticamente independente do raio do feixe de Bessel e da altura da
microesfera (distincia medida em relagdo a laminula), indicando que as microesferas podem
ser capturadas com alta precisdo dentro de uma ampla faixa de valores desses parametros. Por
outro lado, a constante de for¢a exibe o aumento linear esperado com a poténcia do laser, apesar
do coeficiente de absorcdo das esferas superparamagnéticas ndo ser desprezivel. Um modelo
de optica geométrica que considera a aberragcdo esférica e a absorcao de luz pelas microesfe-
ras foi utilizado para prever a constante de forca, apresentando excelente concordancia com
os dados experimentais. Os resultados aqui apresentados avangam no campo da manipulagdo
de aprisionamento 6ptico de particulas magnéticas absorventes, e aplicagdes futuras envolvem,
por exemplo, o projeto de novas pingas hibridas optomagnéticas. Na segunda parte, realiza-
mos uma caracterizacao robusta das interacdes moleculares entre a molécula de DNA e dois
liquidos i6nicos a base de imidazolio (LIs): cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio ([bmim]Cl) e
1-octil-3- cloreto de metilimidazdlio ([omim]Cl), usando abordagens de molécula tnica (pingas
Opticas e magnéticas) e técnicas de multiplas moléculas (calorimetria isotérmica de titulagdo e
condutometria). As pingas Opticas e magnéticas permitiram obter as alteragdes nas proprieda-
des mecanicas dos complexos de DNA formados com os dois LIs, bem como os parametros
fisico-quimicos (de ligacdo) relevantes da interagdo. Apesar da fraca interacdo medida entre o
DNA e os LlIs, identificamos uma transicdo no regime de elasticidade do polimero dos comple-
xos formados, o que resulta em uma compactagdo relevante do DNA para altas concentragdes
dos liquidos i6nicos. Além disso, a calorimetria de titulagdo isotérmica e a condutometria com-
plementaram os estudos de moléculas tnicas, fornecendo uma caracterizacdo termodinamica
completa das interacdes e permitindo a identificacdo das forcas motrizes mais relevantes em
varias faixas de concentracdo dos LIs. Com base nos resultados obtidos com todas as técnicas
empregadas, propomos um modelo para os esquemas de ligacdo envolvendo DNA e [bmim]Cl

e [omim]Cl.

Palavras-chave: Pinga 6ptica hologréfica. Pinca magnética. moléculas tinicas. DNA.



ABSTRACT

ANDRADE, Ulisses Moreira Silveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2022.
Micromanipulation of superparamagnetic particles using Bessel beams and Study of the
DNA-Ionic Liquid interactions. Adviser: Marcio Santos Rocha.

This work is divided into two parts. In the first we propose a Bessel beam optical tweezers
setup capable to stably trap superparamagnetic beads. The trap stiffness measured is practi-
cally independent on the radius of the Bessel beam and on the bead height (distance from the
coverlip of the sample chamber), indicating that the beads can be trapped with high accuracy
within a wide range of such parameters. On the other hand, the trap stiffness exhibits the ex-
pected linear increase with the laser power, despite the nonnegligible absorption coefficient of
the superparamagnetic beads. A geometrical optics model that considers spherical aberration
and light absorption by the beads was used to predict the trap stiffness, presenting an excel-
lent agreement with the experimental data. The results presented here advance in the field of
optical trapping manipulation of absorbing magnetic particles, and future applications involve,
for example, the design of new hybrid optomagnetic tweezers. In the second part, we perfor-
med a robust characterization of the molecular interactions between the DNA molecule and two
imidazolium-based ionic liquids (ILs): 1-Butyl-3-methylimidazolium chloride ([bmim]Cl) and
1-Octyl-3-methylimidazolium chloride ([omim]Cl), using single molecule approaches (optical
and magnetic tweezers) and bulk techniques (isothermal titration calorimetry and conducti-
vity measurements). Optical and magnetic tweezers allowed us to obtain the changes on the
mechanical properties of the DNA complexes formed with both ILs, as well as the relevant
physicochemical (binding) parameters of the interaction. Despite the weak binding measured
between DNA and the two ILs, we identify a transition on the regime of polymer elasticity of
the complexes formed, which results in a relevant DNA compaction for high IL concentrations.
In addition, isothermal titration calorimetry and conductivity complemented the single mole-
cule investigation, giving a complete thermodynamic characterization of the interactions and
allowing the identification of the most relevant driving forces at various different concentration
ranges of the ILs. Based on the results obtained with all the employed techniques, we propose

a model for the binding schemes involving DNA and both [bmim]CI and [omim]Cl.

Keywords: Holographic optical tweezers. Magnetic tweezers. Single molecule. DNA.
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Capitulo 1

Introducao

O fendmeno de aprisionamento de particulas microscopicas utilizando um feixe de luz foi
observado no ano de 1969 por Arthur Ashkin e colaboradores [1]. Em trabalhos posteriores,
particularmente no ano de 1986, eles observaram que um feixe de luz fortemente focalizado
era capaz de aprisionar particulas dielétricas micrométricas [2]. Desde entdo a técnica que
ficou conhecida como pinga Optica tem sido utilizada em diversas areas [3], tais como biologia,
fisico-quimica, fisica da matéria mole, etc. Com a técnica é possivel manipular objetos da
ordem de dezenas de nandmetros até centenas de micrémetros, aplicando forcas da ordem de
fentonewtons até centenas de piconewtons.

Estudos posteriores mostraram que € possivel obter pingas Opticas multiplas a partir de um
unico feixe, para isso € preciso modificar a frente de onda da luz [4]. Tal modificacdo pode
ser realizada, por exemplo, através de hologramas gerados por computadores, conhecidos como
CGH (Computer Generated Hologram). A técnica que utiliza esses hologramas é conhecida
como pinca Optica holografica, HOT (Holographic optical tweezers) [S]. Esses hologramas
sdo projetados num visor de cristal liquido, conhecido como modulador espacial de luz, SLM
(Spatial light modulator), que € um dispositivo composto por camadas de cristal liquido. A
orientacdo das moléculas do cristal em cada camada, pode ser modificada quando um holograma
¢ nele projetado. Uma luz refletida por um SLM tem a sua fase modificada, sendo possivel:
obter feixes multiplos a partir de um tnico feixe, mudar o padrao do feixe, introduzir momento
angular, dentre outras aplicacoes.

Trabalhos recentes tém aprofundado o estudo do pingamento de novos materiais tais como
particulas superparamagnéticas [6] e isolantes topoldgicos [7]. Novos efeitos t€ém sido observa-
dos, demonstrando ser uma drea de enorme potencial para novos estudos e novas aplicacoes.

Outra técnica utilizada no estudo de moléculas tnicas € conhecida como pinca magné-
tica [8]. Assim como na pinca 6ptica, obtemos for¢cas da ordem de femtonewtons até centenas
de piconewtons. Além disso, podemos exercer torques sobre as moléculas de DNA, estudar di-
namica das interagdes da molécula de DNA com ligantes e realizar experimentos aplicando uma
forca constante. Uma das vantagens da pinga magnética em relacao a pinca dptica é que sua im-
plementacdo € mais barata, pois ndo € necessario um laser, que em geral, € um equipamento de
custo elevado. Outra vantagem de se utilizar a pinga magnética, por exemplo, em experimentos
com amostras bioldgicas, € que estamos livres do aquecimento do laser, o que exclui a possibi-
lidade de degradacdo das amostras devido a radiacdo. O principio de funcionamento da pinga
magnética se baseia na interagdo magnética entre as microesferas paramagnéticas, utilizadas
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nos experimentos, € um gradiente de campo magnético criado por um conjunto de imas.

Na primeira parte deste trabalho apresentaremos nossos resultados obtidos utilizando uma
pinga 6ptica hologréfica, que foi implementada por nds em nosso laboratério. Neste estudo,
mostramos que € possivel manipular microesferas superparamagnéticas utilizando um feixe de
Bessel. Estudamos como a constante de forca da pinga varia em funcdo de trés parametros:
altura do pincamento, poténcia do laser no foco e raio do feixe de Bessel.

Na segunda parte deste trabalho, aplicamos as técnicas de pinga dptica e magnética para ca-
racterizar a interacao da molécula de DNA com dois liquidos idnicos a base de imidazdlio: clo-
reto de 1-butil-3-metilimidazélio ([bmim]Cl) e cloreto de 1-octil-3-metilimidazoélio (Jomim]Cl).
A técnica de pinca magnética também foi implementada por nds durante este trabalho. Realiza-
mos também medidas com técnicas de andlises de multiplas moléculas (calorimetria isotérmica
de titulacdo e de condutometria), a fim de complementar os resultados obtidos com as técnicas
de moléculas tnicas. Isso nos permitiu caracterizar a termodinamica das interagdes, identifi-
cando as for¢cas motrizes mais relevantes na interagao.

Em resumo, no Capitulo 2, apresentamos todas as técnicas experimentais utilizadas nesta
trabalho, onde discutimos resumidamente a teoria que fundamenta cada uma delas.

No Capitulo 3, discutimos a importancia da molécula de DNA, apresentamos sua estrutura
e as formas possiveis de se encontrar a molécula.

No Capitulo 4, tratamos dos modelos de polimeros utilizados na andlise dos experimentos
com a molécula de DNA. Mostramos a ideia basica de cada modelo, assim como as principais
equacdes relacionadas a cada um deles.

No Capitulo 5, apresentamos alguns aspectos sobre a estrutura e as propriedades dos liqui-
dos i0nicos.

No Capitulo 6, discutimos toda a metodologia empregada e apresentamos os resultados
obtidos utilizando a pinga Optica holografica.

No Capitulo 7, apresentamos a metodologia empregada e os resultados do trabalho da inte-
racdo do DNA com os liquidos i6nicos.

Finalmente, no Capitulo 8, apresentaremos as conclusdes finais e perspectivas do nosso
trabalho.
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Capitulo 2

Técnicas experimentais

Neste capitulo trataremos das técnicas experimentais utilizadas em nossos experimentos. As
medidas relacionadas as técnicas de pinca dptica, pinca magnética e espectroscopia de absor¢cao
foram realizadas por nés, no Laboratério de Fisica Biologica (LFB), sediado no Departamento
de Fisica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). As medidas de calorimetria isotérmica de
titulacdo e condutometria foram realizadas em parceria com o Grupo de Quimica Verde Coloidal
e Macromolecular (QUIVECOM), do Departamento de Quimica da UFV.

2.1 Pinga optica

Em 1873, o fisico James Clerck Maxwell, em sua teoria sobre o eletromagnetismo, previu
que uma onda luminosa intensa era capaz de exercer forcas sobre objetos, tal for¢ca € denomi-
nada pressdo de radiacao e sua magnitude depende principalmente da poténcia da luz que incide
sobre o objeto. Para se ter uma ideia, para ondas eletromagnéticas com poténcia na ordem de
miliwatts, mW, a forca observada € da ordem de dezenas de piconewtons, pN. Como a magni-
tude da forca é muito pequena seus efeitos sdo dificeis de serem observados. Somente apds a
descoberta do laser, em 1960, criou-se a possibilidade de manipular objetos microscopios com
a luz.

Em 1969, Ashkin e colaboradores [1] realizaram um experimento no qual mediram a veloci-
dade de microesferas dielétricas, em um meio aquoso, sob a acdo de um feixe de luz levemente
focalizado. As velocidades medidas eram préximas das estimadas teoricamente. Nestes ex-
perimentos observaram também que as microesferas se deslocavam para a regido do feixe que
apresentava maior intensidade. Em experimentos posteriores Ashkin e colaboradores demons-
traram que microesferas dielétricas poderiam ser aprisionadas em um unico feixe de luz for-
temente focalizado [2], tal fendmeno deu origem ao que conhecemos hoje como pinga dptica.
Devido a esses estudos, Ashkin foi agraciado com metade do prémio nobel de fisica de 2018. A
outra metade foi dividida entre Gérard Mourou e Donna Strickland pela geracdo de pulsos laser
ultra-curtos de alta intensidade. Desde entdo a técnica vem sendo aplicada em vérios campos
da fisica [3], biologia [9, 10], nanotecnologia [11], etc.

Em geral, a teoria de pingas 6pticas € explicada em dois regimes distintos: o regime Ray-
leigh e o regime da Optica geométrica [12]. No primeiro, o raio das particulas (a) € muito menor
que o comprimento de onda da luz (\) e as particulas sao consideradas como um dipolo indu-
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zido num campo elétrico aproximadamente uniforme. No regime da dptica geométrica, o raio
da particula é muito maior que o comprimento da luz incidente (A << a) e o pincamento &
explicado pela competicao entre duas forcas dpticas, a forca de gradiente e a pressao de radia-
cdo. Trataremos aqui apenas do regime da Optica geométrica, onde o raio das microesferas (a)
¢ muito maior que o comprimento de onda da luz incidente ().

Qualitativamente o pincamento pode ser entendido analisando os raios A e B que incidem
sobre uma microesfera, como pode ser visto na Figura 2.1(a). Devido a reflexdo, os raios refle-
tidos A’ e B’ exercem uma forca FA/ e F 3 sobre a microesfera, respectivamente. Observe que
a forca resultante, F, aponta na direcao de propagac¢do do feixe incidente, e é conhecida como
pressdo de radiacdo. A refracdo dos raios A e B d4 origem as forgas Fie Fg, respectivamente.
A forga resultante, ﬁg, conhecida como forca de gradiente, aponta para a posicdo focal, isto
¢, regido de maior intensidade. Os raios A e B possuem a mesma intensidade pois estdo em
posicdes simétricas em relagdo ao eixo optico. Na Figura 2.1(b) € mostrado a dire¢do da forca
de gradiente para o caso em que o centro da microesfera se encontra abaixo do foco do laser. As
forcas discutidas anteriormente t€ém origem no fato de que a luz, ao sofrer reflexdo ou refragdo,
tem seu momento linear alterado, e como o momento linear total do sistema luz-microesfera se
conserva, surge uma forca na microesfera.

= Ponto focal
= Centro da microesfera

Figura 2.1: Figura ilustrativa mostrando o efeito da reflexdo e refracdo dos feixes na microesfera. Em
(a) o centro da microesfera se encontra acima do foco do feixe. A reflexdo dos feixes A’ e B’, d4 origem
a forca conhecida como pressao de radiagao, F.,ea refracdo do feixes A e B d4 origem a forca de
gradiente ﬁg. Em (b) o centro da microesfera se encontra abaixo do ponto focal, e é mostrada apenas a
direcdo da forca de gradiente, ﬁg.

Jana Figura 2.2, o centro da microesfera se encontra deslocado do eixo ptico e 0s raios nao
possuem a mesma intensidade, pois assumimos que o laser possui perfil gaussiano. O médulo da
forca F'4 serd maior do que o da forca F'g, entdo a for¢a resultante deslocard a microesfera para
a regido do foco do feixe. Em resumo, o pincamento 6ptico € alcancado devido a competi¢do
entre a forca de gradiente, que tem origem na refracdo dos raios, e a pressao de radiacdo, oriunda
da reflexdo dos mesmos.
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* Ponto focal
+ Centro da microesfera

OBJETIVA

Figura 2.2: Figura ilustrativa mostrando o efeito dos feixes refratados na microesfera que esta situada a
direita e abaixo do ponto focal. Observe que, neste caso, o feixe possui perfil gaussiano.

Usamos o modelo de dptica geométrica para prever o comportamento da forca Optica e,
consequentemente, da constante de for¢a, como funciao dos parametros de interesse, tais como:
poténcia e perfil de intensidade do feixe, raio das microesferas, altura do pincamento 6ptico e
coeficiente de absor¢do das particulas. Esse tratamento estd muito bem discutido na literatura e
apresentaremos aqui 0s passos mais importantes para se chegar ao resultado final.

O célculo € baseado no modelo original de Ashkin para o forca radiativa em particulas es-
féricas [12], generalizado para incluir aberracdo esférica [13] e absorcdo de luz pelas particulas
(considerado através do coeficiente de absor¢ao das particulas, ) [14]. Nesses trabalhos a forga,
no regime de Optica geométrica, foi calculada usando um laser com perfil gaussiano. Em parte
deste trabalho utilizamos um feixe de Bessel e no Capitulo 6, apresentaremos o resultado da
teoria adaptada para as caracteristicas desse feixe.

A Figura 2.3 ilustra um raio de luz interagindo com uma microesfera, com coeficiente de
absorc¢do €. Observe que além da reflexao e refracdo que ocorre na interface meio-microesfera, o
raio de luz sofre multiplas reflexdes no interior da microesfera e multiplas refracdes na interface
microesfera-meio. Além disso, o raio sofre uma atenuacao ao se propagar no interior da mesma.
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Figura 2.3: Desenho esquematico da interacdo do laser com a microesfera com coeficiente de absor¢do
ndo desprezivel. Consideramos as multiplas reflexdes e refragées do feixe e também a absorcao do laser
pela microesfera. Aqui « é o angulo de incidéncia, 8 € o angulo de refragdo, a € o raio da microesfera,
€ € o coeficiente de absorcdo da microesfera, R € a refletividade e T' é a transmissividade da interface
microesfera-meio. Figura adaptada da referéncia [14].

O elemento diferencial da forca exercida por um tnico raio € dada por [12]
dﬁ::%?MMgﬁg—%uﬁijP, @.1)

onde n,, € o indice de refracdo do meio, c € a velocidade da luz no vacuo, y/, 2 sdo os vetores
unitdrios definidos na Figura 2.3 e d P corresponde ao elemento diferencial de poténcia do raio.
dF,s, é o elemento diferencial de forga associado a forca de espalhamento (dF.,, = Re(Q:)) e
dF, é o elemento diferencial de forca devido a forca de gradiente (dF, = Im(Q;)). O termo
@ € dado por

exp[2i(a — B)]

=1+ Rexp(2ic) — T
@ + Reap(Zia) exp(2aecosf) + Rexp(—2ia)’

(2.2)

onde R e T sdo o coeficiente de reflexdo e transmissao na interface meio-microesfera, respec-
tivamente, « e 3 sdo os angulos de incidéncia e refracdo do raio na superficie da microesfera,
respectivamente e a € o raio das microesferas. As expressoes para R e 1" sdo calculadas tomando
médias sobre as duas polarizagdes do laser, TE e TM, e sdo dados por

_ I[sen(a=B)]" , 1Ttgla = B)]°
Red =3\ alnas) 23
T(o,B) =1— R(a,p). (2.4)

O elemento diferencial de poténcia (dP) deve ser escrito considerando o perfil de inten-
sidade (/) do feixe incidente na objetiva. Utilizando coordenadas polares (p, ¢) no plano da
entrada da objetiva e considerando a condicdo seno de Abbe (p = fsin#), onde f 4 a distancia
focal da objetiva e 6 € angulo do raio em relagcdo ao eixo 6ptico, temos [13]

dP = I f*senfcosfdfdp. (2.5)



18

Para calcular a for¢a resultante exercida sobre a microesfera pelo feixe focalizado, substi-
tuimos a Equacdo 2.5 na Equacdo 2.1 e somamos as contribui¢cdes individuais de cada raio

. 2 0o .
o / / iF, (2.6)
0 0

onde 6y € o valor maximo de 6, ou seja, o angulo que define o cone do feixe focalizado, que
depende da abertura numérica da objetiva (NA). Essa integral € calculada considerando efeitos
de aberracdo esférica [13].

