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Resumo

LIMA, Carlos Henrique Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2018. Estudo da interacao do intercalante Doxorrubicina em condensados
de DNA via espectroscopia de forga. Orientador: Marcio Santos Rocha.

Iniciamos este trabalho estudando o pincamento 6ptico que foi a técnica experimental
fundamental para realizacao desse projeto. A pinca Optica Trata-se de uma técnica
de micromanipulagao bastante utilizada para estudar particulas e sistemas biologicos
com tamanho na escala de micrometro. Através da técnica caracterizamos via espec-
troscopia de forga as interacoes do DNA e albumina do soro bovino (BSA) mostramos
o processo de compactacao do DNA por interacao de deplecao, em seguida estudamos
interagoes DN A-ligantes que constitui um campo interdisciplinar de conhecimento, com
importancia fundamental tanto no entendimento de varios processos intracelulares ba-
sicos (divisao celular, transcri¢ao, tradugao) bem como na aplica¢ado em tratamento de
doengas humanas (quimioterapias, terapias génicas). Neste sentido, farmacos interca-
lantes desempenham papel central devido a sua larga aplicagao em diversos tipos de
quimioterapias. Os intercalantes modificam a estrutura mecanica da dupla hélice da
molécula de DNA ao interagirem com o mesmo, de forma que as caracteristicas fisico-
quimicas da interacao podem ser estudadas via ensaios mecanicos, como por exemplo
em experimentos de estiramento de moléculas tinicas de DNA realizados por pincas
Oticas ou magnéticas. Entretanto, quase totalidade dos trabalhos disponiveis na litera-
tura a respeito das interagoes de intercalantes com o DNA foram realizados com este
altimo disperso em solugao, numa conformacao muito diferente da encontrada no inte-

rior das células, onde o DNA esta fortemente compactado formando a cromatina. Na
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segunda parte do trabalho estudamos a influéncia da histona linker H1 para dinamica
da cromatina e sua importancia para regulacdo da cromatina ao interagir com farmaco

doxorrubicina.
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Abstract

LIMA, Carlos Henrique Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2018.
Study of the interaction of Doxorrubicin intercalant in condensed DNA
via spectroscope of force. Adviser: Marcio Santos Rocha.

The study of optical tweezers technique initiates this thesis work on account of being
underlying to this project accomplishment. The optical tweezer is a technique of micro-
manipulation very useful to work with biological systems and particles in the microme-
ter size scale. By using this technique we characterized per force spectroscopy the DNA
and bovine sorum albumin (BSA) interactions, featuring the process of DNA compac-
tation by depletion interaction, then the DNA-binders interactions were studied, this
last concerns an interdisciplinary field of knowledge being fundamental to understand
a lot of basic intracellular processes (cell division, transcription, translation) as well as
the treatment of human diseases (chemotherapies, gene therapies). In this sense, DNA
intercalator drugs play the main role owing to its large application in many kinds of
chemotherapies, this drugs modify the mechanical structure of the double helix in the
DNA molecule during the interaction, so the physicochemical features of this interac-
tions can be studied by mechanical essays as in the single molecule DNA stretching
realized by optical or magnetic tweezers. However, almost every available work in the
literature about the interactions between DNA and intercalators were done with the
suspended molecule wich differs a lot from the intracellular medium, were there are
found tightly compacted forming the chromatin. In the second part of this work the
H1 histone linker influence for the chromatin dynamics were studied and its importance

to regulate the chromatin during the interaction with the doxorrubicin were discussed.
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Introducao

As pingas 6pticas foram inicialmente desenvolvidas para a micromanipulagao e
aprisionamento de atomos [1], mas foi no campo da Fisica Biologica que essa poderosa
ferramenta experimental encontrou suas maiores aplicacoes. FEm 1986, A. Ashkin,
considerado o pioneiro nessa técnica, relata a primeira observacao de uma armadilha
optica estavel utilizada para o aprisionamento, em trés dimensoes, de particulas na
faixa de ~ 25 nm até ~ 10 nm, utilizando uma tnica pinga optica [2].

No ano seguinte a essa publicacdo, Ashkin relata, em um novo trabalho, uma
das primeiras aplicagoes da pinga 6ptica na Fisica Biologica: o aprisionamento de virus
e bactérias em solucao aquosa, utilizando um laser de argdnio com uma poténcia de 120
mW [3]. Desde as descobertas de Ashkin e seus colaboradores, as pingas 6pticas foram
(e ainda sdo) empregadas no estudo de uma variedade de sistemas biologicos, dentre
os quais podemos citar: manipulacao de células individuais [4], estudo de propriedades
mecanicas de membranas celulares [5|, formacao de bolhas (do termo inglés blebs)
em células, na formagao de células hibridas, dinamica dos cromossomos durante o
processo de mitose, no estudo de proteinas, como a RNA polimerase [6], no estudo
das propriedades mecéanicas de biomoléculas, como o DNA [7]. Outras importantes
aplicacoes dessa técnica podem ser encontradas nas referéncias |8, 9|.

De uma maneira geral, as pingas 6pticas sao ferramentas experimentais bastante
simples, sendo compostas basicamente por um laser fortemente focalizado por uma ob-
jetiva de grande abertura numeérica!. Veremos detalhadamente no Capitulo 4 e 5 quais

sao as condicoes para que ocorra o pincamento 6ptico e a descricao do experimento.

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



Introducao e Motivacao

Nosso trabalho consiste em determinar as curvas de forca x extensao para a
molécula de DNA e os complexos DNA condensados - farmacos. Utilizando o mo-
delo teorico deduzido por Marko e Siggia|10], ajustamos as curvas obtidas e extraimos
dois parametros importantes para nossas analises: o comprimento de persisténcia? e o
comprimento de contorno®

A investigacao das interagoes DNA-ligantes constitui um campo interdiscipli-
nar de conhecimento, com importancia fundamental tanto no entendimento de varios
processos intracelulares basicos (divisao celular, transcrigao, tradugao) bem como na
aplicacdo em tratamento de doencas humanas (quimioterapias, terapias génicas).