Vale ressaltar que o modelo de 6ptica geométrica ndo tem parametros ajustaveis. Todos os
parametros de entrada necessdrios para calcular as forgas dpticas e, consequentemente, a cons-
tante de forca, sao medidos em laboratérios considerando a configuragdo de cada montagem
experimental. Tais parametros sdo: perfil de intensidade do feixe, poténcia do laser na entrada
da objetiva, altura do pingamento da microesfera, transmitincia da objetiva, indices de refracdo
do meio e da microesfera e o coeficiente de absor¢ao da microesfera. Todos os detalhes técnicos
adicionais sobre esse modelo de Optica geométrica e os calculos numéricos das forcas dpticas
podem ser encontrado em trabalhos anteriores [13, 14].

Por exemplo, considerando uma microesfera dielétrica (¢ = 0) e um feixe com perfil gaus-
siano, o resultado final mostra que para pequenos deslocamentos da microesfera em relagdo ao
eixo optico, ela estard submetida a uma forga restauradora , de médulo F, = kAz, onde x
€ posi¢do transversal da microesfera em relacdo ao eixo optico e k € a constante de forca ou
rigidez da armadilha 6ptica e pode ser calculada por

OF,
= 2.
ke ( I )I , (2.7)

q

onde z., € a posi¢ao de equilibrio ao longo do eixo x.

Estudos posteriores mostraram que € possivel criar pincas duplas [15] e tridimensionais [16],
utilizando dois feixes de luz. A gama de aplicacdes da pinga Optica se tornou ainda maior com o
uso de técnicas de modelagem de feixes de luz, utilizando elementos dpticos difrativos (DOEs
- diffractive optical elements) [17].

Os DOEs (divisores de feixe, moduladores espacias de luz (SLM), lentes, redes de difracao,
etc) sdo fabricados para terem padrdes de microestrutura que alteram e controlam a fase (ou
intensidade) da luz refletida ou transmitida. Ao alterar as microestruturas, € possivel que um
DOE produza qualquer perfil de intensidade ou formato do feixe para atender aos requisitos de
aplicacdo. Por exemplo, tornou-se possivel a criacdo de ping¢as multiplas a partir de um tnico
feixe, a conversdo um feixe gaussiano em feixes de Bessel, Laguerre-Gauss, etc.

2.1.1 Pinca optica holografica

Um grande avang¢o no desenvolvimento das pincas Opticas hologrificas foi utilizar ho-
logramas gerados por computador (CGHs) que s@o enderecados a um display de cristal li-
quido [18-20]. O holograma pode ser implementado em uma fung¢do de transmissao, utilizando
uma modulagdo de fase ou de amplitude. A modulacdo de fase € feita variando o indice de
refracdo ou variando a espessura do meio onde € gravado o holograma, mantendo a transmissao
de amplitude homogénea. A modulacdo de amplitude consiste em variar o coeficiente de trans-
missdo ou reflexdo do meio. Em ambos os casos, a modificacdo na fase ou amplitude, pode ser
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feita através de uma fungdo bindria ou em escalas de cinza. Os dispositivos, conhecidos como
moduladores espaciais de luz (SLMs) sdo composto por camadas de cristal liquido e a orienta-
cao das moléculas do cristal € modificada quando um holograma € nele projetado. Existem dois
tipos de moduladores de luz: de reflexdo e de transmissdo. A principal diferenca entre eles €
que o feixe incidente de luz tem sua fase modificada ao ser refletida pelo SLM, no caso do de
reflexdo, e transmitida ao atravessar o dispositivo, no caso de transmissdo. A Figura 2.4 mostra
um esboc¢o de como € o funcionamento de um modulador espacial de luz. A técnica que utiliza
tais dispositivos ficou conhecida como pinga 6ptica holografica, HOT [21,22].

SLM

Feixe
refletido

Feixe
incidente

Figura 2.4: Esboco de como € o funcionamento de um modulador espacial de luz. Os hologramas
s@o gerados computacionalmente e sdo projetados num modulador espacial de luz. A luz refletido pelo
modulador tem a sua fase modificada.

A Figura 6.1 ilustra um exemplo da montagem experimental que utilizamos em nossos ex-
perimentos e na se¢do 6.2.1 discutiremos detalhadamente o funcionamento da pinga 6ptica ho-
lografica.

Neste trabalho nio estudamos os métodos de geracdo de hologramas, usamos fungdes pre-
definidas do software do modulador. Uma explicacdo detalhadas dos métodos de geracdo dos
hologramas pode ser encontradas na referéncias [23,24].

2.2 Pinca magnética

Os primeiros experimentos envolvendo manipulacdo de particulas magnéticas foram reali-
zados em 1950, por Hughes e Crick [25]. Eles permitiam que células fagositasssem particulas
magnéticas, que eram manipuladas com a aplicacdo de um campo magnético externo. Através
da andlise do movimento dessas particulas eles estudaram algumas propriedades eldsticas do
citoplasma celular. Posteriormente, em 1996, Strick, Bensimon e Croquette [26], estudaram
as propriedades eldsticas de uma molécula de DNA utilizando o mesmo principio. Nesse es-
tudo, a molécula de DNA possuia uma das suas extremidades presa a laminula e a outra, presa
a particula magnética. Um campo magnético externo foi usado para girar e puxar as particu-
las causando uma tor¢do e estiramento na molécula de DNA, respectivamente. Desde entdo
diversas melhorias vem sendo desenvolvidas e hoje, a técnica é bastante utilizada no estudo e
manipulagdo de moléculas tnicas.

A técnica se baseia na interagdo de particulas magnéticas com um campo magnético externo.
A Figura 2.5 mostra um esboco de trés montagens experimentais. Um conjunto de imas perma-
nentes posicionados sobre um porta-amostra gera um campo magnético numa regido onde ha
microesferas paramagnéticas grudadas a uma das extremidades de uma molécula de DNA, que
possui a outra extremidade presa a uma laminula. O campo induz um momento magnético (i)
nas microesferas que sofrerdo a¢do de uma forca F.
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A energia de uma particula paramagnética imersa em uma regido que possui um campo
magnético (B) é dada por
]_ - —
U= —5(B)-B, (2.8)
onde u(é) ¢ o momento de dipolo magnético. A forca magnética que atua sobre a particula
seré

— —

F=-VU= —%V(/j(ﬁ) . B). (2.9)

Observe que, se o campo magnético aplicado (é) for relativamente fraco, 0 momento de

dipolo magnético ( ﬁ(é)) € proporcional ao préprio campo. Dessa forma, a forca serd proporci-

onal ao gradiente de B2, ou seja, aponta na direcdo de maior intensidade do campo magnético.

A magnitude dessa forca pode ser controlada através da mudanca da posi¢do relativa entre os
imas e o porta-amostra.
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Figura 2.5: Ilustrac¢@o da interacdo entre a microesfera e o campo magnético. Em (a) e (b) o momento
de dipolo (/i) se orienta na direcdo horizontal e a forga aponta na direcdo vertical. (c) O momento de
dipolo (/i) se orienta na dire¢d@o vertical e a for¢a aponta na mesma direcdo. Observe que a forga sempre
aponta na direcdo do gradiente do campo magnético. Figura adaptada da referéncia [27].

Podemos considerar que a microesfera e, consequentemente, o DNA estdo sujeitos a uma
forca constante pois a escala de comprimento do movimento da microesfera (normalmente mi-
crometros) € pequena quando comparada com a escala de comprimento das variagdes do campo
magnético (é), tipicamente de milimetros. Em nossos experimentos garantimos que a forca
atua na direcdo vertical, neste caso, ao longo do eixo z.

Devido ao movimento browniano, a microesfera sofre um deslocamento (dx) em torno da
posicdo de equilibrio e assim estard sujeita a uma forga restauradora, F, = k,,,,0x, como ilustra
a Figura 2.6.
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Figura 2.6: Ilustragdo do deslocamento da microesfera em torno da sua posicdo de equilibrio.

A microesfera estard sujeita a um potencial harmonico, caracterizado por uma constante de
forca (k) do mesmo modo que uma microesfera capturada em uma pinga 6ptica. De acordo
com a Figura 2.6 podemos escrever

) F,
tgo = —— == (2.10)
zpya P
e utilizando o teorema da equiparticao da energia
1 1
§k’pm<5$2> = §]€BT,
obtemos
kT
F=-— 2.11

onde kg € a constante de Boltzmann, 7" é a temperatura absoluta, zpy 4 € a extensao da molécula
de DNA, (0x?) é a variancia das flutuagdes da microesfera transversais a dire¢do do estiramento
da molécula de DNA. Dessa forma, medindo a extensdo do DNA e calculando a variancia da
posicdo da microesfera em ao longo do eixo x, encontramos a forca aplicada.

Conforme mostra a Figura 2.5, existem vdrias configura¢des possiveis para uma pinga mag-
nética. Se giramos o ima, conforme a Figura 2.5(b), podemos aplicar um torque na molé-
cula [26]. A montagem mostrada na Figura 2.5(c), também permite a aplicacdo de torque [28].
Existem indmeras montagens experimentais possiveis para a pinga magnética, outros exemplos
podem ser encontradas nas referéncias [27,29].

2.3 Calorimetria isotérmica de titulacao

Calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) € uma técnica termodinamica usada para medir
variagdo de energia que € absorvida ou liberada durante algum processo fisico-quimico. Ela
permite detectar fluxos de energia da ordem de nJ. Do ponto de vista histdrico, a calorime-
tria forneceu a primeira informacao sobre a caracteristica da transferéncia de energia nesses
processos.
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Um calorimetro de titulacdo isotérmica é composto por duas células idénticas (célula da
amostra e célula de referéncia), uma seringa equipada com um agitador, um motor elétrico, que
gira continuamente todo o sistema de inje¢do para garantir a homogeneidade da mistura, € um
sistema de termopilhas, responsavel por detectar fluxo de calor. A Figura 2.7 ilustra o esboco
simplificado de um calorimetro.

Seringa

referéncia da amostra

Figura 2.7: Esboco simplificado de um calorimetro.

Para entender uma medida tipica de calorimetria isotérmica de titulagcdo, vamos considerar
um experimento no qual estamos interessados na reacdo entre um surfactante e um polimero.
Colocamos nas células, referéncia e amostra, um certo volume de solucao polimérica. Na célula
de amostra sao feitas adi¢des consecutivas de surfactantes, todas controladas por software e com
mesmo intervalo de tempo. Ao adicionar o surfactante ocorre um fluxo de energia, na forma
de calor (g), diferente da célula de amostra em relacdo a de referéncia. Esse fluxo de energia
¢ transformado em poténcia, um grafico tipico pode ser visto na Figura 7.18(a). Os valores
da energia liberada ou absorvida sdo obtidos por integracdes dos picos que ocorrem a partir
da linha base. Com isso, obtemos um gréfico da varia¢do de entalpia (AH = ¢) em fungio
da concentracdo do surfactante, como pode ser visto na Figura 7.18(b). A forma da curva de
titulacdo oferece informagdes tteis sobre os tipos de interagdes que ocorrem entre o surfactante
e o polimero.

2.4 Condutometria

A condutometria ¢ um método de andlise que se baseia na medida da condutividade elétrica
de uma solucdo idnica. A conducdo da eletricidade através das solugdes idnicas ocorre devido a
migra¢do de fons durante a aplicacdo de um campo elétrico externo. Espécies carregadas positi-
vamente se movem em dire¢do ao citodo e as carregadas negativamente sao atraidas pela anodo.
A condutancia da solucdo ((7) estd relacionada com a carga, a mobilidade e as concentragdes de
todos os fons presentes na solugdo idnica e depende de alguns fatores, tais como, temperatura
da solucdo e dimensao dos eletrodos utilizados na medida.

Para entendermos o conceito de condutancia recorreremos a lei de Ohm. Ela estabelece que
a corrente elétrica (¢), que flui através de um condutor, € diretamente proporcional a voltagem
aplicada (1) e inversamente proporcional a resisténcia (R) do condutor, i = V/R.

A resisténcia de um material ndo depende unicamente de suas propriedades intrinsecas,
mas também da quantidade e forma da amostra. Se o material possuir uma se¢do transversal
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uniforme de drea (A) e comprimento (1) , a resisténcia é dada por

o
= Pz»
onde p é uma propriedade intrinseca do material, a resistividade. A condutancia (G) € definida
como sendo o inverso da resisténcia e a grandeza inversa da resistividade € a condutividade
especifica (k) que € expressa em Siemens. m~!, no Sistema Internacional.

A técnica de condutometria € utilizada em vdrias aplicacdes como, por exemplo, verificar a
pureza de dgua destilada ou deionizada, determinar o teor em substancias iOnicas, determinar
a concentracdo de eletrdlitos de solugdes simples, etc. Focaremos aqui no método de titulagao
condutimétrica que registra a condutividade em funcao das concentracdes das espécies presentes
na solu¢do i0nica e que permite verificar se ocorre ou ndo, a formacao de agregados ou micelas.
A Figura 2.§]ilustra um exemplo simples de um condutivimetro, aparelho onde sdo realizadas
as medidas de condutometria. Em geral, ele é composto por duas placas de platinas de area
(A) separadas por uma distancia (D) e um circuito de medida onde € registrado a resisténcia da
solucao.

R (2.12)

Circuito de
medida

Figura 2.8: Esboco simplificado de um condutivimetro.

Imaginemos o que ocorre no interior de uma solucao i6nica devido as forcas eletrostaticas e
agitacdo térmica. Alguns fons em solu¢do podem apresentar em sua volta mais contra-ions do
que se a distribuicao fosse aleatdria, esse fendmeno da origem a dois efeitos: eletroforético e de
relaxacdo. Ambos levam a uma diminui¢@o na condutividade elétrica da solucao.

O efeito eletroforético € o0 movimento de contra-ions de carga oposta que rodeiam os fons
centrais. Esses contra-ions tendem a se movimentar em sentido oposto ao fon central, reduzindo
assim o seu movimento. J4 no efeito de relaxacdo, o movimento do ion central é desacelerado
devido a presencga de cargas com sinal oposto que se encontram no caminho da particula em
movimento. Dessa forma, a formacdo de agregados ou micelas influencia diretamente na me-
dida da condutividade da solucdo. A concentracdo em que ocorre a formagdo dos agregados é
conhecida como concentracgdo critica de agregacdo (CAC), e quando hé a formacao de micelas,
temos a concentracao critica micelar (CMC). A Figura ilustra o comportamento tipico de
um gréifico de condutividade em func¢do da concentrag¢do, quando ocorre a formagao de agrega-
dos ou micelas. O ponto onde ocorre a mudanca na inclinacdo da reta nos fornece o valor da
CAC ou CMC.
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2.5 Espectroscopia de absorcao

A espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) é uma técnica
amplamente utilizada que mede a quantidade de luz absorvida pelo material em fun¢do do
comprimento de onda incidente. Quando a luz € absorvida por uma amostra, a energia do feixe
incidente diminui. Entdo podemos definir uma grandeza que relaciona a intensidade da luz
incidente () com a intensidade do feixe de luz que emerge do material (7). A Figura
ilustra essa situacgdo.

Figura 2.9: Ilustracdo da absor¢do de luz pelo material.

A absorbancia é definida como

Iy
T
que ¢ uma medida da capacidade intrinseca dos materiais em absorver radiacdes para determi-
nado comprimento de onda.

De acordo com a lei de Lambert-Beer, a absorbancia é diretamente proporcional a concentra-
¢ao de uma espécie absorvente (C'), ao caminho 6ptico do meio absorvente (d) e ao coeficiente
de absor¢do molar (),

A =log (2.13)

A=edC. (2.14)

Se, por exemplo, quisermos encontrar o coeficiente de absor¢cao molar para um determinado
comprimento de onda, precisamos realizar medidas da absorbancia em funcio da concentracio.
Como o valor de d € conhecido, o coeficiente de absor¢do molar pode ser obtido através do
coeficiente angular da reta ajustada aos pontos experimentais.



25

Capitulo 3

DNA

Em 1953, o bidlogo James Watson e o fisico Francis Crick anunciaram a descoberta da
estrutura da molécula de DNA [30]]. A proposta do modelo, conhecido como dupla hélice, lhes
rendeu o prémio Nobel de Medicina de 1962. Historicamente foi um passo muito importante
na ciéncia pois 0 DNA desempenha um papel fundamental na reproducio carregando toda a
informagdo genética do ser vivo. O nome dupla hélice vem do fato de que a molécula de DNA
pode ser comparada a uma escada torcida.

A molécula de DNA € composta por quatro nucleotideos diferentes, cada um deles é cons-
tituido por uma base nitrogenada (adenina, guanina, citosina ou timina), um actcar pentose do
tipo desoxirribose e um grupo fosfato. Os nucleotideos se ligam entre si formando uma cadeia
e duas cadeias se conectam através de ligacdes de hidrogénio, que ocorrem entre as bases ni-
trogenadas. A Figura [3.1(a) mostra a estrutura bésica do nucleotideo, a Figura [3.1(b) ilustra
como ¢ a ligacdo entre as bases nitrogenadas e a Figura [3.1c) contém o desenho esquemadtico
da dupla hélice de um DNA do tipo B.

/
\
/
N

Fosfato

Base nitrogenada ~
Ligagéo de

\\ Pentose / / mﬂmgjmo \
: /

Fosfato

N

Ligagéo
Nucleotideo fosfodiéster

(@) (b) (©)

Figura 3.1: (a) Estrutura de um nucleotideo do DNA, com um grupo fosfato, um agtcar do tipo pen-
tose (desoxirribose) e uma base nitrogenada. (b) Estrutura da molécula de DNA, mostrando a liga-
¢do de hidrogénio entre as bases nitrogenadas e a ligacdo fosfodiéster que ocorre entre o grupo fos-
fato e dois agucares de dois nucleotideos. (c) Estrutura tridimensional do DNA. Figura adaptada de
http://ead.hemocentro.fmrp.usp.br/joomla/index.php/publicacoes/folhetins/469-dna-o-sentido-da-vida.

Entender a estrutura do DNA € um tema central para a biotecnologia e a medicina em virtude
do fato de que ele ndo apenas fornece os planos bésicos para toda a vida, sendo também um
regulador fundamental de como os organismos vivos funcionam. Compreender a estrutura e
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a funcdo do DNA ajudou a revolucionar a investigacdo de doencas, a avaliar a suscetibilidade
genética de um individuo a doencas especificas, diagnosticar distirbios genéticos e formular
novos medicamentos. Também € fundamental para a identificacdo de patégenos.

O DNA em solucdo fisiologica pode se apresentar de trés formas: A, B e Z. A diferenca
entre as formas estd no passo e didmetro da hélice e no sentido de giro da hélice. A forma mais
comum ¢ a B-DNA (Figura [3.2]a)) que ¢ a utilizada em nossos experimentos, ela possui giro
a direita e foi a descrita por Watson e Crick. O A-DNA (Figura [3.2(b)) também possui giro a
direita, mas com uma estrutura helicoidal mais curta e compacta cujos pares de bases nao sao
perpendiculares ao eixo da hélice como no B-DNA. Por outro lado o Z-DNA (Figura [3.2|c))
possui giro a esquerda e seu esqueleto tem a forma de um zigue-zague. Cada conformacio
possui um ndmero de pares de base que compde uma volta completa da dupla hélice. Na forma
B-DNA sio 10 pares de base, na A-DNA sdo 11 e na Z-DNA, 12 pares de base.

S
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E o = = C =
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[&] 3 3 3
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n g S > S >
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Figura 3.2: Formas da molécula de DNA: (a) B-DNA, (b) A-DNA e (c¢) Z-DNA. Figura adaptada de:
https://www.ks.uiuc.edu/Training/CaseStudies/pdfs/dna.pdf

Neste trabalho trataremos dos aspectos mecanicos da molécula de DNA. A molécula de
DNA quando ¢ estirada, por exemplo, nos experimentos de pinga dptica, se comporta como
um polimero e existem alguns modelos que explicam esse comportamento. Discutiremos no
proximo capitulo modelos de polimeros que sdo usados para extrair propriedades mecanicas da
molécula de DNA.
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Capitulo 4

Polimeros

Neste capitulo abordaremos a fisica dos polimeros e discutiremos brevemente sobre trés
modelos: o da cadeia livremente articulada, o gaussiano e o Worm-like Chain. Apresentaremos
as caracteristicas principais de cada modelo, bem como as equagdes mais relevantes que os
caracterizam.

4.1 Classificacoes

Nesta sec@o seguimos o desenvolvimento feito por Iwao Teraoka [31]]. Polimeros sdo mate-
riais que apresentam em sua estrutura molecular unidades relativamente simples que se repetem
formando longas cadeias. Essas unidades que se repetem sdo conhecidas como mondmeros e
podem ser idénticos ou ndo. Se todos 0s mondmeros sdo idénticos, os polimeros sdo chamados
de homopolimeros. Se os polimeros apresentam dois ou mais tipos de mondmeros eles sdo clas-
sificados como copolimeros. O nimero de mondmeros (V) que compde o polimero é chamado
de grau de polimerizacao.

Os polimeros podem também ser classificados em fungdo do tipo de cadeira que apresentam.
Cadeias lineares sdo aquelas em que a cadeia polimérica € constituida apenas de uma cadeia
principal, como mostrado na Figura [4.1(a). Nas cadeias ramificadas observamos bifurcagdes
(ramos) a partir da cadeia principal do polimero , como pode ser visto na Figura[4.I(b). E nas
cadeias reticuladas (ou ligacdes cruzadas) os mondmeros formam ligagdes, e estas se cruzam
num emaranhado, como ilustra a Figura @c).

(a) (b) (c)

Figura 4.1: Exemplos dos tipos de cadeia de um polimero: (a) cadeia linear, (b) cadeia ramificada e (c)
cadeia reticulada.
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Polimeros em solucdo mudam sua forma constantemente devido as colisdes com as molécu-
las do meio. Uma dada configuracdo espacial instantanea do polimero € chamada de conforma-
cdo. A natureza do solvente e condi¢des externas como pressao, temperatura, ambiente 10nico,
campo eletromagnético, etc., podem ter um efeito profundo sobre essas conformacdes. A repre-
sentacao espacial da conformacdo dos polimeros pode ser feita no espago discreto ou continuo.
No espaco discreto os polimeros s@o representados em uma rede onde a posi¢cdo dos mondme-
ros € discretizada. J4 no espaco continuo, os mondmeros podem ocupar qualquer posicdo no
espaco. Por exemplo, o espaco discreto é amplamente utilizado em simula¢des computacionais,
pois o tempo de simulacio € bem inferior se comparado a representagdo no espaco continuo.

Ainda na parte de representacio espacial, a cadeia polimérica pode ser classificada como
ideal e real. Nas cadeias ideais, dois ou mais mondmeros podem ocupar 0 mesmo lugar no
espaco. Ja nas cadeias reais, os mondmeros ndo podem ocupar o mesmo lugar no espago,
condicdo que é conhecida como exclusdo de volume.

Observe que existem vérias classificacOes e abordagens diferentes para tratar a modelagem
de polimeros. A escolha de qual abordagem ird depender de varios fatores como, por exemplo,
tempo computacional e proximidade da situacdo real. Modelos mais simples, como cadeias
ideais no espago discreto, demandam menos tempo computacional, mas podem mascarar pro-
priedades importantes do sistema. Por outro lado, abordagens mais realistas como cadeias reais
no espago continuo estdo mais proximas da realidade, porém demandam muito tempo compu-
tacional.

4.2 Definicoes gerais

Comecaremos resumindo algumas defini¢des gerais que nos ajudardo a entender o desen-
volvimento dos modelos de polimeros [31].

Comprimento de contorno L € a distancia medida ao longo da cadeia polimérica, ou seja, €
a distancia de ponta a ponta quando o polimero se encontra numa conforma¢do completamente
retilinea. E expresso em unidades de comprimento.

Comprimento Kuhn (l;;) € uma medida de rigidez da cadeia. Pode ser descrito como sendo o
segmento mais curto ao longo do polimero acima do qual flutuagdes térmicas comecgam a dobrar
significativamente o polimero. De fato, em larga escala, um polimero pode ser descrito como
uma sequéncia de /V unidades estatisticamente independentes, cada unidade com comprimento
Ik, que € mostrado na Figura
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(a) (b)

Figura 4.2: Ilustra¢do de um polimero de cadeia ideal mostrando algumas grandezas fundamentais: em
(a) o vetor (r,) o comprimento Khun (I;), distancia ponta a ponta (R) e o vetor tangente (t;). E em (b),
o raio de giro R

Comprimento de persisténcia (A) é uma propriedade mecénica que permite caracterizar a
rigidez de um polimero. Quanto mais rigido for o polimero, maior serd o seu comprimento
de persisténcia e vice-versa. Pode ser interpretado como sendo uma medida do alcance de
perturbacdes locais na conformacio global da molécula, representando, de certa forma, uma
espécie de comprimento de correlacdo da cadeia polimérica. Nos casos em que o valor de A
for pequeno quando comparado ao valor do comprimento de contorno (A < L), uma pequena
perturbacao local causard um efeito de alcance limitado, afetando os mondmeros conseguintes
até uma certa distancia A, ou seja, partes proximas da perturbacdo se movimentam umas em
relacdo as outras. Ja no limite em que o valor de A for muito grande quando comparado ao
valor do comprimento de contorno (A > L), o efeito de qualquer perturbagéo local na posi¢cido
de qualquer mondmero serd sentido por todos os outros, que tenderdo a manter suas posi¢oes
relativas inalteradas. Neste caso, teremos uma molécula rigida. Para cadeias suficientemente
longas (L > A), os conceitos de comprimento de persisténcia e comprimento de Kuhn sdo
equivalentes entre si.

Distancia ponta a ponta quadrdtica média (R) é definida como sendo o valor quadratico
médio da distancia entre as extremidades de um polimero. Em solucdo, a cadeia polimérica
assume vdrias conformacdes devido a flutuagdes térmicas aleatérias do meio, entdo <§> =0,
assim a grandeza (ﬁ) ndo € ttil para expressar o tamanho da cadeia. Dessa forma, € necessario
realizar a média quadratica sobre esse valor que € definida como

o N N
(R =(R-R)= (> 7Y i), (4.1)
i=1 j=1
onde 7; corresponde a posicdo de cada mondmero.
Raio de giro (R,) é uma grandeza que nos fornece uma ideia do volume ocupado pelo
polimero. Pode ser imaginado como sendo o raio da esfera cujo volume € o mesmo ocupado
pelo polimero. E definido como

<R9> = % Z((Fz - ch)2>7 (42)
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onde 7; € o vetor posi¢do em um ponto qualquer do polimero e 7, € o vetor posi¢do que localiza
o centro de massa do polimero. Podemos escrever o vetor posi¢do do centro de massa como
sendo a média de todos os vetores posicdo dos mondmeros

1 N
Fom = ; 7. (4.3)

Substituindo a Equacdo §.3|na Equagio 4.2} teremos [32]]

Rj) = %ZZM —7)%). (4.4)

i=1 j=1

4.3 Cadeias ideais flexiveis

Nesta secdo trabalharemos com cadeias ideais, nas quais ndo existe interagdo entre mono-
meros na cadeia polimérica. Estes modelos sdo uma idealiza¢do e sdo ponto de partida para
varios modelos fisicos de polimeros.

4.3.1 Modelo da cadeia livremente articulada (CLA)

O modelo da cadeia livremente articulada (CLA) (do inglés Freely Jointed Chain (FJC)) é
um dos modelos mais bésicos para descrever as propriedades de polimeros ideais em equilibrio
termodindmico com o solvente. Utilizaremos o tratamento descrito na referéncia [32]. Supomos
que o polimero € constituido de NV segmentos Kuhn (de comprimento /) que sdo conectados por
juntas flexiveis e podem apontar em qualquer direcdo (dngulo 6 na Figura ), independente
dos outros segmentos, ou seja, ndo hd correlacdo, e também podem girar em torno do angulo ¢,
também definido na Figura[d.2] O comprimento de contorno para esse modelo é L = Nj.

Comecaremos calculando a distancia ponta a ponta quadratica média da cadeia livremente
articulada

DR

1 j=1

Mz

.
I

'MZ

@
Il
—_

2+2ZZ<F

i=1 j>i

N N
= N +2) > 1}{costyy), (4.5)

i=1 j>i

||Mz
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como o angulo entre 7; e 7; pode assumir qualquer valor no intervalo —m < ¢;; < m com igual
probabilidade , entdo (cosb;;) = 0. Entdo para uma cadeia livremente articulada teremos

(R*) = NI3. (4.6)

Para o célculo do raio de giro iremos fazer algumas consideragcdes. Para cadeias lineares, o
somatério da Equagdo {.4] pode ser substituido por integrais que serdo realizadas ao longo da
cadeia do polimero

N N
> = / du 4.7
i=1 0

N N
S / dv. 4.8)
2.7,

Substituindo as Equagdes 4.7 e 4.8 na Equacao .4} teremos

(R2) = e / / 7(v))) dudv, (4.9)

onde 7(u) é o vetor posi¢do da coordenada u do polimero. A distdncia quadratica média entre
duas coordenadas do polimero u e v pode ser calculada considerando cada cadeia com v — u
mondmeros como sendo uma mini cadeia ideal. Conforme vimos, a distancia ponta a ponta
quadrética média é dada pela Equagao [4.6]

((7(u) = 7(0))?) = (v — w)li. (4.10)

O raio de giro quadratico médio € calculado utilizando uma simples mudancga de varidveis
/ /
v =v—ueu = N — u, teremos

/ / u) 2 dudv
/ / v dv du
-5 / Td“
2o,

2 N3 NI
TONZ 3 6

~ro 2|ww 2| =

(4.11)

Neste modelo podemos relacionar o comprimento Kuhn com o comprimento de persisténcia
através da expressdo [, = 2A. Dessa forma o raio de giro para o modelo da cadeia livremente
articulada pode ser escrito como
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LA
?.

Como ndo existe correlacdo entre as orientacdes dos mondmeros, o modelo da cadeia livre-
mente articulada pode ser visto como um passeio aleatério em trés dimensoes [32]. Assim, a

funcao distribuicdo de probabilidade da distancia ponta a ponta, (R =4/ <§2>) obedece a uma

distribui¢do gaussiana
3\ 3R?
P(R) = — . 4.13
(R) (27er,%) crp ( 2Nl,3) “13)

Estenderemos nossa andlise para verificar como € a resposta eldstica de uma cadeia livre-
mente articulada quando se aplica uma forca f Consideraremos o regime eldstico e que a
forca externa € aplicada nas duas extremidades da cadeia e estd orientada ao longo do eixo z,
conforme mostra a Figura{4.3

(R2) = (4.12)

Figura 4.3: Cadeia ideal submetida a uma forca f

A funcdo de parti¢do do modelo da cadeia livremente articulada é dada por [32]]

N N
Zopa(T, f,N) = /exp(lj—lkT Zcos@) H senB;d0;do;
BE o i=1

N
_ [47rsenh(flk/kBT)} 4.14)
fle/ kT

A energia livre de Gibbs, pode ser calculada diretamente da func¢do particdo, G = —kgTinZ,

entao
Arsenh(fl/kgT)
G(T,f,N)=—NkgTl . 4.15
( ) f7 ) BL M |: flk;/kBT ( )

A distancia média ponta a ponta do polimero submetido a uma forca f ¢ dada por



33

oG
(R) = “af
B fl\  ksT
= Nl {cotgh <_kBT) T }
B fl\  ksT

A expressao entre colchetes na Equagao ¢ conhecida como funcdo de Langevin, £ =
[cotgh3 — 1/8).

Observe que analiticamente ndo € possivel isolar a forca em funcdo da distancia média ponta
a ponta (R). No se¢do trabalharemos com esse modelo na andlise dos nossos experimentos.

4.3.2 Modelo gaussiano

Assim como no modelo da cadeia livremente articulada, a cadeia também € composta por
N mondmeros e ndo ha correlagdo entre a direcdo de segmentos consecutivos. A principal
diferenca € que o tamanho do segmento ndo é mais fixo. Podemos considerd-lo como uma
variavel aleatdria gaussiana (c) [33]]. A funcdo de distribui¢do do comprimento do segmento €

dada por
3
3 \? 3|¢ 2
P(@) = - 4.1
@ = (50 ) (- %r ) @.17)
com (c?) = °.

Como a orientacdo dos segmentos também nao estd correlacionada, as expressdes para a
distancia ponta a ponta quadritica média e o raio de giro sdo idénticas as do modelo da cadeia
liviemente articulada, dado pelas Equagdo [4.6] e 4.11] respectivamente. Quando submetido a
uma forca, o modelo gaussiano é considerado como uma aproximacdo do modelo da cadeia
livremente articulada para baixas forcas. Isso equivale a dizer que R < L ou que, fl/kpT <
1, na Equacao[4.16] Nesse limite podemos escrever

_fbL
(F) ~ 3kpT’

Substituindo a Equagao e considerando que L = Nb e [, = b, podemos reescrever a
Equagdo como

(4.18)

kT

f= 2 (R). (4.19)

Note que a for¢a é diretamente proporcional a distdncia média ponta a ponta, ou seja, esse
modelo se comporta como uma mola simples, com constante eldstica dada por

kgT

l{::2<R§>.

(4.20)
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4.4 Cadeias ideais semi-flexiveis

Os modelos vistos nas secoes 4.3.1] e [4.3.2] ndo levam em conta na sua concepgio uma
propriedade importante, a rigidez do polimero. Mesmo apresentando uma baixa rigidez, é ne-
cessario a realizacdo de trabalho para dobrar o polimero. Trataremos nesta se¢ao de um modelo
que considera a energia de curvatura do polimero, conhecido como Worm-like Chain.

4.4.1 Modelo Worm-like chain

Uma maneira simples de contabilizar a rigidez de flexdo é fornecida pelo modelo discreto
de Kratky-Porod. Neste modelo um custo de energia estd associado a dobrar o mondmero, que
possui tamanho /. A energia de flexdo é dada por

N-—1
K ~ ~
Exp ==Yt (4.21)
k =1

onde « ¢ € rigidez flexural do segmento e t; é definido como t; = (7iyq — 75) /I
Diferentemente do modelo da cadeia livremente articulada, a correlagdo entre dois vetores
tangentes (7;) ndo € zero, podemos calculd-la através de

~ N i—ilin L
(i - 1y) = e (i), (422)

Definindo, o comprimento de persisténcia como

_
A=—rrs =t (4.23)

ksTlk

a Equacao{.22|pode ser reescrita como

(- 4,) = e a", (4.24)

O comprimento de persisténcia nos d4 uma ideia da rigidez do polimero. Quanto maior
o valor de A, mais rigido € o polimero (poucas dobras). Por outro lado, quanto menor for
o valor de A, mais flexivel é o polimero e mais dobras ele apresentard. Geometricamente, 0o
comprimento de persisténcia pode ser entendido como sendo o comprimento de correlagdo do
polimero, ou seja, € uma medida do alcance de perturbagdes locais na conformagao do polimero.

A fungdo de correlacdo permite calcular a distincia ponta a ponta quadratica média do
modelo Kratky-Porod. Considerando que (R?) = b3 #;, temos
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(4.25)

Este resultado € bastante instrutivo. Mostra que, para N — oo, <R2) o N, da mesma forma
que para polimeros flexiveis. Fisicamente, isso se deve ao fato de que a memoria induzida pela
flexdo decai exponencialmente, de modo que os vetores tangentes que estdo longe o suficiente
ao longo da cadeia comportam-se efetivamente como no modelo flexivel. Este resultado nao
€ uma caracteristica especifica do modelo Kratky-Porod, mas € vélido para qualquer modelo
de polimero com rigidez flexural. O que muda de caso para caso € a constante multiplicativa

Ky Ky
[Hc(kBle)}/p c(kBle)].

O modelo de Worm-like chain (WLC) € visto como sendo o limite continuo do modelo
discreto de Kratky-Porod, obtido considerando os limites b — 0 e N — o0, mantendo o
comprimento de contorno (L = NI;) constante. Introduzimos a coordenada de comprimento
de arco s. Assim, mudamos para a notacao F(s) para os vetores tangentes (Z;), como pode ser
visto na Figura[d.4] correspondendo ao valor s = ilj.

Figura 4.4: Cadeia ideal no espaco discreto e continuo.

2

Com essas consideragdes, a Equacdo pode ser reescrita como
ot
ds. (4.26)

1 L
Exp = = ad
Kr 2’”/0 0s

O comprimento de persisténcia pode ser obtido tomando o limite [, — 0 na Equacdo e
utilizando £(f) ~ 1 — 1/ para § — oo, encontramos

Ky
A= —-. 4.27
T (4.27)
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A Equagao [4.24] pode ser reescrita como

(t(ss) - t(sj)) = e a . (4.28)

A distancia ponta a ponta quadratica média e o raio de giro serdo dados pelas Equagio[4.29|
e respectivamente [32]]

(R?) = 2LI, [1 - %(1 - e‘i)] (4.29)

3
R, \/%AL—AQJFQAf{l—%(l—e‘ﬁ)]. (4.30)

A equagdo [4.26] ¢ usada para deduzir o comportamento da forca em funcdo da extensdo
do polimero a medida que ele é estirado. Essa andlise pode ser realizada numericamente ou
analiticamente usando aproximacodes apropriadas. Em 1995, Marko e Siggia [34] resolveram
o modelo analiticamente, obtendo uma expressao aproximada para o comportamento da forca,
aplicada ao longo do eixo z, em fungdo da extensdo (z) do polimero. Esse modelo é bastante
discutido na literatura, o desenvolvimento completo do modelo pode ser encontrado nas refe-
réncias [34-36] e seu resultado final é

:]““ZT %+ 1Z2—i. 4.31)
4(1-%)

Apesar da Equacgdo4.31]ser vélida para estiramentos arbitrarios, préximo e longe da confor-
macao de equilibrio, ainda € uma expressao aproximada. Perceba que a expressao diverge em
z = L. Na prdtica, seu limite de validade vai até cerca de z ~ 0,9L, uma vez que acima disto
a forca se torna muito alta, fora portanto do regime entrépico. Este modelo reproduz muito
bem os resultados experimentais obtidos quando se estira uma molécula de DNA no regime
entrépico, por isso, ¢ amplamente usado na andlise de experimentos de moléculas tnicas.
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Capitulo 5
Liquidos ionicos

A busca por tecnologias mais limpas e sustentdveis nas atividades industriais tem recebido
merecido destaque nas ultimas décadas. O desenvolvimento dessas tecnologias e de processos
alternativos, que reduzam a quantidade de residuos no final do processo, tem sido exaustiva-
mente estudados e essa nova abordagem tem recebido o nome de quimica verde, do inglés
"green chemistry".