Neste sentido, farmacos intercalantes desempenham papel central devido a sua
larga aplicacao em diversos tipos de quimioterapias. Os intercalantes modificam a es-
trutura mecanica da dupla hélice da molécula de DNA ao interagirem com o mesmo,
de forma que as caracteristicas fisico-quimicas da interacao podem ser estudadas via
ensaios mecanicos, como por exemplo em experimentos de estiramento de moléculas
unicas de DNA realizados por pincas 6ticas ou magnéticas. Entretanto, a quase totali-
dade dos trabalhos disponiveis na literatura a respeito das interacoes de intercalantes
com o DNA foram realizados com este tltimo disperso em solucao, numa conformacgao
muito diferente da encontrada no interior das células, onde o DNA esta fortemente
compactado formando a cromatina.

Na primeira parte do nosso trabalho utilizamos a técnica de pingamento 6ptico
para estudar os efeitos do farmaco intercalante doxorrubicina em condensados de DNA
induzidos pela proteina BSA.

A ativacao de genes eucaridticos requer o desdobramento seletivo da fibra de
cromatina para acessar o DNA para processos como transcricao, replicacao e reparo de
DNA. A proteina H1 nos mostra que tem um influencia desdobramento da cromatina
essa onde alguns pontos dessa premissa permanecem obscuros. Aqui, investigamos a
resposta de estiramento das fibras de cromatina por pincamento 6ptico. Nessa etapa

do projeto caracterizamos comportamento fio de cromatina para baixas e atas forgas e

20 comprimento de persisténcia fornece informacio sobre a elasticidade da molécula.
30 comprimento de contorno é a distancia ponta - & - ponta do polimero quando este se apresenta
totalmente esticado.



Introducao e Motivacao

fizemos andlise da variacao da H1 na formacao da estrutura do octamero.

Em sintese, no Capitulo 2, discutimos os aspectos gerais sobre DNA e cromatina
descrevendo os niveis de compactacao.

No Capitulo 3, discutimos brevemente sobre a interacao de deple¢ao, suas ca-
racteristicas caracterizando o agente depletante e sua morfologia.

No Capitulo 4, discutimos brevemente albumina do soro bovino (BSA), apresen-
tamos todo o procedimento experimental para a caracterizacao da interacao DNA-BSA
e DNA-BSA com a doxorrubicina (Doxo) e resultados.

No Capitulo 5, apresentamos os resultados experimentais obtidos para a intera-
cao entre a molécula de DNA e histonas, obtidos utilizando a espectroscopia de forca

e finalmente, no Capitulo 6, apresentamos as conclusoes e perspectivas deste trabalho.



Capitulo 1

DNA e Suas Caracteristicas

Uma das maiores descobertas da ciéncia moderna foi a revelacao da estrutura
tridimensional da molécula do Acido Desoxirribonucleico, conhecido como DNA [11].
O DNA é responsavel por armazenar a informacao genética nos seres. Ele é capaz
de se autoduplicar e de se traduzir em proteinas, e é também susceptivel a mutacoes.
O modelo estrutural compativel com o DNA foi proposto por Watson e Crick, em
1953, o que lhes rendeu o Prémio Nobel de Medicina no ano de 1962. Desde esta
descoberta, inimeros estudos foram realizados e diversas aplicagoes in vivo e in vitro,
foram desenvolvidas. Nesta secao descreveremos o modelo estrutural da dupla-hélice

12].

1.1 A Estrutura do DNA

Podemos considerar a molécula de DNA um polimero de unidades de desoxir-
ribonucleotideos. Os desoxirribonucleotideos sao compostos por um acgicar conhecida
como desoxirribose. Temos as bases nitrogenadas sao divididas em purinas que pos-
suem dois anéis arométicos, adenina (A) e guanina (G) ou pirimidinas que possuem
um anel aromético, citosina (C) e timina (T). As bases ligam-se ao carbono 1" da pen-
tose através de uma ligacao glicosidica 3. Os desoxirribonucleotideos formam cadeias
ligados entre si por ligacoes fosfodiéster estabelecidas entre o grupo fosfato e o grupo

hidroxila do carbono 3" do nucleotideo.
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Figura 1.1: A etrutura de nucleotideo [13]

1.2 A dupla hélice de DNA: O modelo descrito por
Watson e Crick

As ligacoes fosfodiéster nas duas fitas estao em direcoes opostas, uma na di-
recao b0 — 30 e outra na direcao 30 — 50, sendo portanto, antiparalelas. As bases
nitrogenadas adjacentes sdao unidas por ligacoes de hidrogénio. Entre T e A sao for-
madas duas ligacoes de hidrogénio, enquanto que entre C e G se formam trés ligacoes.
Entretanto, estudos indicam que os pares AT e CG tém aproximadamente o mesmo
tamanho e dimensoes semelhantes. Como ambos 0s pares ocupam o mesmo espaco, a
dupla-hélice apresenta um diametro uniforme ao longo do contorno da molécula. Sendo
assim, nao existem restricoes quanto a sequéncia assumida pelos nucleotideos ao longo
da molécula. A relacao molar entre A e T é igual a 1, o mesmo acontece para as con-
centracoes de C e G. Entretanto, a quantidade molar de AT e de CG varia de acordo
com a sequéncia de DNA analisada. Essa caracteristica de pareamento tem grande
importancia. Essa propriedade garante a replicacao precisa de cadeias longas de DNA
e a transmissao das informacoes genéticas as proteinas, via transcrigao.