Dentre os intimeros problemas relacionados a atividade quimica, podemos destacar o im-
pacto causado por residuos de solventes organicos convencionais, que sao amplamente utiliza-
dos nos processos industriais, tais como, na aplica¢do de pintura, verniz, adesivos, na extracao
de azeites, etc. Os solventes normalmente evaporam de forma muito rdpida, contribuindo sig-
nificativamente para a polui¢do atmosférica.

Nas dltimos décadas, muitos estudos tem sido realizados na busca de solventes alternati-
vos (solventes verdes), para substituir os convencionais, a fim de reduzir o impacto ambiental.
Como alternativa para o uso desses solventes convencionais, podemos destacar os liquidos i0-
nicos.

Os liquidos 10nicos, que foram descobertos em 1914 por Paul Warden [37], sdao essencial-
mente compostos de cdtions e anions. Como caracteristicas principais, podemos citar: viscosi-
dade muito baixa, baixa pressao de vapor, ndo inflaméveis e sdo excelentes solventes para varios
compostos: organicos, inorganicos, polimeros e bioldgicos, etc [38]. Por apresentarem baixa
pressdao de vapor, reduzem significativamente a emissao de residuos, tornando-se compostos
com alta capacidade para substituir solventes comuns e toxicos. Essas propriedades podem ser
facilmente modificadas variando a composic¢ao dos cations e anions [39]], por isso, os liquidos
i0nicos sdo conhecidos como solventes desenhdveis, do inglés "designer solvents". A Figura
[5.1] mostra alguns exemplos de cétions e dnions que podem compor a estrutura quimica de um
liquido idnico.
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Figura 5.1: Exemplos de cétions e Anions que compde a estrutura quimica de uma molécula de liquido
i0nico.

Devido a sua alta aplicabilidade na industria [40},41], sua aplicacdo nas ciéncias da vida
também tem despertado grande interesse [42]. Muitos estudos mostram que os liquidos i6nicos
se ligam a estrutura do DNA. Por exemplo, Xie et al. [43]] investigaram a interacao eletrostatica
entre um liquido i6nico hidrofilico 1-butil-3-metilimidazdlio tetrafluoroborato ([bmim]BF,) e
DNA de timo de bezerro (ctDNA) usando um micrométodo eletroquimico de superficie. Vijaya-
raghavan et al. [44]] mostraram uma estabilidade a longo prazo do DNA em vdrios solventes a
base de colina, ou seja, a estrutura de dupla hélice é de fato mantida quando o DNA estd em con-
tato com o liquido i6nico. Ding et al. [45]] estudaram as caracteristicas de ligacdo e o mecanismo
molecular da interagdo entre um liquido i0nico tipico (LI), cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio
com DNA.

A grande aplicabilidade dos liquidos i0nicos e o fato de ndo haver na literatura estudos da
interagdo dos liquidos idnicos com a molécula de DNA via experimentos de moléculas unicas,
nos motivou a realizar esse trabalho.



39

Capitulo 6

Pinca optica holografica aplicada na
manipulacao de microesferas

superparamagnéticas

6.1 Motivacao

A técnica de pinga dptica ja € amplamente utilizada no Laboratério de Fisica Bioldgica da
UFV, principalmente no estudo da interacdo DNA-Ligantes. A partir de 2018, o grupo também
tem se dedicado a estudar o pincamento 6ptico de novos materiais [6}/7,46]. Novos efeitos t&ém
sido observados, demonstrando ser uma drea de enorme potencial para novos estudos e novas
aplicacdes.

Um dos objetivos desta tese € implementar uma pinga hibrida optomagnética, onde forgas
Opticas e magnéticas sdo aplicadas simultaneamente. As microesferas dielétricas, que s@o uti-
lizadas nos experimentos tradicionais de pinga Optica, ndo possuem resposta magnética. Para
conseguir aplicar forcas Opticas e magnéticas simultaneamente € necessirio que as microes-
feras tenham resposta magnética e, a0 mesmo tempo, seja pincada em algum tipo de feixe.
Estudos anteriores mostraram que microesferas superparamagnéticas sao pincadas em um feixe
anular [6], que foi obtido utilizando uma méscara de fase.

Neste trabalho mostraremos os resultados obtidos com a nova técnica implementada no
laboratdrio, a pinca 6ptica holografica. Conforme mencionado anteriormente, € uma técnica
que permite gerar varios tipos de feixe utilizando um modulador espacial de luz, que permite
modificar facilmente caracteristicas do feixe gerado, o que ndo € possivel com uma méscara de
fase. Nos nossos experimentos verificamos que as microesferas paramagnéticas sdo pincadas
em diferentes feixes de Bessel. Estudamos como a constante de forca da pinca varia com trés
parametros: altura do pincamento, poténcia do laser e raio do feixe de Bessel.
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6.2 Procedimento experimental e metodologia

6.2.1 Montagem experimental

A Figural6.T] apresenta um esquema do sistema experimental implementado no laboratdrio.
Utilizamos um laser infravermelho (CNI lasers China, modelo MIL — III) com poténcia maxima
de 1,5 W e comprimento de onda A = 1064 nm. O feixe € polarizado linearmente e possui um
didmetro de aproximadamente 1,5 mm. Um telescopio composto por duas lentes L1 e L2, com
distancias focais de 25,4 mm e 75,0 mm, respectivamente, foi montado para expandir o didmetro
do feixe para aproveitarmos a0 maximo a area do SLM (Spatial light modulator). Colocamos
uma placa de meia onda apds o primeiro telescépio pois precisamos controlar a polarizagao
que chegard no SLM, pois ele s6 funciona para uma polarizacio especifica do feixe incidente.
O feixe chega ao SLM, modelo PLUTO - Holoeye Photonics AG, que estd conectado a um
computador e é controlado pelo software Holoeye Application Software 2.2. Com o software é
possivel enderecar diferentes hologramas ao SLM e assim efetuar modifica¢des no feixe de luz
refletido.

Microscopio

Piezo xyz

Estagio xy /

Objetiva

L -

1
Lente de tubo RN

.\

Figura 6.1: Montagem experimental utilizada nos experimentos de pinga dptica hologréfica.

O feixe refletido diverge e a montagem de um segundo telescopio se fez necessdria para
que o didmetro do feixe seja menor que a abertura da objetiva. Apds passar pela lente L3, de
distancia focal de 1000,0 mm, o feixe € refletido pelos espelhos E1 e E2 e atravessa a lente L4, de
distancia focal de 200,0 mm, antes de entrar no microscopio invertido Nikon, modelo Eclipse
Ti, representado pela linha pontilhada. Utilizamos uma objetiva Nikon, de Optica corrigida
no infinito, de 100X, com abertura numérica de 1,4. Ela é responsavel por focalizar o feixe
infravermelho criando o pogo de potencial que € a pinca Optica. Indicamos por £ a distancia do
centro da microesfera pincada em relacdo ao porta-amostra. Nosso porta-amostra € construido
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colando um o-ring de borracha a uma laminula de vidro, conforme mostra a Figura[6.2] Apés a
colocacio da amostra colocamos uma outra laminula na parte superior do o-ring para fechar o
porta-amostra.

O porta-amostra € colocado sobre um deslocador piezoelétrico, modelo PI nano E-727, co-
nectado a um computador, sendo possivel controlar com precisdo nanométrica os trés eixos x,
y e z. O deslocador é montado sobre um estdgio de controle manual que nos possibilita mo-
ver a amostra nos eixos x € y. Como amostra, utilizamos microesferas superparamagnéticas,
Dynabeads® M-280 Streptavidin, de 1,4 um de raio. De acordo com as especificagdes, elas
sdo compostas por uma matriz de poliestireno com material magnético, FeoO3 e Fe3Oy, dis-
tribuidos uniformemente em seu volume, correspondendo a aproximadamente 12% do peso da
microesfera. Elas sdo diluidas em uma solucao de Phosphate Buffer Saline (PBS), com pH 7,4
e concentracdo de 150 mM de NaCl.

A amostra € iluminada com um led azul da Thorlabs. A luz passa pela amostra, pela objetiva,
atravessa um espelho dicroico E3 e a imagem € conjugada pela lente de tubo. Para a observacdo
da imagem das microesferas e gravacdo do experimento, acoplamos ao microscopio uma cimera
CMOS, acA1920 - 155um - Basler ace, com 2,3 MP de resolugdo e taxa de captura maxima na
ordem de 1000 fps, frames por segundo.

vista superior vista lateral
o-ring .
r'd o-ring
'
L ]
laminula laminula
(a) (b)

Figura 6.2: (a) Vista vertical do porta-amostra e em (b) vista lateral.

6.2.2 Caracterizacao do perfil de intensidade do feixe de Bessel

E importante sabermos como é o perfil do feixe antes da abertura da objetiva, pois ele serd
utilizado no cdlculo tedrico da forga dptica. Substituimos a objetiva do microscépio por uma
camera CCD, modelo Jay CM 140 GE. Enderecamos um holograma, que gera um feixe de
Bessel, para o SLM. Fotografamos o feixe e utilizamos o software ImagelJ para obter o perfil de
intensidade em funcdo da posicao radial do feixe.

6.2.3 Medida da transmitancia da objetiva

A transmitancia média da nossa objetiva para o feixe de Bessel foi determinada medindo
a poténcia do laser antes e depois de passar pela objetiva, usando um método descrito ante-
riormente [[6]. Basicamente, usamos um medidor de poténcia (ThorLabs Slide Power Sensor
S170C) que é capaz de medir com precisdo a poténcia de feixes altamente focalizados. Assim,
ao posicionar tal dispositivo no plano focal da objetiva podemos medir a poténcia do laser que
realmente atinge o foco, ou seja, a poténcia real que chega na microesfera presa na armadilha
Optica. A transmitancia serd dada pela inclinac@o da reta do grafico da poténcia do laser no foco
em fungdo da poténcia do laser antes da objetiva.
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6.2.4 Medida do coeficiente de absorcao das microesferas superparamag-
néticas

Para determinar o coeficiente de absor¢do (¢) das microesferas superparamagnéticas utili-
zamos um espectrofotometro UV-Vis (Horiba FluoroMax® Plus). Esse parametro € necessario
para calcular a forca que atua nas microesferas. Medimos a absorbancia em fun¢ido do compri-
mento de onda para vdrias concentragdes. Escolhemos o valor da absorbancia para A = 1064
nm, que corresponde ao comprimento de onda do laser utilizado nos experimentos. Construi-
mos grifico da absorbincia em fun¢do da concentracio e utilizamos a lei de Beer-Lambert,
Equag@o [2.14] para determinar o coeficiente de absorgdo.

6.2.5 Calculo da constante de forca da pinca optica holografica

A constante de forca da pinga 6ptica foi medida analisando o movimento browniano da
microesfera superparamagnética presa na armadilha. Gravamos um video com uma camera
CMOS (Basler acA1920-155uc) com uma taxa de captura de 642 Hz. Este video foi analisado
no software ImagelJ, para obtermos os valores da posi¢do da microesfera em fun¢do do tempo.

No equilibrio, a densidade de probabilidade da coordenada x da posi¢do obedece a distri-
buicdo de Boltzmann

(x)—;ex <—k—$2> (6.1)
P = Samtg Tk P\ 2kpT ) '

onde kp € a constante de Boltzmann, 7" é a temperatura absoluta. Considerando a posicdo de
equilibrio na origem, podemos escrever a variancia, var(z), da coordenada = como

var(z) = (2?) — (2)? = (2?). (6.2)
De acordo com o teorema da equiparticao da energia, podemos escrever

kgT

(z?)’

Para o cdlculo da variancia, devemos levar em consideracdo o tempo caracteristico das flu-
tuacoes, 7, dado por

(6.3)

r= % (6.4)
onde 7y é o coeficiente de atrito viscoso e k € a constante de forca. O tempo 7 define limites para
o tempo de integracdo da camera, IV, e para o tempo de aquisicao da medida, 7,,cqidq-

O tempo de integracao da camera € definido como sendo o tempo minimo para a aquisi¢ao
de dois eventos sucessivos. Em geral, ele esta relacionado com a eletronica do sistema e pode
ser calculado como o inverso da taxa de captura. Experimentalmente devemos certificar que
W < 7 < Thedida- DevVido ao tempo de integracdo, nao € possivel calcular a posi¢ao instantanea
da particula, z(t). O que obtemos é a posi¢do média, x,,, calculada num intervalo de tempo W,
que € dada por
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1 t+W , ,
T (t) = W/t x(t)dt, (6.5)

consequentemente var(x,,) < var(x). Esse resultado sugere que caso ndo ocorra nenhuma
correcdo na medida da posi¢do, podemos estar superestimando o valor da forca aplicada.
Ainda de acordo com a referéncia [47], a constante k pode ser calculada por

. 30kpT 66)
2DW + 15var(x,,) + [225var(x,,)? + 240 DWoar(z,,) — 11D2W2]% 7 .

onde D € o coeficiente de difusdo, dado por

kgT
D = = —, (6.7)
6man ( — w—h)
onde a € raio da microesfera, h € altura do pincamento. A viscosidade, 1, ¢ dada por
_3 —273,15+T
=10 [0, 2% +1,51e 3 } 6.8)

na unidade de Pa.s. Assim, a constante de forca € calculada diretamente a partir da variancia da
posicado da microesfera.

6.3 Resultados e discussao

A Figura[6.3(a) mostra um feixe de Bessel obtido e a Figura[6.3[b) mostra o perfil de inten-
sidade ao longo da linha amarela da Figura [6.3(a) para dois feixes diferentes. Observe que a
diferenca entre os feixes de Bessel estd na distancia do primeiro anel até o0 mdximo central, que
chamaremos de raio do feixe de Bessel (pp). Ainda na Figura b) sd@o mostrado dois raios de
Bessel diferentes, raios p; = 0,16 mm e p; = 0,26 mm, em preto e vermelho, respectivamente.

Note que nosso método de videomicroscopia permite obter imagens de alta qualidade do
feixe de Bessel, possibilitando a determinacao de seu perfil de intensidade com alta precisdo. Tal
procedimento € importante tanto para garantir que o holograma usado no SLM estd retornando
resultados confidveis quanto para estudar o comportamento da constante de for¢a em fungdo do
raio do feixe de Bessel.
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Figura 6.3: (a) Imagem tipica do feixe na entrada da objetiva obtida por videomicroscopia. A linha ama-
rela continua ao longo do diametro foi usada para medir o perfil de intensidade. (b) Perfil de intensidade
do feixe medido ao longo de seu didmetro para dois raios de Bessel caracteristicos p; = 0,16 mm e py =
0,26 mm. (c) Ajuste da Equagao @para o feixe com raio de Bessel 0,16 mm.

Para determinar os parametros do feixe, ajustamos os perfis de intensidade com a Equacao
6.9] Dessa forma o valor de pp pode ser determinado com precisdo para cada feixe. A intensi-
dade de pico [, também € determinada a partir deste ajuste, mas em unidades arbitrarias, o que
ndo tem significado fisico. O valor real de I;, em W/mm?, é obtido integrando a Equagio
para o nosso feixe, que tem seu tamanho limitado pela didmetro da entrada da objetiva (7 mm
de diametro)

I=1,J; (ﬂ) (6.9)
PB
Na Figura[6.3(c) mostramos um ajuste para o feixe de Bessel de raio pz = 0,16 mm. Observe
que a Equacdo|6.9|se ajusta muito bem ao perfil do feixe, permitindo a determinacao do raio de
Bessel com alta precisao.
Para o célculo da forga total, substitufmos a Equacdo [6.9] na Equacdo [2.5| para obter o ele-
mento de poténcia para o feixe de Bessel

e
0 PB
AP =
2m o g (%) pdp

onde p,p; € o raio da entrada da objetiva e F; € a poténcia local que atinge a microesfera, que é
a poténcia medida na entrada da objetiva multiplicada pela transmitancia da objetiva.

A Figura [6.4(a) mostra o grifico da poténcia do laser no foco em func¢@o da poténcia do
laser na entrada da objetiva, para o feixe de Bessel pp = 0,16 mm. A transmitincia serd dada
pela inclinacdo da reta ajustada aos dados experimentais, neste caso a transmitancia obtida foi
de (33,3 +0,9)%.

f2senfcosfdfdp. (6.10)
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Figura 6.4: Poténcia do laser no foco em fungdo da poténcia do laser na entrada da objetiva para um
feixe de Bessel com raio de 0,16 mm. A linha vermelha tracejada € um ajuste linear, a transmitancia da
objetiva para esse feixe € a inclinacdo dessa curva.

Na Figura [6.5[(a), mostramos a absorbancia em fungido do comprimento de onda para uma
solugdo das microesferas, igual a C = 107° em porcentagem de massa. J4 na Figura b)
mostramos a absorbancia (para A = 1064 nm) em fun¢do da concentracdo da solug¢do das micro-
esferas, de onde determinamos o coeficiente de absor¢io € = (0,6 £ 0,2) um~! das microesferas
superparamagnéticas. As barras de erro das medi¢des de absorbancia sdo menores que os sim-
bolos usados para os dados experimentais.
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Figura 6.5: (a) Absorbancia em funcido do comprimento de onda para uma solucio contendo nossas es-
feras superparamagnéticas (concentracio igual a 1075 em porcentagem de massa).(b) Absorbancia, para
A = 1064 nm, em func¢do da concentragdo das microesferas. O coeficiente de absor¢éo das microesferas
superparamagnéticas medido foi € = (0,6 £ 0,2) um~!. As barras de erro das medicdes de absorbancia
s@0 menores que o simbolo usado para plotar os dados.

Todos os parametros necessarios para calcular a forca total que atua nas microesferas foram
medidos. Para o cdlculo da forga total, substituimos a Equacao[6.10|na Equagdo 2.1} Substitui-
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mos a expressdo resultante na Equacdo [2.6] pra obter a equagdo da forga total que atua sobre a
microesfera

PJ2( 222
. 2r o R . 1o\ pop
= / / —m[(dFesp)z’ + (dF,)y'] f256n90039d9d<p. (6.11)
o Jo ¢€

2m [ J§ (%) pdp

Conforme mencionamos, neste trabalho estudamos como a constante de for¢a da pinga 6p-
tica varia em fungdo de trés parametros: altura do pincamento, poténcia do laser e raio do
feixe de Bessel. A Equacdo € resolvida numericamente fixando dois desses pardmetros.
Por exemplo, para encontrar como a for¢a varia com a altura do pingamento, fixamos o valor
da poténcia do laser e do raio do feixe de Bessel. O mesmo procedimento € feito nos nossos
experimentos.

Na Figura [6.6(a) mostramos a forga ptica transversal em fungdo da distincia da micro-
esfera em relagdo ao centro do feixe para o nosso modelo, que considera a absorcdo, e para
microesferas que ndo absorvem luz. Para este calculo, utilizamos, ¢ = (0,6 &= 0,2) um™*, pp
= 0,16 mm, raio da microesfera superparamagnética a = 1,4 yum, altura do pingamento h = 10
pm e poténcia do laser no foco P, = 12 mW. A Figura [6.6(b) corresponde ao mesmo grafico
da [6.6(a), mostrando o valor da for¢a para pequenos deslocamentos. Observe que neste caso,
a forca Optica varia linearmente com a distancia da microesfera em relacao ao centro do feixe.
Os valores negativos para a for¢a correspondem a um regime atrativo para regides proximas ao
centro do feixe, mostrando que o potencial 6ptico é harmOnico nesse regime. A constante de
forga € obtida realizando um ajuste linear nessa regidao x < 0,5 pm. Para deslocamentos maiores
da microesfera, outros pontos de equilibrio (forca nula), fora do eixo 6ptico podem ser encon-
trados devido a natureza periddica do feixe de Bessel, um resultado relatado anteriormente para
microesferas dielétricas [48],49].
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Figura 6.6: (a) Forcas Opticas transversais (sem absorcao (circulos pretos) e com absorcao (quadrados
vermelhos)) em funcdo da distdncia da microesfera em relagdo ao centro do feixe, calculadas no regime
de 6ptica geométrica para uma microesfera de raio 1,4 ym, pingada a uma altura de 10 pm, para o raio
do feixe de Bessel pp = 0,16 mm e poténcia do feixe no foco igual a 12 mW. (b) Destaque do regime
linear obtido para pequenos deslocamento do gréifico do painel (a).

Na Figura [6.7(a) mostramos o gréifico da posicdo da microesfera, em relagdo ao centro
do feixe, em funcdo do tempo e na Figura [6.7(b) o histograma da posi¢do. Observe que o
histograma € tipico de uma particula submetida a2 um potencial harmdnico. A constante de
forga da pinga dptica € obtida a partir da variancia da posigdo da particula, Equagéo[6.6]
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Figura 6.7: Dados experimentais obtidos de nossos experimentos: (a) coordenada x da particula aprisi-
onada em funcdo do tempo e histograma correspondente dessa coordenada (b).

Na Figura 6.8 mostramos a constante de for¢ca medida & em fung@o do raio do feixe de Bes-
sel pp (circulos pretos). As medidas foram realizadas usando uma poténcia do laser no foco P,
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= 40,8 mW e com a microesfera superparamagnética pingada numa altura de 10 ym. Os resul-
tados numéricos obtidos do nosso modelo sdo mostrados para fins de comparacao (quadrados
vermelhos). Observe que o resultado numérico concorda muito bem com os resultados experi-
mentais dentro da barra de erro, indicando que nosso modelo tedrico € robusto. Vale lembrar
que o modelo ndo possui parametros ajustdveis: todos os parametros necessarios para calcular
a forca dptica foram medidos para a nossa montagem experimental e usados como parametros
para o célculo tedrico.
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Figura 6.8: (a) Constante de forca k£ em funcdo do raio do feixe de Bessel pp. Tais resultados foram
obtidos usando uma poténcia do laser no foco igual a 40,8 mW e para a microesfera superparamagnética
presa numa altura de 10 ym. Os circulos pretos correspondem aos dados experimentais e os quadrados
vermelhos, referem-se ao resultados numéricos.

Observe que o valor de £ permanece praticamente constante no intervalo de 0,1 mm < pp <
0,3 mm dentro das barras de erro experimentais. Nesta faixa de raio do feixe de Bessel o aprisi-
onamento € muito estdvel e a microesfera superparamagnética permanece constantemente presa
na armadilha 6ptica. Fora desta faixa, no entanto, € mais dificil manté-la presa no potencial 6p-
tico de nossa configuracao experimental, ou seja, o aprisionamento torna-se mais instavel. Tal
resultado indica que o valor da constante de forca é independente do raio do feixe de Bessel
usando essa configuracdo experimental.

Na Figura [6.9 mostramos a constante de forca medida k& em fungéo da poténcia do laser no
foco (circulos pretos). Tais medidas foram realizadas usando um raio do feixe de Bessel pp
= 0,16 mm e a microesfera superparamagnética pincada numa altura de 10 ym. Os resultados
numéricos obtidos com 0 nosso modelo também sdo mostrados para fins de comparagdo (qua-
drados vermelhos). Observe que novamente o acordo entre os dados experimentais e o modelo
tedrico € excelente.
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Figura 6.9: Constante de forca k em fungdo da poténcia do laser no foco. Os resultados foram obtidos
para a microesfera superparamagnética pincada numa altura de 10 um e considerando o raio do feixe
de Bessel, pp = 0,16 mm. Os circulos pretos correspondem aos dados experimentais e os quadrados
vermelhos, referem-se ao resultados numéricos.

Observe que k aumenta linearmente em fungdo da poténcia do laser, um resultado equiva-
lente ao encontrado para pincas Opticas de feixe gaussiano comuns usando esferas dielétricas.
Portanto, apesar de o coeficiente de absor¢do das microesferas superparamagnéticas nao ser
desprezivel, a configuragdo proposta € muito eficiente para capturar nossas esferas superpara-
magnéticas de 1,4 pm de raio, com a dependéncia linear esperada entre a constante de forca e a
poténcia do laser, pelo menos na faixa de poténcias do laser estudadas aqui.

Finalmente, na Figura|6.10,mostramos como a constante de for¢ca medida k varia em fungao
da altura do pincamento da microesfera superparamagnética (circulos pretos). Tais medidas
foram realizadas usando um raio do feixe de Bessel pg = 0,19 mm e poténcia do laser no
foco P, = 40,8 mW. Os resultados numéricos sao mostrados (quadrados vermelhos), e uma boa
concordancia entre o modelo tedrico e os dados experimentais foi obtida novamente.
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Figura 6.10: Constante de for¢a k em funcdo da altura de pingamento da microesfera superparamag-
nética. Tais resultados foram obtidos usando uma poténcia do laser no foco igual a 40,8 mW no foco e
raio do feixe de Bessel, pp = 0,19 mm. Os circulos pretos correspondem aos dados experimentais € os
quadrados vermelhos, referem-se ao resultados numéricos.

Observe que k£ permanece praticamente constante (dentro da barra de erro experimental).
Tal resultado sugere que nossa configuragcdo apresenta uma armadilha Optica que € praticamente
independente da altura do pincamento da microesfera superparamagnética (assim como para o
raio do feixe de Bessel, discutido anteriormente). Esse resultado também indica que a aberragao
esférica € minimizada nesta configuracdo proposta. Tal aberragdo geralmente degrada o foco
do laser e diminui a eficiéncia de aprisionamento em pincas Opticas que utilizam o laser com
perfil gaussiano [6,/13]], acarretando num decréscimo considerdavel de & em fungdo da altura de
pincamento. No presente caso, nossa configuracdo minimiza a aberracdo esférica, permitindo
medigdes mais precisas dentro de uma faixa consideravelmente ampla de alturas de pincamento.

Em resumo, em nossa configuracdo, a constante de for¢ca € praticamente independente do
raio do feixe de Bessel e da altura do pincamento para uma ampla gama de valores desses para-
metros. Por outro lado, a constante de forca varia linearmente em fun¢ao da poténcia do laser
no foco, como ocorre em pingas que utilizam um feixe gaussiano [S0]. Os resultados do nosso
modelo de 6ptica geométrica concordam muito bem com os resultados experimentais em todos
0s casos, mesmo para uma microesfera cujo tamanho nio € muito maior que o comprimento de
onda do laser, a condicao necessdria para uma abordagem 6ptica geométrica precisa. Espera-se
ainda uma melhor concordancia entre nosso modelo e experimentos realizados com microes-
feras maiores, que infelizmente ndo estavam disponiveis para o presente estudo. Os resultados
apresentados aqui foram publicados na revista Applied Optics em abril de 2021 com o titulo
"Bessel beam optical tweezers for manipulating superparamagnetic beads" [51]).

6.4 Conclusao

Neste trabalho propomos uma montagem de pinca 6ptica que utiliza um feixe de Bessel,
que € capaz de capturar de forma estavel esferas superparamagnéticas de raio de 1,4 ym para
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uma ampla gama de parametros. A constante de forca permanece praticamente constante em
func¢ao do raio do feixe de Bessel e da altura do pincamento da microesfera, indicando que elas
podem ser capturadas com alta precisdo em uma ampla faixa desses parametros. Por outro lado,
a constante de forca apresenta a dependéncia linear esperada com a poténcia do laser no foco
apesar do coeficiente de absorcdo das microesferas superparamagnéticas ndo ser desprezivel.
Um modelo de 6ptica geométrica que considera a aberragdo esférica e a absor¢do de luz pelas
esferas foi usado para prever o valor da constante de for¢a, e a concordancia com os dados expe-
rimentais foi excelente. Os resultados apresentados sdo importantes no campo da manipulagao
Optica de particulas absorventes, em particular de particulas superparamagnéticas, dando novas
contribui¢des sobre como capturar de forma estavel tais particulas. Uma aplicagdo direta desses
resultados seria na implementacdo de uma ping¢a hibrida optomagnética em nosso laboratério.
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Capitulo 7

Interacao DNA-liquido ionico

7.1 Motivacao

Conforme dito no Capitulo [6] um dos nossos objetivos ¢ implementar a pinga hibrida op-
tomagnética. Para isso € necessdrio dominar a técnica de pinca magnética, que até entdo nao
existia em nosso laboratdrio. Implementamos nossa prépria montagem no laboratério e isso nos
motivou a aplicd-la no estudo das interagcdes DNA-ligantes. A técnica de pinca Optica ja estd
bem estabelecida, resolvemos entdo aplicar as duas técnicas na caracterizacao da interacdo entre
o DNA e dois liquidos i6nicos a base de imidazélio, que sao substancias que apresentam propri-
edades muito interessantes [38]] e vem sendo utilizado em varias areas do conhecimento [40,41]].
Além disso, até onde sabemos, ndo ha na literatura estudo dessa interacdao envolvendo técnicas
de moléculas unicas. Para complementar, realizamos medidas de calorimetria isotérmica de
titulagdo e condutometria. Com todas essas técnicas foi possivel entender o mecanismo de
interacdo entre o DNA e os liquidos i0nicos, resultados que serdo apresentados a seguir.

7.2 Procedimento experimental e metodologia

7.2.1 Preparacao da amostra de DNA

O porta-amostra utilizado nos experimentos com DNA é o mesmo utilizado nos experimen-
tos da pinca Optica hologréfica, exceto que aqui ndo utilizamos uma segunda laminula para
tampar o o-ring. Utilizamos o DNA do bacteriéfago A, um virus que infecta a bactéria Esche-
richia Coli. Sua escolha se deu porque possui tamanho adequado para nossos experimentos,
tendo 48.500 pares de base e seu comprimento de contorno (L) vale aproximadamente 16,5
pm. O DNA utilizado em nossos experimentos (New England Biolabs) é marcado com biotina,
entdo é necessdrio fazer um tratamento na laminula para garantir que uma das extremidade do
DNA fique presa a laminula.

Seguimos o protocolo desenvolvido por Amitani ef al [52]. Inicialmente colocamos no
interior do o-ring 20 L. de uma solucdo de BSA-biotinilada (BSA-biot) na concentracdo de
1,8 pug/mL, que permanece durante 20 minutos sob uma luz ultravioleta, que tem a funcédo
de evitar a proliferacdo de bactérias. A proteina BSA (proteina albumina de soro bovino, do
inglés Bovine Serum Albumin) tem a fun¢do de recobrir o fundo da laminula de vidro. Uma de
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suas extremidades se liga ao vidro e a outra que estd ligada a vitamina biotina ficard exposta a
solu¢do. Passado o tempo de espera, lavamos o o-ring com o tampao A. Retira-se todo o excesso
e agora, colocamos uma solucao de 20 uLL da proteina estreptavidina (STP) em solug¢do tampao
(PBS), na concentragdo de 0,1 mg/mL. Novamente a solucio € exposta a luz ultravioleta durante
20 minutos. Para finalizar, lavamos laminula com PBS e esperamos novamente 20 minutos.
Finalmente, a laminula estd pronta para receber a solucdo de DNA e das microesferas.

Em nossos experimentos de pinga ptica, utilizamos microesferas de poliestireno com 3 pm
de diametro (Bangs Laboratories, Inc.) recobertas com estreptavidina. Preparamos uma solu¢ao
de DNA e microesferas, colocamos na nossa laminula preparada e levamos ao microscopio por
cerca de uma hora. A configuragdo ideal da nossa amostra consiste em umas das extremidades
do DNA esteja presa a laminula e a outra, presa a uma microesfera. A Figura ilustra essa
situac@o. O processo detalhado da preparacdao da amostra pode ser encontrado nas referéncias
[36,53].

Estreptavidina
Biotina
BSA
Laminula

Figura 7.1: Configuracio ideal da amostra de DNA para os experimentos de pinca éptica e pinga mag-
nética.

A preparacao da amostra de DNA para os experimentos de pin¢ga magnética € idéntica ao da
pinca Optica, s6 substituimos as microesferas de poliestireno por microesferas superparamagné-
ticas de 2.8 pm de diametro (Dynabeads® M-280) também recobertas por estreptavidina. Essas
microesferas sdo as mesmas que foram utilizadas nos experimentos da pinga optica holografica.

Neste trabalho estudamos o mecanismo de intera¢do entre a molécula de DNA e os dois
liquidos i6nicos: [bmim]Cl e [omim]Cl. Ambos foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St Louis,
EUA) e usados sem purificagcdo adicional. A solucdo estoque desses liquidos idnicos foi prepa-
rada num tampdo PBS de pH 7,4 e concentracdo de 1 mM de NaCl. A diferenca ente os dois
liquidos esta na quantidade de carbono que compde a cadeia alquilica, no caso do [bmim]CI
temos quatro dtomos de carbono, € no [omim]Cl, temos 8 dtomos de carbono. A Figura
mostra a estrutura quimica dos dois liquidos i6nicos.
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Figura 7.2: Estrutura quimica do (a) [bmim]ClI e (b) [omim]Cl, respectivamnte.

7.2.2 Pinga optica

7.2.2.1 Montagem experimental

A Figura mostra a montagem experimental utilizada em nossos experimentos. Ela é
muito semelhante a utilizada nos experimentos de pinga Optica hologrifica. Neste caso ndo
ha o modulador espacial de luz, o polarizador e o segundo telescopio. Para a observacdo da
imagem das microesferas e gravacdo do experimento, acoplamos ao microscépio uma camera
CCD, modelo JAI-BM-500GE, com taxa mixima de captura na ordem de 15 fps, frames por
segundo. O restante do sistema permanece idéntico ao mostrado na secdo
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Figura 7.3: Montagem experimental utilizada nos experimentos de pinga dptica.
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7.2.2.2 Determinacio da curva de forca por extensao

Ap6s encontrarmos a configuracdo ideal da amostra, estiramos a molécula de DNA mo-
vendo o deslocador piezoelétrico com velocidade constante, conforme ilustra a Figura O
estiramento deve ser realizado a baixas velocidades para garantir que a microesfera passe por
estados de equilibrio, ou seja, que a forca da pinca Optica (ﬁpmm) seja igual, em médulo, a forca
exercida pelo DNA (Fpn4) em qualquer instante.

Figura 7.4: Figura ilustrativa de como € realizado o estiramento do DNA.

Observe que nosso estiramento ¢ realizado ao longo do eixo z e a equagio [4.31| refere-se a
um estiramento ao longo do eixo z, assim, é necessario fazermos uma mudanca de varidveis no
modelo. Considerando

F, = Fcosp = F(xDNA)
z

z=/xhya+ h2

onde A corresponde a altura do pincamento e zpy4 € a projecdo da extensao da molécula de
DNA ao longo do eixo z. Assim, podemos reescrever a Equagao 4.31) como

keT | v/TBra + 12 1 1
F=lEl | VIDNATH e —CRY

8 t 4(1_m *—"2)2 L Vabya t R

L

Utilizaremos esta equagdo para ajustar os dados experimentais e determinar os valores do
comprimento de contorno e persisténcia para cada estiramento realizado. Utilizaremos os outros
dois modelos citados no Capitulo [ o modelo da cadeia livremente articulada Equacdo [4.16] e
o modelo gaussiano, Equacao d.19]

Para cada estiramento € gravado um video que depois € analisado no software ImageJ. Na
andlise extraimos a posi¢ao do centro da microesfera em fungdo do tempo. Utilizando esses
dados e a Equagao construimos a curva de for¢a por extensido (FEC). O DNA puro se com-
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porta como um biopolimero semi-flexivel, assim, ajustamos o modelo WLC a essa curva, de
onde extraimos os valores do comprimento de contorno e persisténcia. A molécula é estirada
cinco vezes e depois calculamos a média e o erro padrao para o comprimento de contorno e
persisténcia. Encontrando uma molécula com os pardmetros aceitdveis, inserimos, no porta-
amostra, a solu¢do do ligante a ser estudado e esperamos um tempo para que ocorra a possivel
interagdo. Novamente estiramos o DNA cinco vezes e calculamos os mesmos parametros. O
modelo utilizado no ajuste varia de acordo com a concentracdo do ligante. Na secdo deta-
lharemos qual modelo foi utilizado em cada concentragdo e explicaremos o porqué da escolha.
Esse procedimento € repetido até que a ultima concentragdo desejada do ligante seja atingida.
Ap06s todo esse processo € construido um grafico do comprimento de contorno e persisténcia
em funcdo da concentragdo.

7.2.3 Pinca magnética

7.2.3.1 Montagem experimental

Conforme foi dito anteriormente, esta € uma técnica nova que foi implementada no nosso
laboratério como parte deste trabalho. Toda a montagem foi pensada dentro das possibilidades
dos equipamentos disponiveis. A Figura mostra a montagem utilizada em nossos experi-
mentos.

Utilizamos um microscopio invertido Nikon Ti-S. Sobre o estdgio xy, montamos um des-
locador tridimensional (trés estdgios lineares de Newport (UMR 5.25)) que controla a posi¢ao
do imas em relacdo ao porta-amostra. Como imas utilizamos cubos magnéticos de neodimio
(NdyFeq4B), com arestas medindo 5 mm. A amostra € iluminada com um Led azul da Thorlabs
e para a observacao da imagem das microesferas e captura do experimento, utilizamos a mesma
camera dos experimentos de pinga 6ptica holografica. Observe que aqui nao é necessario uti-
lizar um laser, essa € uma das vantagens da pinga magnética em relacdo a pinga Optica, pois o
laser € um equipamento de custo elevado.