Para estabilizar a estrutura da dupla-hélice de DNA, varias forcas agem em
conjunto. Essas forcas devem ser fortes o suficiente para manter em sua unidade, mas
devem permitir uma flexibilidade conformacional, essencial para sua atividade. Além

das ligagoes covalentes, que unem os atomos nas moléculas, outras forcas mais fracas
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Figura 1.2: Estrutura quimica de uma parte da molécula do DNA. Estao ilustradas as ligagoes
de hidrogénio, algumas bases nitrogenadas e o esqueleto de agucar fosfato.

atuam no DNA.

1.3 Desnaturacao e Renaturacao do DNA e Tipos de
DNA

Esses fendmenos sao de fundamental importancia para os processos de replica-
¢ao, transcricao e recombinacdo génica. A Etimologia da palavra desnaturacao e rena-
turacao significam fusao e reanelamento. O fenomeno de desnaturacao caracteriza-se
pela quebra das ligacoes de hidrogénio, o que leva a separacao das fitas complementa-
res do DNA. O processo antagonico é denominado renaturacao. Ambos os processos
podem ser obtidos in vitro, sob condigoes peculiares.

Alguns fatores podem desencadear a desnaturagdo do DNA como, por exemplo,
o aumento da temperatura, a titulagao com é&cidos ou alcalis e por agentes desnaturan-
tes como a formamida e o dimetil sulfoxido (DMSO). Outros fatores como a diminui¢ao
da energia cinética da molécula e a presenca de substancias intercalantes também levam
a desnaturacao do DNA [14]

Existem trés tipos diferentes de DNA encontrados em condicoes fisiologicas do
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tipo B, tipo A e tipo Z. O DNA pode ter diferentes conformacoes, dependendo de sua
composi¢ao de bases e do meio em que se encontra. Os diferentes tipos de DNA sao
descritos com base na técnica de cristalografia. A forma mais habitual é a B. A forma
A é menos hidratada e mais condensada, e a forma Z tem um esqueleto em ziguezague,
e possui uma hélice com giro para a esquerda, enquanto as formas A e B tém hélices
com giro para a direita. Na forma B, o DNA possui um comprimento médio de 0,34 nm
por par de base, e uma densidade linear média de massa de 1900 Da/nm. O diametro
médio da hélice é de 2,37 nm, e a molécula possui 10,4 pares de base por volta da
hélice. O angulo médio de rotacao entre dois nucleotideos adjacentes é de 34,6°[13]. A

figura 1.3 mostra os trés tipos de DNA.

Figura 1.3: Diferentes tipos de DNA encontrados em condigoes fisiologicas: A, B e Z respec-
tivamente [13]

1.4 Base Estrutural da Cromatina

Nesse topico iremos abordar alguns aspectos sobre a compactagao do DNA via
interacao com proteinas, e vamos descrever as interacoes entre DNA e histonas. Na dé-
cada de 70 iniciaram-se os estudos sobre estrutura da cromatina, mas somente em 2009,
um artigo publicado na revista Nature trouxe uma relacao de estruturas altamente de-

sejadas pelos cristalografos [16]. Dentre elas, figurava a estrutura da cromatina. Esse
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artigo descreveu de forma coerente como se comporta a arquitetura da cromatina, po-
demos afirmar isso porque foi o primeiro artigo a descrever a estrutura em funcao dos
processos celulares.

A cromatina é formada, basicamente, por complexos de DNA e proteinas, o
que possibilita a acomodacao de quase dois metros de DNA dentro do ntcleo de cada
célula humana. O processo de condensacao do DNA ¢é regulado por outras moléculas
nucleares, tanto pequenas moléculas como outras proteinas com atividade enzimatica
ou remodeladora da cromatina.

A unidade fundamental da cromatina é o nucleossomo que consiste em, aproxi-
madamente, 146 pares de bases do DNA enroladas ao redor de um octamero central de
proteinas conhecidas como histonas. Essas proteinas, inicialmente, foram consideradas
como componentes meramente estruturais, mas agora sao reconhecidas. Pelo impor-
tante papel que desempenham na manutencao do equilibrio dinamico da cromatina, o
octamero é formado por quatro histonas que sao H1, H2a, H2b, H3 e H4 [17].

O octamero é formado por dois pares de cada uma das histonas, H2A, H2B, H3
e H4. Estando em solucao, as histonas H2A e H2B apresentam-se na forma de dois
heterodimeros e H3 e H4 formam um tetramero (Figura 2b). Com a associagao destes
complexos (2 dimeros e 1 tetramero) se d& a formacao do octamero (Figura 2b).

As histonas do octamero possuem uma estrutura globular bastante conservado
evolutivamente, ao redor do qual a dupla fita de DNA se enrola, e um dominio N-
terminal, denominado cauda. As caudas N-terminais das histonas do octamero sao de-
sestruturadas, flexiveis e ricas em residuos de arginina e lisina, o que lhes confere carga
altamente positiva no ambiente celular essa carga positiva é um dos principais motivos
para as histonas interajam com DNA pois ocorrerd uma interacao eletrostatica.[18|

Até o momento descrevemos dois pares de histonas que formam o octamero, mas
temos uma quinta histona a H1 também conhecida como linker histona, que participa
de forma fundamental na organizacao da cromatina mesmo sem estar envolvida na for-
macao do nucleossomo. Sua ligacao ao nucleossomo promove aumento na organizacao
e compactacao da estrutura da cromatina.

Utilizando diferentes combinacoes de nucleossomos, com tamanhos de linker
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Figura 1.4: : Estrutura do nucleossomo. a) temos as vistas frontal e lateral da estrutura
de um nucleossomo descrita por cristalografia. Temos H2A em amarelo; H2B em rosa; H3
em azul, H4 em verde, fitas de DNA em turquesa e laranja.[18] b) Esquema representando a
formagao dos dimeros de H2A-H2B e do tetramero de 2H3-2H4.