Com a pinca magnética também € possivel determinar a curva de for¢a por extensdo do
DNA. Aqui utilizaremos outra fun¢@o da técnica, que também é uma vantagem em relacdo a
pinga 6ptica. Conforme discutido, com a pinga magnética é possivel aplicar uma for¢a constante
durante todo o experimento. Iremos observar como esta forca influencia na interacio entre o
DNA e os liquidos i6nicos. Além disso, podemos estudar a dindmica da interacdo, ou seja, ter
uma ideia do tempo necessdrio para se atingir o equilibrio quimico entre o DNA e os liquidos
i6nicos.



57

Deslocador
TYz

Estagio
- wy

~
Objetiva

~
Lente de tubo

——— e e ]

1
I -
|

cameraL_, T ; o,

Microscopio

Figura 7.5: Montagem experimental utilizada nos experimentos de pinca magnética.

7.2.3.2 Determinacio da extensao da molécula de DNA

De acordo com e Equacdo [2.11] precisamos determinar a extensdo da molécula de DNA
para calcular a forga aplicada. A Figura[7.6(a) ilustra a situacdo real do experimento. O centro
da microesfera estd a uma altura z, medida em relagcdo a superficie superior da laminula. Para
determinar a extensdo do DNA, zpy 4, precisamos determinar o valor de z e subtrair o valor do
raio da microesfera.

A Figura[7.6(b), mostra uma microesfera presa a laminula, que serd nossa referéncia para
determinar a altura. A situagdo mostrada na Figura [7.6[b) ¢ andloga a Figura [7.6(a), com a
objetiva afastada em relacao a laminula.

DNA

plano focal

\ —
N ” R ——
oleo
Objetiva plano focal

(a) (b)

Figura 7.6: (a) Situacdo real do experimento e (b) situacio andloga que utilizamos para determinar a
altura da microesfera em relacio a laminula.

oleo

Para determinarmos a altura, focalizamos a superficie superior da laminula e fotografamos
a imagem do padrao de difracdo da microesfera, em seguida, afastamos em 1 pm o foco e foto-
grafamos novamente. Esse processo € repetido até alcancarmos 20 um. Esse serd nosso padrdo
de calibragdo. A Figura[7.7] mostra duas imagens do padrdo de difracdo de uma microesfera
paramagnética para diferentes alturas.
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Figura 7.7: Imagem do padrio de difracdo da microesfera paramagnética para duas alturas diferentes:
(a) 5,2 pm e (b) 11,9 um. As alturas foram medidas em relag@o a laminula.

Ao final desse procedimento, obtemos o padrio de difracdo da microesfera para vérias al-
turas diferentes. Croquette e Gosse [54]] propuseram um método no qual se compara o perfil
de intensidade, ao longo de uma linha que passa pelo centro da microesfera, com o padrao de
calibragdo. A Figura [7.8(a) mostra a linha selecionada para andlise do contraste e a Figura
@kb), mostra o contraste do centro da microesfera para trés alturas diferentes: 6,4 ym, 7,4 pm
e 8,4 um. Observe que a diferenca entre os trés graficos € muito sutil, o que pode levar a erros
significativos na determinacdo da altura. Além do mais, a altura da microesfera varia devido
ao movimento browniano e é necessario analisar uma quantidade muito grande de dados, que
nesse tipo de andlise, demandaria um tempo enorme.
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Figura 7.8: (a) Imagem ilustrando a linha selecionada para andlise do perfil de intensidade e (b) perfil
de intensidade para trés alturas diferentes.

Propomos um novo método de andlise para determinar a altura da microesfera baseado no
contraste maximo do centro da microesfera. O contraste € definido como

I(.T) — IO

Clr) ==

(7.2)

onde /(z) é a intensidade e I, refere-se ao background da imagem, ou seja, a intensidade média
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da imagem.

A Figura[7.9(a) mostra o grafico do contraste do centro da microesfera em fungéo da altura.
A Figura [7.9(b), mostra o ajuste de um polindmio de grau 3 (linha sélida vermelha) ao dados
do contraste (circulos pretos), para z < 5 um e a Figura[7.9(c), mostra o ajuste para z > 5 um,
utilizando uma exponencial decrescente. Com esses ajustes € possivel obter uma relagdo entre
o contraste e a altura da microesfera. Assim, calculando o contraste da microesfera durante o
experimento e comparando com a calibrac@o, obtemos a altura da microesfera e consequente-
mente a extensao do DNA. A vantagem desta metodologia é que conseguimos analisar todo o
video do experimento, que em geral, possui 20.000 frames, e além disso, podemos obter uma
incerteza associada na determinacao da extensdo do DNA. Vale a pena ressaltar que a calibragdo
foi feita com as mesmas microesferas que foram utilizadas na experimento.
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Figura 7.9: (a) Contraste do centro da microesfera em funcao da altura em relagdo a laminula. (b) Ajuste
do contraste (linha vermelha), para z < 5 ym , utilizando-se um polindmio do quinto grau.(c) Ajuste do
contraste (linha vermelha), para z > 5 pum, utilizando uma exponencial decrescente.

7.2.3.3 Determinacao da forca magnética

Para o cdlculo da forca aplicada ao DNA, utilizaremos a metodologia da se¢ao|6.2.5] Calcu-
lando a constante de for¢a com a equacdo|[6.6] encontramos a forga aplicada através da equagdo

F = meDNA- (73)

Essa forca pode assumir qualquer dire¢do no espacgo, pois € proporcional ao gradiente do
campo magnético (Equagio[2.9). Em nossos experimentos garantimos que ela aponta na dire¢do
z, conforme ilustra a Figura @Ka), devido a um alinhamento prévio entre os imas e a microes-
fera. Com os imas totalmente afastados da amostra garantimos que nao hd interacdo magnética
entre eles e a microesfera. Escolhemos uma microesfera que esteja presa a um DNA e medimos,
durante alguns minutos, sua posi¢cdo média. Aproximamos a0 mdximo o ima do porta-amostra,
consequentemente a forca magnética comeca a atuar na microesfera estirando o DNA. Obser-
vamos novamente a posi¢do em fun¢do do tempo da microesfera. Para que o alinhamento esteja
perfeito, garantindo que a forca estd sendo aplicada ao longo do eixo z, as posi¢des observadas
antes e depois da aproximagao dos imas devem ser iguais. Caso isso ndo aconte¢a, mudamos a
posi¢do dos imas através do deslocador mostrado na Figura[7.5]e repetimos todo o processo até
que as posi¢oes coincidam.
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Implementamos a automacao da andlise do nosso sistema utilizando o software LabVIEW,
de modo que todas as medidas sdo monitoradas em tempo real. A Figura mostra o painel
frontal que monitora todas as medidas.
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Figura 7.10: Painel frontal do LabView para o experimento de pinca magnética, que monitora as medidas
em tempo real.

Ap06s o devido alinhamento, monitoramos por alguns minutos o valor da extensdo do DNA
para verificar se ndo ha erro sistematico na andlise do experimento. Espera-se que a extensao
permaneca constante durante esse periodo. Caso isso ocorra, trocamos a concentracao da so-
lucdo e observamos novamente o valor da extensdo do DNA em fun¢do do tempo. Um gréfico

tipico pode ser visto na Figuras e

7.2.4 Calorimetria isotérmica de titulacao

As andlises de calorimetria isotérmica de titulacdo foram realizadas a 298,15 K em um
calorimetro, modelo CSC 4200 (TA Instruments, New Castle, EUA), controlado pelo soft-
ware ITCRun. As solu¢des de [bmim]Cl, [omim]Cl e \-DNA nas concentragdes 3,75x 1071
M, 2,5x 1071 M, 1,00x 10~2 mM, respectivamente, foram preparadas no mesmo tampio PBS
usado nos experimentos de pinga Optica e magnética. As solugdes foram desgaseificadas, a
célula de amostra foi carregada com 1,8 ml da solugdo de DNA, a célula de referéncia foi carre-
gada com 1,8 ml da solu¢do tampao (PBS) e a seringa de injecdo foi carregada com [bmim]Cl
ou [omim]Cl. As amostras foram agitadas constantemente a 180 rpm. Apds atingir o equilibrio
térmico, aliquotas de 10 pL das solugdes de [bmim]Cl ou [omim]Cl foram tituladas 48 vezes
com uma microseringa (marca Hamilton) em intervalos de 500 e 250 segundos, respectiva-
mente. Os dados foram preparados para andlise subtraindo o calor de diluicdo (medido durante
a titulagcdo da solucao de [bmim]Cl ou [omim]ClI no solvente da solu¢do) do calor liberado ou
absorvido durante a titulacdo do [bmim]CI ou [omim ]CI na solu¢do de DNA (a titulacdo do
tampao na solu¢ao de DNA produziu efeitos térmicos despreziveis).
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7.2.5 Condutometria

As medidas de condutometria foram realizadas com um medidor de condutividade digital
DM-32 (Digimed, Brasil) com método de titulacdo. O equipamento foi inicialmente calibrado
por solucdo padrio de KCI com concentragdo de 1,00x 1072 M. Apés isso, 3 mL do tampao
PBS foram transferidos para uma célula de vidro contendo um agitador magnético, que foi
colocado em banho-maria com temperatura (298,15 + 0,10 K). As solugdes de [bmim]Cl e
[omim]Cl nas concentragdes 200 mM e 17,5 mM foram preparadas em tampao PBS e volumes
de 25 L e 100 pL foram titulados trinta vezes na célula por uma micropipeta, respectivamente.
A célula foi agitada apds cada titulagdo e mantida em repouso para atingir o equilibrio térmico
antes da medicdo. Cada valor de condutividade foi medido pelo menos trés vezes, e a incerteza
foi estimada em 1%.

7.3 Resultados

7.3.1 Pinca 6ptica

As Figuras [7.11)(a) e[7.11[(b) mostram algumas curvas de forca por extensio (FECs) tipicas
medidas para o complexo DNA-[bmim]Cl, obtidas para diferentes concentragdes de [bmim]Cl
(0 < [[bmim]Cl1] < 250 mM). Observe que a medida que a concentragdo de [bmim]Cl aumenta,
ha uma diminui¢do monotonica na extensao medida dos complexos DNA-[bmim]ClI.
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Figura 7.11: Curvas tipicas de forca-extensdo (FECs) obtidas para diferentes concentracdes totais de
[bmim]CI. Os simbolos referem-se aos dados experimentais e as linhas sélidas correspondem aos ajustes.
(a) para o DNA puro usamos o modelo WLC para ajustar os dados experimentais, enquanto que para
[[bmim]Cl] = 100 mM, 150 mM e 200 mM usamos o modelo da cadeia livremente articulada. (b) ajuste
dos dados experimentais correspondentes a [[bmim]CI] = 250 mM utilizando o modelo gaussiano.

Para concentracoes baixas de [bmim]Cl (< 100 mM), os dados experimentais indicam que
os complexos DNA-[bmim]Cl ainda se comportam como polimeros semi-flexiveis , uma vez
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que o ajuste realizado, usando o modelo WLC, retorna valores confidveis para os comprimentos
de persisténcia e de contorno (circulos pretos na Figura[7.11fa)). O ajuste com o modelo WLC
corresponde as linhas sélidas mostradas na Figura[7.11(a) para o DNA puro. Para o concentra-
cdo de [[bmim] CI] = 50 mM, também foi utilizado o modelo WLC, gréfico ndo mostrado no
Figura[7.11]a).

Por outro lado, no intervalo 100 mM < [[bmim] CI] < 200 mM, observamos que os valores
obtidos para o comprimento de contorno, usando o modelo WLC, foram muito diferentes do
valor estimado a partir da extensdo maxima medida para os complexos DNA-[bmim]Cl, o que
indica fortemente que a elasticidade entrépica de tais complexos estd se desviando do compor-
tamento esperado de cadeias semi-flexiveis [55]], quadrados vermelhos, losangos azuis e cruzes
verdes na Figura[7.T1fa). A forma dessas curvas sugere, no entanto, que se pode usar o modelo
da cadeia livremente articulada para analisar essas concentragdes. Os ajustes com esse modelo,
que ¢ vdlido para cadeias flexiveis, sdo mostrados na Figura [7.1T(a) como linhas sélidas nas
curvas correspondentes as concentragdes [[bmim]Cl] = 100 mM, 150 mM e 200 mM. O re-
sultado obtido para o comprimento de contorno, utilizando esse modelo, esta dentro do valor
estimado a partir da extensdo maxima dos complexos. Portanto, tal andlise indica que os com-
plexos DNA-[bmim]ClI estdo sofrendo um transi¢do do regime semi-flexivel para o flexivel a
medida que a concentracao de [bmim]Cl aumenta em solugdo [55].

Finalmente, para a concentragdo [[bmim]Cl] = 250 mM, as FECs se tornam linhas retas e sdo
ajustadas usando o modelo gaussiano, que € valido para polimeros flexiveis, confirmando assim
a transi¢do no regime de elasticidade. Os dados e o ajuste correspondente para esta concentragao
de [bmim]Cl sdo mostrados na Figura[7.11|(b), circulos pretos e linha sélida, respectivamente.

A Figura mostra algumas FECs obtidas para os complexos DNA-[omim]Cl, medidas
para diferentes concentracoes (0 < [[omim]Cl] < 3,0 mM, que € a faixa de concentracdo rele-
vante na qual o interag@o ocorre neste caso). Para o DNA puro, realizamos o ajuste utilizando o
modelo WLC. No intervalo, 1,0 mM < [[omim]CI] < 3,0 mM, utilizamos o modelo da cadeia
livremente articulada, pelo mesmo motivo citado no caso do complexos DNA-[bmim]Cl. Nova-
mente, todos os ajustes sdo mostrados na Figuracomo linhas sélidas. Neste caso, o modelo
gaussiano nao foi utilizado, pois nao obtivemos uma FEC linear para qualquer concentracio de
[omim]CI.
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Figura 7.12: Curvas tipicas de forca-extensdo (FECs) obtidas para diferentes concentragdes totais de
[omim]CI. Os simbolos referem-se aos dados experimentais e as linhas sélidas correspondem aos ajus-
tes. Para DNA puro utilizamos ajustamos o modelo WLC e para as demais concentracdes utilizamos o
modelo da cadeia livremente articulada.

Na Figura a), mostramos o comportamento do comprimento de persisténcia (A) dos
complexos DNA-[bmim]Cl em funcido da concentrac¢do total de [bmim]ClI (circulos pretos),
obtidos a partir dos ajustes discutidos anteriormente. No modelo WLC, o comprimento de
persisténcia € o comprimento de contorno sdo obtidos diretamente do ajuste da FEC [34,56].
Para o modelo da cadeia livremente articulada, o comprimento de persisténcia foi calculado
como sendo duas vezes o segmento de Kuhn, um pardmetro obtido diretamente do ajuste da
FEC, assim como o comprimento de contorno [32].
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Figura 7.13: (a) e (b): comprimento de persisténcia A em fun¢fo da concentragio total de [bmim]Cl
e [omim]Cl na amostra, respectivamente. Os circulos pretos referem-se aos dados experimentais e as
linhas sélidas vermelhas referem-se aos ajustes usando o modelo estatistico quenched-disorder com a
isoterma de ligacdo de Hill (substituindo a Equagéo na Equagdo [7.4). Os resultados obtidos para os
parametros de ligacdo dos ajustes sdo mostrados na@

Observe que o comprimento de persisténcia exibe um decaimento monotdnico, ou seja, 0s
complexos DNA-[bmim]CI tornam-se mais flexiveis a medida que mais [bmim]Cl interage com
a dupla hélice. A partir desta curva é possivel obter pardmetros relacionados a fisico-quimica
da interacdo que ocorre entre DNA e [bmim]Cl. Para realizar tal tarefa, usamos um modelo
estatistico quenched-disorder, desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo, que basicamente
modela como o comprimento de persisténcia varia conforme o ligante interage com o DNA, e é
dado por

l o ]- - T/Tmaa: + T/Tmaz (74)

A Ay Ay 7

onde r € a fracdo de pares de base ocupadas no DNA para uma dada concentragdo, 7,,,, € 0
valor saturado de r, Ay é o comprimento de persisténcia do DNA na auséncia do liquido idnico
e A; é o comprimento de persisténcia do DNA saturado com o liquido i6nico. Note que a
Equacio [/.4ndo explicita a dependéncia de r com a concentragdo do liquido i6nico. Podemos
relaciond-los utilizando uma isoterma de ligacao, que relaciona a fracao de pares de base ligadas
com a concentracdo livre de liquido 16nico em solucdo. Escolhemos a isoterma de ligacdo de
Hill, que é uma das mais simples e leva em consideragdo o efeito de cooperatividade [56}57].
Ela € descrita por

T . (KCf)n
Pmaz 1+ (KCp)"’

(7.5)

onde K ¢ a constante de equilibrio de associagc@o, n € o expoente de Hill, um parametro que
estd relacionado com o grau de cooperatividade da reacdo. Se n < 1, dizemos que a interacdo
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apresenta uma cooperatividade negativa, ou seja, uma molécula de liquido idnico que se liga ao
DNA diminui a afinidade do mesmo pelas moléculas do liquido i6nico que se ligardo posteri-
ormente. Se n = 1, a interagdo € ndo-cooperativa, isto €, a afinidade de ligacao € independente
do numero prévio de moléculas ligadas ao DNA. E finalmente, se n > 1 a interacdo apresenta
uma cooperatividade positiva, uma molécula de liquido i6nico que se liga a0 DNA, aumenta a
afinidade do mesmo pelas moléculas do liquido i6nico subsequentes.

Na Figura[7.13(a), mostramos o ajuste (linha sélida vermelha) da Equacao A0S NOSSOS
dados experimentais de [bmim]Cl, utilizando o procedimento descrito na referéncia [56]. Os
resultados obtidos para os parAmetros foram K = (11 £ ) M}, n=(2,04+0,2)e A; = (13 £
3) nm. O resultado obtido para a constante de equilibrio de associacdo K indica que existe uma
afinidade fraca (embora ndo desprezivel) entre DNA e [bmim]Cl, sugerindo que forcas motrizes
fracas governam a interag@o. Por outro lado, o valor de (n >1) indica que a intera¢do entre DNA
e [bmim]Cl € positivamente cooperativa, e assim a ligagao de moléculas de [bmim]Cl facilita a
ligacdo subsequente de outras moléculas de [bmim]Cl [56,58]. Por fim, o valor de A; confirma
o decaimento do comprimento de persisténcia verificado nos dados experimentais.

Para uma comparacdo direta, na Figura [7.13[b) mostramos o comportamento equivalente
do comprimento de persisténcia em fun¢do da concentracao total de [omim]CIl. Observe que
o comprimento de persisténcia exibe novamente um decaimento monotonico. A linha sélida
vermelha refere-se ao ajuste com a Equacgado como no caso anterior. Os resultados obtidos
para os parAmetros de ligacdo foram K = (480 £ 50) ML, n=(1,0 £ 0,1) e A; = (4 £ 1)
nm. O resultado obtido para a constante de ligacdo de equilibrio K € cerca de uma ordem
de grandeza maior do que o resultado obtido para [bmim]Cl, mostrando que a interacdo do
[omim]Cl com o DNA ¢é mais forte. Por outro lado, o resultado obtido para o expoente de
Hill (n ~ 1) mostra que neste caso a interacdo €é ndo cooperativa, com moléculas de [omim]Cl
ligando-se individualmente ao longo da dupla hélice e ndo interferindo na ligacao das moléculas
subsequentes de [omim]Cl [56//58]]. Finalmente, o resultado obtido para A; confirma novamente
o forte decaimento do comprimento de persisténcia induzido pelos liquidos i6nicos estudados.

Para fins de comparacdo, na Tabela apresentamos esquematicamente os parametros de
ligacdo obtidos para a interacdo do DNA com os dois liquidos idnicos estudados.

Parametros de ligacdo obtidos a partir dos dados de pinca Optica para as interacoes do DNA
com os dois liquidos idnicos utilizados: [bmim]Cl e [omim]Cl.

Na Figura [7.14[a) mostramos o comportamento do comprimento de contorno normalizado
(L/Lg, onde Ly é o comprimento do contorno do DNA puro) do complexo DNA-[bmim]Cl
em funcdo da concentracdo total de [bmim]Cl. Observe que o comprimento de contorno nor-
malizado apresenta um decaimento monotdnico, indicando que o [bmim]Cl tende a compactar
a molécula de DNA apds a interagdo. A Figura [7.14(b), por outro lado, mostra o comporta-
mento do comprimento de contorno normalizado dos complexos DNA-[omim]C] em fun¢do
da concentracdo total de [omim]Cl na amostra. O comportamento qualitativo € 0 mesmo, um

Tabela 7.1: Parametros fisico-quimicos obtidos a partir dos dados de pinca éptica para as interacdes do
DNA com os dois LIs utilizados: [bmim]CI e [omim]Cl.

Liquido i6nico K (M) n A; (nm)
[bmim]ClI 11+1 2,0+0,2 13+3
[omim]ClI 480 £ 50 1,0+ 0,1 441
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decaimento monotdnico, embora mais forte no ultimo caso.
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Figura 7.14: Comprimento de contorno normalizado em func¢éo da concentragdo total de (a) [bmim]Cl
e (b) [omim]CI.

A partir dos valores do comprimento de persisténcia e de contorno, obtidos através dos ajus-
tes dos modelos WLC e da cadeia livremente articulada, calculamos o raio de giro dos com-
plexos de DNA formados com os liquidos i0nicos, que sdo apresentados nas Figuras. [7.15]a)
e (b) para [bmim]Cl e [omim]Cl, respectivamente. Para [[bmim]Cl] = 250 mM, o raio de giro
foi obtido diretamente do ajuste do modelo gaussiano mostrado na Figura[7.11[(b). Observe na
Figura Ma) que o raio de giro diminui monotonicamente até a concentracdo de [[bmim]Cl]
= 250 mM. Para concentra¢gdes mais altas de [bmim]Cl, a microesfera cola na laminula, impos-
sibilitando o estiramento da molécula de DNA. Na Figura[7.15(b) podemos ver que R, também
diminui monotonicamente para os complexos DNA-[omim]Cl, como no caso anterior. Tais
resultados confirmam que os dois liquidos i0nicos estudados promovem uma compactacdo na
molécula de DNA.
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Figura 7.15: Raio de giro em funcio da concentragdo total de (a) [bmim]Cl e (b) [omim]Cl.
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7.3.2 Pinca magnética

Ao contrério do que foi feito nos experimentos de pinga Optica, na pin¢ca magnética apli-
camos uma forca constante na molécula de DNA e verificamos como tal forca influencia no
comportamento da extensdo do DNA quando os liquidos idnicos sdo introduzidos na amostra.
A ideia € investigar a influéncia da for¢a constante aplicada na compacta¢do do DNA promovida
pelos liquidos 16nicos, bem como obter algumas informagdes sobre a cinética da compactacao.

Na Figura [7.16(a), (b) e (c) mostramos alguns dados obtidos experimentalmente para os
complexos DNA-[bmim]Cl e na[7.17(a) e (b) para os complexos DNA-[omim]Cl. Na Figura
[7.16(a) sdo mostrados os dados correspondentes para uma forga constante aplicada de (0,17 £
0,03) pN em uma molécula de DNA pura (circulos pretos), para a qual a extensao permanece
constante durante ~ 30 minutos, indicando a robustez da nossa metodologia. Apds esse inter-
valo de tempo trocamos a solu¢do introduzindo o liquido idnico na concentracio [[bmim]Cl]
= 250 mM. Observe que a extensdo do DNA também permanece constante nesta situacao por
~ 65 min (quadrados vermelhos), mostrando que o [bmim]Cl ndo promove compactacdo na
molécula de DNA nessas condigdes experimentais. A Figura[7.16(b) mostra dados semelhantes
obtidos com o mesmo procedimento e concentracao total de [bmim]Cl, mas agora com uma
forca aplicada constante de (0,032 £ 0,004) pN. A conclusdo € a mesma, novamente o liquido
i6nico ndo induziu nenhuma compacta¢do na molécula de DNA. Finalmente, repetimos o pro-
cedimento com o DNA amarrado livre em solucdo, ou seja, sem forca aplicada, como mostra a
Figura [7.16(c). Ap6s a introdugdo de [bmim]Cl na mesma concentragio, a microesfera gruda
a laminula impedindo novas medidas. Esses resultados mostram que o [bmim]Cl compacta
a molécula de DNA em solucdo basicamente apenas se o biopolimero estiver livre de forgas
aplicadas. Além disso, os experimentos de pinca magnética também mostram que essa com-
pactacdo € rdpida quando ocorre, e a forma compactada é alcangcada alguns minutos apds a
introducdo do liquido i6nico na solug@o tampao ao redor do DNA.
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Figura 7.16: Extensdo do DNA em fung¢do do tempo, nas trés figuras, os circulos pretos referem-se ao
DNA puro e os quadrados vermelhos referem-se ao complexo DNA-[bmim]Cl. Em (a) uma forca de
(0,17 + 0,03) pN € aplicada ao complexo DNA-[bmim]Cl, em (b) a for¢a aplicada vale (0,032 + 0,004)
pN e em (c) a for¢a é nula.

Aplicamos o mesmo procedimento para estudar os complexos DNA-[omim]CI. A Figura
[7.17(a) mostra a situagdo para uma forga aplicada de (0,54 + 0,05) pN e uma concentragdo de
[omin]CI de 3,5 mM. Observe que a forca aplicada dificultou o processo de compactagao neste
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caso. A Figura[7.17(b), por outro lado, mostra a situagdo para uma forga aplicada igual a (0,28 £
0,06) pN e a mesma concentracdo de [omin]Cl. Neste caso, quando introduzimos o [omim]Cl
na soluc¢do, a extensdo medida do complexo diminui consideravelmente, e aproximadamente
apo6s 7 minutos ele estava completamente compactado, com a microesfera grudada na laminula.
Tal resultado confirma que o processo de compactagdo € relativamente rdpido como no caso
anterior, mas agora pode ocorrer mesmo que uma forca constante da ordem de ~ 0,28 pN seja
aplicada ao complexo DNA-[omim]Cl.
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Figura 7.17: Extensdo do DNA em fun¢do do tempo, nas duas figuras, os circulos pretos referem-se ao
DNA puro e os quadrados vermelhos referem-se ao complexos DNA-[omim]Cl. (a) Uma forca de (0,54
4 0,05) pN ¢ aplicada ao DNA e em (b) uma forca de (0,28 + 0,06) pN.

A compactacdo do DNA promovida pelo [bmim]Cl € mais fraca que a promovida pelo
[omim]Cl, de acordo com os dados de pinca Optica apresentados na secdo anterior. De fato,
em nossos experimentos de pinga magnética verificamos que a compactacao do DNA induzida
por [bmim]ClI ocorre apenas quando a forga aplicada € zero, ou seja, quando o complexo DNA-
[bmim]Cl estdo basicamente livres em solucdo. De fato, manter o complexo DNA-[bmim]Cl
submetido a forcas tdo pequenas quanto ~ 0,03 pN dificulta a compactacdo promovida pelo
[bmim]Cl. Note que tal resultado ndo estd em contradi¢gdo com os dados de pinca Optica, pois
nele deixamos os complexos livres de forcas ao alterar a concentracdo do liquido id6nico na
amostra, conforme mencionado anteriormente. Para os complexos DNA-[omim]Cl, por outro
lado, a situacao € diferente e podemos medir uma compactagao significativa mesmo com forgas
de estiramento constantes aplicadas tdo pequenas quanto ~ 0,28 pN.

7.3.3 Calorimetria isotérmica de titulacao e condutometria

A calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) foi utilizada para investigar o comportamento
termodinamico associado as interacdes envolvidas na formagao dos complexos DNA-[bmim]Cl
e DNA-[omim]Cl, complementando assim a caracterizacao realizada com as técnicas de molé-
cula unica, ping¢a Optica e pinca magnética, permitindo uma comparagdo direta entre os experi-
mentos de moléculas tnicas e os experimentos de multiplas moléculas.
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A Figura a), mostra o termograma para as titulacdes de 3,75x10~* M de [bmim]Cl
numa solugdo de DNA, com concentragio igual a [DNA] = 1,00x 10~2 mM. A Figura[7.1§|b),
compara as medidas independentes das variacdes de entalpia observadas (A H ;) obtidas a par-
tir da titulacdo de [bmim]ClI na solugio de DNA (dados da Figura [7.18(a)) e no tampao PBS
(termograma nao mostrado) a 298,15 K. Para ambas as titula¢des,os valores de A H ;s medidos
estdo no intervalo entre 2 a 20 mM de [bmim]Cl e ocorrem com uma mudanca qualitativa em
seu comportamento: inicialmente, adi¢des sucessivas de [bmim]Cl promovem uma aumento
da entalpia, que atinge um valor mdximo e depois diminui para as adi¢des subsequentes de
[bmim]Cl. A mudanga de entalpia registrada nesse intervalo de concentracdo total de [bmim]Cl
(2 < [bmim]Cl < 20 mM) € claramente da mesma magnitude para ambos os ensaios apresen-
tados na Figura[7.1§|(b), mostrando assim que o comportamento ¢ independente da presenca de
DNA. Portanto, também investigamos o fendmeno observado usando medidas de condutome-
tria nesse mesmo intervalo de concentracao total de [bmim]Cl, com titulagdes de [bmim]CI na
solucdo de PBS.
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Figura 7.18: Titulacdo calorimétrica de [bmim]CI em uma solu¢do de DNA a 298,15 K. (a) termograma
para as titulagdes de 3,75x 10~! M de [bmim]Cl numa solucdo de DNA de 1,0% 1072 mM. (b) AH s
em fungio da concentracio total de [bmim]Cl para a adi¢io de 3,75x 10~ M de [bmim]Cl no tampio
PBS (circulos pretos) e na solu¢do de DNA de 1,0x 1072 mM (quadrados vermelhos). (c) entalpia de
interacdo corrigida em funcdo da concentracio total de [bmim]Cl.

Circulos pretos referem-se aos dados experimentais e a linha vermelha refere-se a um ajuste
com a integral de uma func¢ao sigméide [[59]], de onde o valor da CAC foi obtido, CAC = (8,0 +
0,4) mM

A Figura [7.19 mostra a variagdo da condutividade elétrica ~ de uma solugdo de [bmim]Cl
em func¢do da concentragdo de [bmim]Cl a 298,15 K, os circulos pretos referem-se aos dados
experimentais. A curva mostra que a condutividade elétrica de [bmim]Cl apresenta uma mu-
danca significativa na inclina¢do no ponto marcado na figura. A linha vermelha refere-se a um
ajuste com a integral de uma funcdo sigmoide [59]], de onde o valor da concentragdo critica
de agregacdo (CAC) [60] foi obtido, CAC = (8,0 & 0,4) mM. Acima da CAC, [bmim]CI pode
formar agregados semelhantes a micelas devido a sua anfifilia inerente. Este valor obtido aqui
para o CAC ¢ diferente daquele obtido por Ding et al. [45] para o sistema [bmim]Cl/Tris-HCl
(5 mM) nas mesmas condi¢des de pH e temperatura, indicando que o tampao usado para o
equilibrio 10nico teve um efeito significativo na agregacao de [bmim]CI.
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Figura 7.19: Dependéncia da condutividade elétrica x com a concentragio total de [bmim]CI na solug¢do
tampao PBS. Circulos pretos referem-se aos dados experimentais e a linha vermelha refere-se a um ajuste
com a integral de uma funcdo sigméide [59]], de onde o valor da CAC foi obtido, CAC = (8,0 & 0,4) mM.

Finalmente, na Figura [7.18|c) mostramos a variagdo de entalpia da interacdo correspon-
dente, AH;,;, em func¢do da concentragdo total de [bmim]Cl, que foi calculada subtraindo as
duas curvas mostradas na Figura[7.18(b) (curva DNA - curva PBS) [61]].

A variacdo de entalpia A H;,,, medida em um experimento de calorimetria isotérmica de ti-
tulacdo representa uma soma de calor devido a varios fendmenos, como a formagao/dissociagao
de agregados [bmim]Cl, a ligacdo de [bmim]Cl ao DNA, os efeitos de diluicdo e as mudancgas
na conformagao de [bmim]Cl e/ou estruturas de DNA. Entre estes, os efeitos de dilui¢do e a for-
macao/dissociacdo de agregados [bmim]Cl foram subtraidos da titulacdo de controle do liquido
idnico no tampao PBS (quadrados vermelhos na Figura[7.1§(b)), como ji mencionado.

Quando a concentragio total de [bmim]Cl ¢ inferior a 15 mM podemos ver (Figura[7.1§|c))
que aumentando a concentracdao de [bmim]|Cl, a varia¢do de entalpia obtida € constante e nega-
tiva com um valor de (- 64 £ 1) J/mol. Como esse comportamento é semelhante ao encontrado
para interacOes eletrostaticas tipicas [62-64]], podemos concluir que essas interacdes predomi-
nam nessa faixa de concentracdo. Quando a concentracdo total de [bmim]Cl é superior a 15
mM, a variacdo de entalpia € continuamente reduzida com a adi¢do de [bmim]Cl e, eventu-
almente, atinge um valor proximo de zero em uma concentracdo total de [bmim]Cl de ~ 70
mM, quando a saturacdo comecga a ocorrer. Devido a sua estrutura, o [bmim]Cl também pode
interagir com o DNA através de forcas hidrofébicas entre suas cadeias de hidrocarbonetos e as
bases hidrofébicas do DNA. Assim, os dados da Figura [7.18|c) sugerem fortemente que tais
interacdes hidrofébicas sdo a forca motriz mais relevante para a ligacdo de [bmim]Cl ao DNA
em concentracdes de [bmim]Cl acima de ~ 15 mM. Embora [bmim]CI tenha uma cadeia hidro-
fobica curta, tal mecanismo se assemelha a ligacdo entre surfactantes e proteinas que também
sdo exotérmicas [63]].

A adic@o sucessiva de [bmim]Cl sugere que a ligacdo do [bmim]Cl ao DNA ocorre com
saturacdo gradual e, ao final do processo, uma nova forma estruturada dos complexos DNA-
[bmim]Cl1 € alcangada.

Repetimos o mesmo procedimento para investigar o comportamento termodinamico associ-
ado a interacdo entre o [omim]Cl e DNA. A Figura[7.20(a), mostra o termograma para as titu-
lagdes de 2,5x 1072 M de [omim]Cl numa soluc¢do de DNA, com concentragio igual a [DNA]
=1,00x10~2 mM. A Figura b) mostra os graficos de A H,,, para a titulagdo de [omim]Cl
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na solu¢do de DNA e na solu¢do de PBS, ambas a 298,15 K. A curva de titulacdo de [omim]Cl
na soluc@o de DNA (circulos pretos) satura em altas concentracdes de [omim]Cl, indicando um
valor constante de A H;, nesse intervalo de concentra¢do. Além disso, a curva de diluicdo de
[omim]Cl no tampdo PBS (quadrados vermelhos) apresenta um comportamento quase seme-
lhante, atingindo um decréscimo constante proximo a concentracao de 1,35 mM, embora seja
quantitativamente diferente. Essa mudanca demonstra uma possivel transicdo para um novo
estado molecular. Assim, novamente usamos medidas de condutometria para verificar a possi-
bilidade de novos eventos moleculares ocorrerem durante a titulagdo de [omim]CI em solugao
tampao de PBS.
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Figura 7.20: Titulacdo calorimétrica de [omim]Cl em uma solu¢io de DNA a 298,15 K. (a) termograma
para as titulagdes de 2,5x 10~2 M de [omim]Cl numa solugiio de DNA de 1,0x 1072 mM. (b) AH;, em
fungdo da concentragio total de [omim]Cl para a adi¢io de 2,5x 1072 M de [omim]CI no tampio PBS
(circulos pretos) e na solucio de DNA de 1,0x 10~2 mM (quadrados vermelhos). (c) entalpia de interacio
corrigida em fun¢do da concentracdo total de [omim]Cl (circulos pretos) e a linha sélida vermelha refere-

se ao ajuste da Equag@o

A Figura mostra que a condutividade elétrica da solu¢do de [omim]CIl aumenta line-
armente a medida que a concentracdo de [omim]Cl aumenta. Assim, nesse intervalo de con-
centracdo nao ha evidéncias para a formacdo de agregados de [omim]Cl, e assim concluimos
que esse liquido i6nico interage na forma de mondmero com o DNA em nossos experimentos.
Tejwant et al. [|66], mediu a concentracdo em que a formacgao de agregados [omim]CIl comeca
a ocorrer para um tampao fosfato (50 mM), encontrando um valor de CAC de 4,4 mM. Tal
estudo corrobora com nossos achados aqui, embora as solugdes tampdes ndo sejam exatamente
as mesmas. Portanto, interpretamos a variacdo da magnitude energética verificada na curva de
titulacdo de [omim]Cl no tampao PBS da seguinte forma: inicialmente, os [omim]Cl apresen-
tam um excesso relativo de moléculas de dgua ao redor do cation imidazdlio e posteriormente é
levado a algumas mudancas estruturais como consequéncia dos anions que ocupam a interface
ao redor do cation imidazdlio.
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Figura 7.21: Dependéncia da condutividade elétrica, «, da concentragdo total de [omim]Cl na solug¢do
tampdo PBS. Circulos pretos referem-se aos dados experimentais e a linha vermelha corresponde a um
ajuste linear, para o qual o coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,99.

Finalmente, a Figura [7.20(c) mostra a varia¢do de entalpia da interacdo em fungdo da con-
centracdo de [omim]Cl, que foi calculada como no caso do [bmim]CIl. Quando a concentragcao
de [omim]Cl € menor que 0,8 mM, pode-se observar que apds a adicao de [omim]Cl, a variagcdo
de entalpia € constante e positiva no valor de ~ (37,1 £ 0,8) J/mol. Distintamente da interagao
entre [bmim]Cl e DNA, os valores de entalpia positivos obtidos representam uma maior contri-
buicdo das intera¢des hidrofébicas, provenientes das cadeias de hidrocarbonetos de [omim]Cl
e das bases hidrofébicas do DNA. Observe que o comprimento das cadeias de carbono das
moléculas de [omim]Cl é duas vezes o valor correspondente de [bmim]Cl (ver Figura(7.2).