DNA distintos, Routh e colaboradores mostraram que a ligacao da H1 & cromatina in
vitro corrobora com aumento na sua compactagao em niveis tanto mais altos quanto
maior for o tamanho do linker DNA |, chegando a uma espessura média de 34,3 nm para
(61 nucleossomos e linker DNA de 50 pares de bases) e 21,3 nm para(80 nucleossomos
e linker DNA de 20 pares de bases) [19].

Aplicando a técnica ultracentrifugacao analitica, foi demonstrado, ainda, que
apenas em presenca da H1 é alcancado o nivel de compactacao da cromatina nativa [19].
A cromatina utilizada no experimento foi extraida de figado de rato. Foram realizados
experimentos usando células-tronco embrionarias de camundongos, onde evidenciou-se
que reduzindo a cerca de 50% da quantidade normal de H1 causou mudancas dréasticas
na estrutura da cromatina, incluindo reducao global do espacamento entre nucleosso-
mos e diminuicao local da compactacdo da cromatina [20]. Podemos afirmar que a
proteina H1 é de extrema importancia para construcao morfologica da cromatina e
consequentemente, para a resposta transcricional da estrutura da cromatina, como a

epigenética [21].
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1.5 Caracteristicas da compactacao da Cromatina

O processo de compactacao do DNA é um fendomeno que ocorre por certos niveis
de condensacao da molécula, vamos descrever algumas situacoes como se comporta a
morfologia do DNA.

O empacotamento do DNA sob forma da cromatina pode chegar a um nimero
surpreendente de bilhoes de pares de bases por células (DNA humano), para compre-
endermos melhor essa logistica molecular, de extrema importancia para manutencao
da vida, vamos descrever os niveis de empacotamento. O empacotamento ocorre por
niveis, desde a dupla fita livre de DNA que acomoda bilhdes de pares base, dentro dos
niicleos celulares, até a niveis menos compactados conhecidos como “colar de contas”,
que possuem em média uma espessura de aproximadamente 10nm e consiste de uma
sequéncia de nucleossomos separados entre si pelo linker DNA [22]. Devido ao processo
de compactagao da cromatina, pode-se dizer que ela constitui o principal regulador [23].

Outro fator que interfere no dobramento da cromatina é a concentragao salina
do meio que esta inserida a cromatina, ou seja, depende da forca idnica do meio. Em
1979 Thoma et al., iniciaram um estudo sobre a influéncia da forca idnica no processo
de compactacao da cromatina.

A primeira problematica estudada foi o efeito da forca i6nica sobre a morfologia
de fibras de cromatina em presenca e auséncia de H1. Por microscopia eletronica,
F. Thoma F. Thom et al, observou que aumentando a forca idnica a cromatina se
dobra progressivamente. Foi observado que a compactacao também foi crescente com
aumento da for¢a idnica em auséncia de H1, porém, com menos intensidade e com
isso gerando fibras menos bem definidas do que em sua presenca. Outra informacao
importante que obtiveram é que quando a forca i6nica for muito baixa, viu-se que
os nucleossomos estavam presentes apenas em presenca da H1 [24]. A figura abaixo

descreve os niveis de compactacao da cromatina.
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Iigura 1.5: Niveis de compactagdo do DNA [25].

Apesar da estrutura cristalografica do nucleossomo ter sido determinada na dé-
cada de 90, ainda existe muita discussao em relacao a estrutura da fibra de cromatina.
A utilizacao de varias técnicas como dicroismo circular, espectroscopia de forca e mi-

croscopia eletronica e etc permitiram estabelecer alguns modelos tedricos [26, 27, 28|.



Capitulo 2

Albumina do Soro Bovino (BSA):

Caracteristicas e Interacoes

Neste capitulo temos como objetivo fazer uma breve descricao acerca das princi-
pais caracteristicas da albumina soro bovino (BSA) e descrever como ocorre a interagao
da BSA com a molécula de DNA em uma certa configuracao. Este estudo da interacgio
DNA e BSA nos ajuda a compreender como a molécula de DNA se comporta em um
ambiente aglomerado, com isso simulando uma realidade mais préoxima encontrada no

sistema celular [34].

2.1 BSA e Suas Caracteristicas

A BSA é a proteina mais abundante no sangue bovino, em média com a concen-
tracao tipica 40g/L. A sua estrutura ¢ parecida com HSA (Human Serum Albumin)
apresentando uma sequéncia de aminodacidos idéntica, em cerca de de 80 por cento
[30, 31].

Existem vérias funcoes importantes que a BSA é responsavel de realizar, como a
manutencao da pressao osmotica sanguinea, a regulacao do pH no plasma, possui efeito
oxidante e etc. A BSA dependendo de sua concentracao pode formar dimeros. O valor
do pH da proteina é que distingue se a carga vai ser positiva ou negativa, com pH 7,0

a BSA tem carga equivalente negativa, e as mudangas morfologicas de sua estrutura
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ocorre no intervalo no pH 4 e 8 A Figura 2.1 descreve a mudanca morfologica da BSA

32].

FormaN pH4.3 FormaF : FormaE

Figura 2.1: Aspecto conformacional da proteina BSA. pH 4,3 temos transi¢ao na forma
normal (n) em seguida temos a forma fast (f); No pH 2,7- temos a transi¢do na forma
(f) para forma estendida (e).|32]

Recentemente foi observado transicao de fase da molécula de DNA induzida pela
proteina BSA, onde foram realizados experimentos de microscopia de florescéncia para
monitorar a variacao da conformacao da molécula de DNA.

Verificou-se que as moléculas de DNA apresentam conformacao compacta para
algumas concentracoes de BSA, curiosamente coexistindo sal na solu¢ao ocorre uma
atraso na condensagao em comparacao a uma situacao com baixa concentracao salina
sendo uma caracteristica distinta a condensacao psi' a 2.2 descreve esse comportamento
. 34, 63]

As figuras geométricas representam as seguintes caracteristicas da conformagao
do DNA: os circulos claros representam DNAs nao compactados, os triangulos nao
compactados e parcialmente compactados, os quadrados compactados, parcialmente
compactados e compactados, triangulos escuros parcialmente compactados e compac-
tados e circulos escuros DNAs compactados.

Essas mudancas morfolégicas ocorre devido aumento da concentracao de BSA
no sistema. Em certas condicoes ocorre um fenomeno chamado forca de deplecao, por

exclusao de volume faz com que o DNA sofra um empacotamento.

LA condensacio- psi é a abreviacdo para sentenca de lingua inglesa polymer and salt indeced ou
seja condensacao induzida por polimeros e sal. Do DNA ¢é estudada experimentalmente e teoricamente
em diversos contextos [33].
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Figura 2.2: Diagrama abaixo descreve a fase da conformacao de DNA em funcao das
concentragoes de NaCl e BSA esse resultado foi obtido pelo grupo Yoshikawa.[34]

2.2 Forca de Deplecao

Dois primeiros pesquisadores a estudar interacao de deplecao foi Sho Asakura e
Fumio Oosawa em 1954, onde descreveram a interacao entre corpos imersos em solugoes
de macromoléculas. Essa interacao, exprime o efeito entropico experimentado por estes
corpos em funcao da exclusao de volume que sofre a solu¢ao de macromoléculas [36].

Podemos afirmar que a forca de deplecao que atua entre corpiisculos que se en-
contram dispersos em solugoes poliméricas (ou em meio a pequenas particulas), é uma
forca motivada pela pressao da solucao, consequentemente possui algumas caracteris-

ticas em comum com outros sistemas [37].

2.3 Interacao entre particulas e macromoléculas em
solucao

Vamos considerar duas placas paralelas imersas em uma solugao de macromo-
léculas, Asakura e Qosawa [36], definiram que para a situacao em que a distancia, h,

entre estas placas se faz menor que o diametro, d, das moléculas em solu¢ao, nenhuma

14
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destas pode permear a regiao entre as placas. Dessa forma passa a existir entre as pla-
cas uma fase de solvente puro, enquanto a solucao ao redor das placas estd permeada

por macromoléculas.
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Com isso ocorre uma diferenca de pressao entre a regiao que entre as duas placas
e seu entorno. Consequentemente passa a atuar de fora pra dentro na superficie de
cada placa, uma forca associada a diferenca entre a pressao osmotica da solucao de

macromoléculas, Iy, e a pressao osmoética do solvente puro, I1;.

2.3.1 Interacao entre particulas esféricas e macromoléculas em
solucao

Com o objetivo de estudar um sistema mais real possivel, fazendo a consideracao
mais basica possivel, idealizemos uma dispersao de particulas esféricas, impenetraveis,
cujo didmetro é D, (esferas maiores representadas na figura 2.3) em uma solucao de
macromoléculas, que em solugao assumem uma conformacao aproximadamente esférica,

representadas pelas esferas menores na figura 2.3, com diametro d.

Figura 2.3: A regido depletora é delimitada pela linha pontilhada. As setas na cor verde
indicam a atuacao da pressao osmotica sobre as particulas maiores.

A maior parte dos coloidais, consiste em uma mistura de particulas que podem
ser consideradas rigidas, entre as quais a interacao de exclusao de volume, ou repulsao
estérica, é bastante significativo, ou seja, duas particulas ndo ocupam o mesmo lugar

simultaneamente [39)].
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E preciso considerar aqui as exclusoes de todas as configuracoes para as ma-
cromoléculas que as levariam a adentrar a regiao delimitada pelas particulas maiores,
este efeito de exclusao de volume, também pode ser chamada repulsao estérica. De-
vido a essa exclusao de configuracoes a probabilidade de encontrar macromoléculas
em torno das particulas é menor, onde surge o que se denomina camada de deplecao
(ou regiao depletora) em volta das particulas esta. Limita¢do para a configuragao das
macromoléculas implica uma diminui¢ao na entropia [37].

Veja na figura 2.3 a representacao da regiao depletora delimitada pela linha
pontilhada em torno das particulas maiores, em uma solucao de macromoléculas apro-
ximadamente esféricas e menores. A pressao osmoética da solugao de macromoléculas
tende a atrair duas regioes depletoras expulsando as macromoléculas da regiao entre
as particulas maiores. Figura 2.3 : Representacao das dimensoes relevantes para a

interacao de deplecao.

Figura 2.4: Representacio das dimensdes relevantes para a interagao de deplecdo.

Em geral a espessura 0 da regiao depletora, representada na figura 2.4, deve

ser definida para cada sistema considerando-se a flexibilidade da macromolécula e a

17
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rigidez da particula, assim como suas respectivas dimensoes. No caso mais simples,
aqui considerado, a espessura da regiao depletora ¢ igual ao raio das particulas menores:
6 =2 137].

O volume delimitado pela intersecao entre as regioes de deplecao, é denominado
volume de sobreposicao, V;,, e estd representado na figura 2.4 pela por¢ao na cor
laranja. Observe que, de acordo com que as particulas maiores se aproximam, ou seja,
a distancia entre seus centros (h) diminui, o volume de sobreposi¢do V;, aumenta,
portanto o volume disponivel para as macromoléculas na solu¢ao aumenta.

A pressao osmotica devido a solugao de macromoléculas atua igualmente sobre a
superficie das particulas, com excecdo de uma area A na regiao entre as duas particulas,
que estd em contato apenas com o solvente puro. Nesse caso obtemos a seguinte equagao

para a forca de deplecao que atua sobre cada particula esférica:

F = —TIyA, (2.1)

A=Z[(D+d2—h, D<h<D+d
(2.2)

A=0, h>D+d.