Quando a concentragdo de [omim]Cl € superior a 0,8 mM, a variagdo de entalpia € continu-
amente reduzida com a adicdo de [omim]Cl, e eventualmente atinge um valor préximo de zero
para concentracdes totais de [omim]Cl acima de ~ 2,8 mM. Para concentracdes superiores a
essa, ndo ha alteracdo na variacdo de entalpia com a titulagcdo de [omim]CI na solu¢do de DNA,
indicando a saturacdo dos sitios de ligacdo do DNA.

Quando as curvas da calorimetria isotérmica de titulacdo apresentam um perfil sigmoidal,
como no caso da Figura[7.20(c), elas podem ser ajustadas por um modelo de sitios idénticos e
independentes usando a equagao

0
AH;p = % (14 K [[omim]Cl],, + NK[DNA]r

—/ (1 + K[[omim]C1] , + NK[DNAl)* — ANK*[DN Al [lomim]C1] ), (7.6)

onde AH,, corresponde ao calor total envolvido, V, representa o volume efetivo dentro da cé-

K3
lula de amostra calorimétrica, K é a constante de ligacao de equilibrio, [DNA]r e [[omim]Cl]y
sdo as concentracOes totais das espécies de DNA e [omim]Cl no sistema, respectivamente, e N
¢ a razdo estequiométrica.
Ajustando os dados da Figura [7.20(c) a Equagao [7.6] (linha sélida vermelha), foi possivel

determinar os valores de K, N, AH{ ,, bem como calcular a varia¢do de energia livre de Gibbs

wnt?

AGY,, e a variacdo de entropia T'ASY , para a formagdo do complexo DNA-[omim]CI [61].

m
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Obtemos desta andlise os resultados: K = 3,01x10* M~!, N = 151,5, AGY,, = -25,6 J/mol,
AH?,=3894 J/mol e TAS?, =25,6 J/mol.

wnt int

7.4 Discussao

Nesta sec@o apresentamos uma discussdo baseada nos resultados obtidos com as diversas
técnicas ja apresentadas e propomos um modelo para a interacdo envolvendo a formacgdo dos
complexos DNA-[bmim]Cl e DNA-[omim]ClI.

Os experimentos de pinca Optica nos permitiram monitorar os efeitos da ligacao dos liqui-
dos 10nicos nas propriedades mecénicas da molécula de DNA, identificando uma mudang¢a no
regime de elasticidade do polimero semi-flexivel para o flexivel acarretando numa compac-
tacdo do DNA. Além disso, tais experimentos sugeriram que a compactacdo dos complexos
DNA-[bmim]Cl ocorre em torno de 250 mM (ver Figura[7.15|a)) sob nossas condigdes experi-
mentais. De acordo com os dados da pinga magnética, tal compactacdo ocorre apenas quando
nenhuma forca externa aplicada atua sobre os complexos DNA-[bmim]Cl. Além disso, a ané-
lise realizada nos dados de pinga Optica para o comprimento de persisténcia dos complexos
DNA-[bmim]Cl mostrou que a transi¢ao no regime de elasticidade do polimero é um processo
positivamente cooperativo com um expoente de Hill, n ~ 2. Tal expoente também pode ser
considerado como um limite inferior para o niimero de moléculas de ligante envolvidas em um
evento de ligacdo, ou seja, uma estimativa aproximada do tamanho médio do agregado que se
liga ao DNA [58]]. Assim, neste caso hd uma formacao significativa de agregados de [bmim]Cl
no sistema, de acordo com o que foi encontrado a partir da medida de condutometria, ver Figura
/.19

Os dados da calorimetria isotérmica de titulagdo, por outro lado, forneceram alguns deta-
lhes moleculares sobre a natureza das for¢as motrizes envolvidas na interagdo DNA-[bmim]Cl.
Quando a concentragdo desse liquido 10nico estiver abaixo da sua CAC (8,0 mM no caso), ini-
cialmente moléculas individuais de [bmim]Cl irdo se ligar ao DNA por atracdo eletrostatica
entre os grupos bmim+ e os grupos fosfato da dupla hélice, que sdo carregados negativamente.
Quando a concentracdo total de [bmim]Cl atinge o CAC, os dimeros de [bmim]Cl (n ~ 2) se-
rdo o elemento preferencial de ligagdo ao longo da dupla hélice. De fato, na faixa de 8,0 mM
< [[bmim]Cl] < 15 mM a atragdo eletrostdtica entre 0 DNA e o [bmim]Cl ainda predomina,
embora [bmim]Cl tenha comecado a formar agregados em solucdo, conforme sugerido pelo
grifico da Figura No intervalo 15 mM < [[bmim]CI] < 70 mM, o aumento da concen-
tracdo total de [bmim]Cl d4 origem a um efeito importante: como consequéncia da reducao da
repulsdo eletrostética entre diferentes segmentos do DNA, devido a ligacdo do [bmim]Cl, as
cadeias alquilicas das moléculas de [bmim]Cl ligadas passam a interagir por meio de interacoes
hidrofébicas, contribuindo para a compactacdo do DNA. Uma conclusdo muito semelhante foi
encontrada para a interacio entre o DNA e o liquido idnico [C12mim]Br [67], bem como para
a interacdo do DNA com o surfactante brometo de dodeciltrimetilamdnio (DTAB) [68]]. As-
sim, o aumento da entalpia com a adicdo de [bmim]Cl nesta faixa de concentracdo (15 mM <
[[bmim]CI] < 70 mM) estd associado ao rearranjo estrutural dos complexos DNA-[bmim]Cl
sobrepostos pela ligacdo de [bmim]Cl ao DNA. Este fendmeno induz flexdes na molécula de
DNA, com consequente diminui¢do da persisténcia aparente e dos comprimentos de contorno
e, consequentemente, do raio de giro. Finalmente, para [[bmim]Cl] > 70 mM, a saturacdo dos
sitios de ligagdo disponiveis comega a ocorrer e temos A H;,,; ~ 0. Outras modificacdes serdo
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devidas principalmente a rearranjos na estrutura espacial 3D do complexo.

Assim, vale a pena notar que o comportamento da ligacdo de [bmim]Cl ao DNA pode ser
modulado ajustando a razao molar do liquido idnico para o DNA. Infelizmente, os varios deta-
lhes moleculares diferentes envolvidos em tal intera¢do nio nos permitiram determinar a cons-
tante de equilibrio de associacdo e a estequiometria da reacao de ligacdo.

Com base na discussdo acima, o mecanismo molecular de interagdo entre o [bmim]Cl e o
DNA ¢ esquematicamente ilustrado na Figura

Figura 7.22: lTlustra¢do esquematica da interagdo entre o [bmim]Cl e o DNA. (a) 0 < [[bmim]Cl] < 8,0
mM, (b) 8,0 mM < [[bmim]Cl] < 15,0 mM, (c) 15,0 < [[bmim]CI] < 70,0 mM e (d) [[bmim]Cl] > 70,0
mM.

Similarmente ao caso do [bmim]Cl, observamos variagdes nas propriedades mecénicas do
complexo DNA-[omim]Cl através dos experimentos de pinga dptica. Neste caso, no entanto, a
transi¢do do semiflexivel para o flexivel da elasticidade do polimero mostrou-se ndo coopera-
tiva, indicando que os mondmeros de [omim]Cl interagem com o DNA - resultado que também
estd de acordo com as medidas de condutometria mostrado na Figura[7.21]

Nos experimentos de pinca magnética observamos que a compactagdo do DNA pode ocorre
em uma concentragdo total de [omim]Cl de 3,5 mM mesmo se uma forca constante da ordem
de ~ 0,28 pN for aplicada para estirar o DNA. Este resultado provavelmente é consequéncia do
fato de o [omim]Cl apresentar uma cadeia hidrofébica mais longa, o que aumenta as interacdes
hidrofébicas relacionadas a compacta¢ao dos complexos DNA-[omim]CI.

Voltando a atencdo agora para os dados de calorimetria isotérmica de titulacdo do complexo
DNA-[omim]Cl, podemos realizar uma andlise semelhante a feita anteriormente para [bmim]Cl.
Os valores positivos encontrados para as quantidades AH;,, e TAS?, indicam a dominancia
de forcas hidrofébicas na interacdo entre o [omim]Cl e DNA. A contribui¢do do ganho de
entropia dominou a formacao de tais complexos devido a liberagdo de moléculas de dgua para o
volume da solucdo que, antes da interacdo, solvatou as partes hidrofébicas do DNA e [omim]Cl.
Observe que DNA e [omim]Cl interagem com uma pequena magnitude de AH;,,. Para fins de
comparacao, [omim]Cl interage com a proteina BSA [69] e com ciclodextrinas [[70] com valores
de AH{, de -10,4 kJ/mol e -4,3 kJ/mol, respectivamente, que sdo cerca de duas a trés ordens
de grandeza superiores ao que encontramos no presente trabalho.

Quando a concentracgdo total de [omim]Cl estd abaixo de 1 mM, moléculas individuais de
[omim]Cl ligam-se a0 DNA por atragdo eletrostatica entre os grupos omim+ e grupos fosfato
negativos da dupla hélice, promovendo uma diminui¢@o na repulsdo eletrostatica entre segmen-
tos, aproximando diferentes partes do DNA resultando numa diminui¢do do comprimento de
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persisténcia. Com esta aproximacao, as cadeias hidrofébicas das moléculas de [omim]Cl liga-
das tendem a interagir via forcas hidrofébicas, contribuindo para a compactagao dos complexos.
Na faixa de 1 mM < [omim]CI < 2,5 mM, hd predominéncia de intera¢des hidrofébicas, tanto
entre as cadeias alquilicas dos [omim]Cl ligados, quanto das cadeias hidrofébicas de [omim]Cl
livres com as bases de DNA.

Observe que nos experimentos de pinca Optica, o valor encontrado para a saturacdo dos
sitios de ligacdo do DNA € em torno de ~ 2,5 mM, onde hd uma saturacdo do raio de giro,
ver Figura [7.15[b). Tal concentragdo de saturagdo estd muito préxima do valor de saturagdo
encontrado nas medidas de calorimetria isotérmica de titulagdo, ver Figura[7.20{c), para o qual
AH;p ~ 0.

Os resultados obtidos para a constante de equilibrio de associacdo dos dados de pinca 6p-
tica e calorimetria isotérmica de titulacdo sdo muito diferentes, sendo este ultimo cerca de duas
ordens de grandeza superior. Tal diferenca, no entanto, pode ser facilmente compreendida.
Na anélise dos experimentos de pinga Optica, os parametros de ligacdo sdo obtidos a partir da
curva de comprimento de persisténcia em func¢do da concentracio do ligante. Observe que para
[omim]Cl1 superior a 1,0 mM, o valor do comprimento de persisténcia € aproximadamente cons-
tante, de modo que a constante de associacdo de ligacdo medida reflete basicamente a interagao
no intervalo 0 < [[omim]CI] < 1,0 mM, ou seja, a regido de concentracdo onde a interagao ele-
trostética € a principal forca motriz, conforme concluido a partir dos dados da Figura [7.20(c).
Por outro lado, o resultado da constante de ligacdo obtida das medidas de calorimetria isotér-
mica de titulacdo refere-se principalmente a regido de concentracido onde AH,,; varia (1 a 2,5
mM), isto é, a faixa de concentracdo onde a interacao hidrofébica € a principal forca motriz.
Portanto, os dados de pinga dptica nos permitiram obter uma constante de ligacdo basicamente
associada a forca motriz eletrostatica, enquanto nos dados da calorimetria isotérmica de titu-
lagdo, o valor da constante esta associada a for¢a motriz hidrofébica, que € consideravelmente
mais forte neste sistema, conforme discutido anteriormente.

Finalmente, com base nesta discussio, o mecanismo molecular de interag¢do entre o [omim]Cl
e o DNA ¢ ilustrado na Figura

Figura 7.23: llustra¢do esquematica da interagdo entre o [omim]Cl e o DNA. (a) 0 < [[omim]Cl] < 1,0
mM, (b) 1,0 mM < [[omim]Cl] < 2,5 mM e (¢) [[omim]CI] > 2,5 mM.

Os dados aqui apresentados compdem o artigo "Imidazolium-based ionic liquids binding to
DNA: mechanical effects and thermodynamics of the interactions"”, que foi publicado na revista
International Journal of Biological Macromolecules em junho de 2022.
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7.5 Conclusao

No presente trabalho apresentamos uma caracterizagao robusta das interagdes de DNA com
dois importantes liquidos i6nicos a base de imidazdlio: cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio
([bmim]Cl) e cloreto de 1-octil-3-metilimidazdlio ([omim]Cl), usando tanto abordagens de mo-
lécula tnica (pinga dptica e magnética) quanto abordagens de multiplas moléculas (calorimetria
isotérmica de titulacdo e medidas de condutometria).

Os dados de pinga dptica e pinga magnética permitiram obter as mudangas nas propriedades
mecanicas dos complexos de DNA formados com ambos os liquidos idnicos, bem como obter
os parametros fisico-quimicos (de ligacdo) relevantes da interacdo, como as constantes de equi-
librio de associacao e o grau de cooperatividade da reacdo de ligacdo. Apesar da fraca ligacao
medida entre 0 DNA e os dois liquidos 10nicos, as técnicas de molécula tnica permitiram iden-
tificar uma transi¢do no regime de elasticidade do polimero para os complexos formados, o que
resulta em uma compactacgdo relevante do DNA em altas concentragdes de liquidos idnicos.

As medi¢des de calorimetria isotérmica de titulacdo e de condutometria, por outro lado,
complementaram as medi¢des anteriores dando uma caracterizacdo termodinamica completa
das interacoes, o que nos permitiu identificar as forcas motrizes mais relevantes em varias faixas
de concentragdo dos liquidos i0nicos.

Finalmente, com base nos resultados obtidos com todas essas técnicas, propusemos um
modelo para o esquema de ligacao nas diferentes faixas de concentracdo tanto para [bmim]Cl
quanto para [omim]Cl. Dada a riqueza de detalhes sobre as medi¢des e andlises aqui realizadas,
o presente trabalho pode, assim, orientar futuras pesquisas sobre as interagdes entre dcidos
nucleicos e liquidos i0nicos e, de forma geral, entre DNA e pequenos ligantes que se ligam por
meio de interacdes eletrostaticas e hidrofébicas.
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Capitulo 8

Conclusoes finais e perspectivas

Neste trabalho, aplicamos seis técnicas diferentes em duas frentes de estudo.

Na primeira parte, implementamos a montagem da pinga 6ptica holografica em nosso la-
boratério. Utilizando um modulador espacial de luz, conseguimos transformar um feixe de luz
com perfil gaussiano num feixe com perfil de Bessel. Conseguimos capturar microesferas para-
magnéticas, que nao sao pincadas no feixe gaussiano, e verificamos como a constante de forca
da pinga varia com a altura do pincamento, poténcia do laser e com diferentes raios do feixe
de Bessel. Utilizamos um modelo de optica geométrica, que considera a aberracdo esférica e
a absorcao de luz pelas particulas, para realizar cdlculos numéricos dos valores da forga total.
Este modelo ndo possui parametros ajustdveis, ou seja, foi necessario medir todos os parametros
para realizar os cédlculos. Comparamos nossos resultados experimentais com o modelo tedrico
e observamos uma excelente concordancia.

Na segunda parte, estudamos a interacdo da molécula de DNA com dois liquidos i6nicos
a base de imidazdlio: cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio ([bmim]Cl) e cloreto de 1-octil-3-
metilimidazolio ([omim]ClI), usando tanto abordagens de molécula tinica (pinga Optica e mag-
nética) quanto abordagens de multiplas moléculas (calorimetria isotérmica de titulagdo e medi-
das de condutometria). Vimos que os dois liquidos i6nicos interagem com a molécula de DNA
e promovem uma mudanca de elasticidade dos complexos formados, passando de um regime
semi-flexivel para flexivel. Tal mudanca resulta numa compactacao da molécula de DNA. Atra-
vés das medidas de calorimetria isotérmica de titulagdo, verificamos que a interagcao hidrofébica
€ a principal responsédvel por promover tal compactacdo. No caso do [bmim]Cl, vimos que a in-
teracdo apresenta cooperatividade positiva. Por meio de medidas de condutometria observamos
que a partir da concentragdo (CAC = (8,0 &+ 0,4) mM) ocorre a formacdo de dimeros e esses
passam a interagir com a molécula de DNA, resultado confirmado com os experimentos de
pinga dptica. Por outro lado, nossas medidas mostraram que somente monomeros de [omim]Cl
interagem com a molécula de DNA. As medidas de pin¢ca magnética e pinga Optica permitiram
concluir que a compactacdo do DNA promovida pelo [bmim]Cl € mais fraca que a promovida
pelo [omim]Cl. Tal fato ocorre porque o comprimento das cadeias de carbono das moléculas de
[omim]Cl1 € duas vezes o valor correspondente de [bmim]CI.

A principio esses dois trabalhos podem parecer nao estar relacionados, mas eles serdo fun-
damentais para implementar uma ping¢a hibrida optomagnética em nosso laboratério. Com a
implementagdo da pinga Optica holografica, agora € possivel manipular com a luz microesfe-
ras superparamagnéticas, que sao as mesmas utilizadas nos experimentos de pinca magnética.
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Dessa forma, agora estamos aptos a acoplar os dois sistemas num mesmo microscopio possi-
bilitando aplicar simultaneamente forcas dpticas e magnéticas, isso seria uma perspectiva im-
portante deste trabalho. Pretendemos também aprimorar a montagem da pin¢a magnética para
realizar tor¢des na molécula de DNA.
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Apéndice A

Artigos publicados e submetidos

A.1 Artigos relacionados a tese

A.1.1 Revista Applied Optics
Bessel beam optical tweezers for manipulating superparamagnetic beads

Esse artigo refere-se a primeira parte deste trabalho e foi publicado em abril de 2021.

A.1.2 Revista International Journal of Biological Macromolecules

Imidazolium-based ionic liquids binding to DNA: mechanical effects and
thermodynamics of the interactions

Esse artigo refere-se a segunda parte do trabalho e foi publicado em junho de 2022.

A.2 Artigos relacionados a outros projetos

A.2.1 Revista Optics Letters
Silicon microparticles as handles for optical tweezers experiments

Este artigo foi publicado em janeiro de 2020. Colaborei nas discussdes e no célculo da
constante de forca. Esse trabalho € fruto do projeto de doutorado do aluno Tiago Moura.

A.2.2 Revista Journal of the Brazilian Chemical Society

Allyl Dibenzoylmethane Derivative: Antimelanoma Activity and Study of
Its Molecular Mechanism of Interaction with DNA

Esse artigo publicado em julho de 2021. Realizamos as medidas de pinga dptica para estudar
o mecanismo de interagdo entre a molécula de DNA e 1,3-diphenyl-2-allyl-1,3-propanedione
(DPAP), composto estudado para ser utilizado no tratamento de melanoma.
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A.2.3 Revista Physical Review E

Dodecyltrimethylammonium bromide surfactant effects on DNA:
Unraveling the competition between electrostatic and hydrophobic
interactions

Esse artigo foi publicado em setembro de 2021 e foi fruto de uma colaboragdo com o ex-
aluno Eduardo Ferreira. Nesse artigo consta a primeira medida com a nossa montagem da pinca
magnética.
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