A corresponde & area de se¢ao circular que corta o volume de sobreposicao V, exata-

h

mente no meio da distancia entre as duas particulas 3, Iy ¢ a pressao osmotica ideal

da soluc¢ao de macromoléculas, ou corpo da solugao [38].

O potencial devido a essa forca F pode entao ser escrito da seguinte forma:

W(h) = —IoV,y, (2.3)

ou entao em termos das distancias relevantes,

VWM:%m%pw+@&nuD+@%uﬂ,Dghgp+d

(2.4)
W (h) = 0, h>D+d.
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Da expressao para o potencial de interacdo W(h), obtém-se a confirmagao de
que a forca é atrativa, cujo alcance é igual a d, ou seja, 20, e nesse caso portanto, as

esferas tendem a se aproximar [37].

2.4 Efeitos de forma em interacoes de deplecao

A interacao de deplecao depende do volume de sobreposicao, que por sua vez
estéd relacionado com a regiao depletora definida em torno das particulas.

A flexibilidade e as interacoes entre segmentos afastados de uma cadeia poli-
mérica retrata a forma das macromoléculas interagentes em solucao, tanto depletadas
quanto depletantes. A concentracao do agente depletante também é um fator que influ-
encia a interagao, através da pressao osmoética da solugao. No entanto para uma dada
concentracao do agente depletante a forca de deplecao depende apenas do volume de
sobreposi¢ao [37].

O alcance da forca e o potencial de deplegao experimentam um aumento de
acordo com que se aumenta a assimetria entre os constituintes da solugao [38], pois o
volume de sobreposicao, V;,, depende do tamanho e formato dos coléides em suspensao.
Para cada formato geométrico dos interagentes o potencial de deplecao assume uma
forma diferente, embora dependa sempre da pressao osmotica da solugao, Ily. O livro
Colloids and the Depletion Interaction, |37|, apresenta os calculos para o potencial
de deplecao que atua em dispersoes coloidais para algumas formas geométricas de
particulas interagentes.

Como descrito anteriormente, a ductilidade das particulas da origem a regiao
depletora que implica uma diminuicao na entropia, S, das macromoléculas. Sob o
ponto de vista entropico, o comportamento de fase de uma suspensao coloidal é obtido
maximizando-se a entropia, o que ird minimizar a energia livre F— U - TS. A energia
de interacao, U, é nula para as particulas consideradas nesse caso [39].

O volume livre de uma suspensao composta por uma mistura de macromoléculas
é maximizado quando os componentes se separam. Isso ocasiona um aumento na

entropia translacional das macromoléculas, ao custo de uma diminuicao na entropia da
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mistura como um todo, podemos chamar esse fendémeno de ordenacao entropicamente
dirigida [39].

Em uma mistura de componentes acentuadamente assimétricos portanto, a inte-
racao de deplecao ¢ intensificada, tornando-se possivel separar particulas de diferentes
tamanhos e formatos [38], para uma certa concentra¢ao dos componentes nessa mistura.

A separacao dentre particulas esféricas e cilindricas induzida por polimeros esta
esquematizada na figura 2.5, nesse caso dizemos que os polimeros (curvas representadas
em preto na figura abaixo) sdo agentes depletados. A separac¢ao é um fenémeno rever-
sivel, pois ocorre para algumas concentracoes do agente depletante, acima, ou abaixo,
das quais a mistura é mantida [37]. Esta caracteristica permite a elabora¢do de um

diagrama de fases para misturas coloidais.

Figura 2.5: Separagao de particulas de formas diferentes induzida pela interacao de deplegao.
(Adaptado de [37]).

A segmentacao de particulas coloidais em funcao de sua geometria tem ganhado
atencao devido as varias aplicacoes nanotecnologicas, como por exemplo em dispositivos
nanoeletronicos, um indicio de tais aplicagoes e esclarecimentos sobre os procedimentos
experimentais podem ser encontrados em [37, 40, 41].

Ha a formacao de fases condensadas devido a interacao entre particulas e ma-
cromoléculas, para situacoes em que a forca de deplecao é suficientemente grande para
vencer possiveis repulsoes entre as particulas. A fase condensada ocorre somente sob
certas concentracoes de macromoléculas, a este desenvolvimento costuma-se dar o nome
de condensacao macromolecular. Uma mudanca nessas concentracoes pode fazer com
que fases adjacentes se tornem homogéneas ou que solu¢coes homogéneas separem-se

em fases.
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Uma intrigante possibilidade, a ser pesquisada, é que o meio intracelular, onde
existe uma grande diversidade de macromoléculas, seja regido por interacoes de deple-
¢ao, juntamente com outras interacoes ji bastante conhecidas. Por exemplo, dentre
toda sorte de polimeros que existem no meio intracelular entidades com caracteristicas
parecidas tendem a se aproximar, enquanto ocorre a segregacao de corpusculos com
caracteristicas muito diferentes. Esta separagdo da origem a uma questao biolégica
conhecida como microcompartimentalizacao celular que se refere & observacao de que
as macromoléculas em uma célula nao se distribuem uniformemente, mas tendem a se
separar sem a necessidade de qualquer membrana [39).

Um exemplo da interacao entre colbdides em suspensao pode ser observado na
coalescéncia de células vermelhas do sangue, denominadas eritrocitos, figura 2.6-a, que
pode ser explicada em termos da for¢a de deplecao. No sangue de uma mulher gravida
ou de uma pessoa com doenca infecciosa grave, observa-se que a concentracao de certas

I aumenta consideravelmente [42], o que contribui para o aumento

proteinas do plasma
da pressdo osmotica do plasma onde os eritrocitos atuam como depletantes [38].

A indicacao da atuacao da forca de deplecao deve-se principalmente & forma
como estas células se agregam, em uma estrutura bem organizada, conhecida como
rouleaux figura 2.6-b, onde as células que sao aproximadamente pequenos discos se

agrupam face a face, o que aumenta o volume de sobreposicao, V;,, depletando quais-

quer particulas da regiao que as entremeia [38].

Figura 2.6: o Célula vermelha do sangue e b- a formacao denominada rouleouz. (Figura
obtida em [43].)

Conhecer profundamente a interacao que ocosiona a agregacao de células san-

guineas ¢é interessante principalmente porque a taxa de sedimentacao de eritrocitos

1Solucdo na qual as células do sangue estdo suspensas.
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¢ um processo simples e rapido que pode ser usada como um indicador de doencas

infecciosas [42], [44].

2.5 Interacao entre particulas carregadas e macromo-
léculas

Como sabemos o efeito de assimetria influencia a um aumento relevante na forca
de deplecao mas existe outro efeito que também corrobora pra o aumento da for¢a de
deplegao, que ocorre se as moléculas interagentes possuirem cargas. Para considerarmos
a interagao de deplecao entre macromoléculas carregadas facamos uma analogia ao caso
mais simples, particulas esféricas com diametro D, carregadas e mergulhadas em uma
solugdo de macromoléculas, com didmetro d (d << D), também carregadas. A pressao
osmotica da solucao de macromoléculas carregadas II é maior que a pressao osmotica
para uma solu¢ao na mesma concentracao quando descarregada T [38|.

A adicao de sal provoca uma tipica blindagem das cargas efetivas nas entidades
em solucdo, no entanto nao é capaz de igualar a situacao de neutralidade. Quaisquer
duas particulas dispersas em uma solucao de macromoléculas, ao se aproximarem por
uma distancia menor ou igual a d, criam entre elas uma regiao onde nao é permitido
encontrar macromoléculas, regidao de deplecao. A area de se¢ao transversal desta regiao

(A) a meia distancia entre as particulas (h/2) é dada por [38]:

D/

A:47r(2

)2 =n((D +d)* - h?), (2.5)

onde D’ é o diametro da area onde nao se encontram macromoléculas, no centro da
regiao de deplecao se estendendo em diregao a solugao de macromoléculas. A forca de

deplegao devido somente as macromoléculas é dada entao pela seguinte equagao,
F=—1IA, (2.6)

em que a pressao osmotica da solucao carregada agora é dada por II.

Poucos contra-ions podem ser encontrados na regiao delimitada pela area A,
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enquanto os outros dispersos na solucao tentam se aproximar dessa regiao e sao retira-
dos dai pela acao das macromoléculas, existe, portanto uma regiao em torno da area A
onde contra-fons estao se movendo. Reduzindo a distancia h entre as particulas, D’ fica
maior, e a regiao onde se encontravam os contra-ions se dispoem entre as particulas,
fazendo com que uma pressao correspondente aos contra-fons comece a atuar sobre as
macromoléculas, na dire¢ao da solucao [38].

Como nessa situagao as macromoléculas sofrem, além de uma limitacao de es-
paco ocasionada pelas particulas, uma contribuicao da pressao osmoética dos contra-ions
proximos as particulas, o efeito resultante em aproximé-las, liberando espaco na solucao

para as macromoléculas, é intensificado.
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Capitulo 3

Pinca Optica: Experimento e

Aplicacao em Condensados

O pincamento Optico estd sendo utilizada desde meados da década de 70 em
diversas aplicagoes em fisica e biologia [1, 2, 3, 45, 46, 47|. Apesar disso, somente ha
pouco tempo atras foi formulada uma teoria completa, partindo de primeiros principios,
valida para microesferas em qualquer faixa de tamanho.ref Neste capitulo vamos déa

énfase a descri¢do geométrica do pingamento 6ptico.[48, 49|

3.1 Principio de funcionamento de uma pinca 6ptica

Com Advento da teoria eletromagnética o desenvolvimento Maxwell no século

XIX, demonstrou-se que a luz é capaz de transferir momento para um meio ao incidir

sobre este, exercendo assim uma forca sobre este meio. Esta forca esta relacionada com

a poténcia da luz incidente e da sua velocidade de propagacao no meio de incidéncia.

Para um tnico raio podemos escrever esse fendmeno de acordo com as equacoes abaixo
P,

Foc— 3.1
x (31)

com
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: (3-2)

onde P, é a poténcia do raio e n é o indice de refracao do meio de incidéncia.

Em uma abordagem quéantica, podemos descrever a origem do fendmeno do
pincamento 6ptico no fato de que a luz carrega momento em seus fétons, e por isso é
capaz de exercer forca sobre um objeto ao transferir momento para este. Pelo fato desta
forca ter uma magnitude muito pequena, é mais facil verificd-la experimentalmente
utilizando feixes muito intensos, como o laser, e pequenos objetos com tamanho na
escala de micrometro.

Vamos fazer um estudo simples para estimar a ordem de grandeza da forca da
pinga Optica. Esta andlise usa a interpretacao quantizada da luz como um aglomerados
de fétons, que possuem um momento linear e uma energia bem definidos. Contudo, é
importante enfatizar que esta interpretacao quantica nao é necessaria para entendermos
a razao da luz exercer for¢a sobre um objeto. Numa visao classica, podemos determinar
a forca de um feixe de laser sobre um objeto usando o tensor de stress de Maxwell.

Para termos uma noc¢ao da ordem de grandeza da forca que a luz é capaz de
exercer ao incidir em um corpo, vamos imaginar um feixe de luz incidindo perpendi-
cularmente em um espelho plano. Cada foton do feixe possui um momento dado por

- - . ~
T — hk,sendo k seu vetor de onda. Ao incidir no espelho, este foton sofre reflexio
total, adquirindo um momento final —7. O momento transferido de cada féton para o

espelho é

— — —
AP =hk —(=hk)=2hk. (3.3)
Considerando em modulo, podemos reescrever esta equacao na forma

E
Ap — 2k — 2™ — o (3.4)
C C

onde w é a frequéncia angular da luz incidente, ¢ é a sua velocidade e £ = hw ¢
a energia do foton. Desta forma, para N fotons, teremos FE;,; = Nhiw = NE.

A forga resultante exercida por um feixe com N fétons por segundo incidindo
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sobre o espelho pode ser obtida a partir da Eq. (3.4). Usando a 2* Lei de Newton,
teremos
1 dEtot Ptot

F=2- =2
c dt c

, (3.5)

onde P;,; é a poténcia do feixe incidente.
Para um feixe de laser utilizado em pincas 6pticas, a poténcia tipica ¢ da ordem
de alguns poucos mW. Deste modo, podemos estimar o valor da forca da expressao

anterior,

2 x 1073W

- ~107Y'N = 10pN. 3.6
3 x 108m/s P (3.6)

Fiot =

De fato, as forcas tipicas obtidas com uma pinc¢a 6ptica estao na escala de pico-
Newton. Como ji sabemos a ordem de grandeza da forca que atua na ping¢a optica
Agora vamos descrever como ocorre a armadilha éptica, com isso vamos mostraras

forcas mais importantes que atuam na microesfera.

3.1.1 Pressao de Radiacao

A interacao entre luz e matéria tem comportamentos distintos pois depende
da fonte de excitacao e a carateristica da matéria mas a origem de uma forca sobre a
matéria pode ser caracterizado pelo campo eletromagnético. Das equagoes de Maxwell,

um campo eletromagnético no vacuo exerce uma forca:

Free(r,t) = q[E(r,t) + v(r,t) x B(r,t)] =

/V[,o(r, tE(rt) 4+ j(r,t) x B(r,t)]dV  (3.7)

Sabendo que a carga q move com velocidade v (r, t), a primeira expressao des-
creve uma distribuicao de cargas, na segunda expressao caracterizar a lei de conservagao
de carga ou seja a conservagao do impulso linear em relagao a um volume arbitrario V,

temos:
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d

it [Peampo(r,t) + Prec(r,t)] = / V.- Tdv (3:8)

|4

4 Prec € 0 momento do campo € Prgpmpo = 1/¢? [ [E x H]dV.

onde F .. =
Sabendo que uma particula obedeca as relagoes lineares D = ¢E e B = uH, o tensor

de tensao Maxwell, T, pode ser escrito como:

1 1
T = il ppoHH — 3 (e20E* — pp,H?) 6 (3.9)
7

Onde 0 é uma funcdo delta de Kronecker. Fazendo a média do periodo de
oscilagcao podemos observar que o momento ¢ zero e aplicando a lei de integragao de

Gauss, a forca da média temos:

(F) = /VV -TdV = /W(T(r, t)) - n(r)da (3.10)

Sabendo que 0V é a superficie de V, n(r) é o elemento unitario perpendicular
a superficie, e da é um elemento de superficie. Usando o tensor de stress de Maxwell
nesta equacao, podemos aplicar apenas em particulas rigidas. A pressao de radiagao,
P, pode ser encontrada através da integracao do tensor de tensao de Maxwell em uma

superficie plana infinita A, perpendicular & direcao do vetor Poynting z:

Pn, = %/A<T(r, t)) - n.da (3.11)

Assumindo uma onda plana incidente (Iy = iceoEj) e interagindo com uma
particula com coeficiente de reflexao complexo R, o campo elétrico fora da particula

pode ser escrito como uma superposicao de duas ondas:

E(r,t) = EgRe [(e™ + Re™™%) *'] n, (3.12)

Usando as equagoes de Maxwell para o campo magnético:

H(r,t) =,/ %E{)Re [(e"* — Re™™*) e*'] (3.13)
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Nestas condicoes, o tensor de tensao Maxwell reduz para:

1
(T(r.1) - . = =5 (€0 E? + joH?)n. = %E2 [1+ R[] n. (3.14)

A pressao de radiacao sobre a particula pode ser expressa como:
Iy 9
P== [1+|RI?] (3.15)

3.1.2 Forca de Gradiente

O feixe de luz incidente em uma particula cria uma resposta dielétrica, devido a
polarizabilidade dos &tomos ou fons constituintes com essas condigoes ocorre o momento
de dipolo induzido devido alta intensidade do campo elétrico E, temos:

p=ak (3.16)

onde o = o + ia” & a polarizacdo complexa relativa da particula ao meio
circundante. A interacao do dipolo induzido com o campo elétrico da luz cria um

potencial eletrostatico:

U=—p-E (3.17)

Assim, em um campo de luz com uma intensidade de variacdo espacial, existe

uma forga de gradiente:

Fyaa = —VU = —p-VE = —a(E - V)E (3.18)

Para uma pequena particula de raio r,, isso leva a relagao de forca:

Fpaa=—VU = —p-VE = —a(E-V)E (3.19)

Assim, a forca do gradiente é linearmente dependente da variacdo espacial da

intensidade do campo de luz e do contraste dielétrico da particula a ser preso em
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relacao & midia circundante, que pode ser descrita pela relacao Clausius-Mossotti.
Para particulas com um indice de refracao superior ao meio circundante, a forca do
gradiente atua em direcao ao ponto de maior intensidade, ou seja, o ponto focal de um
feixe de difracao limitado em pincas opticas. Por outro lado, as particulas com um
indice de refracao mais baixo podem ser presas no minimo na intensidade do campo
de luz. A forca da forca de gradiente de restauracdo em uma armadilha 6ptica de
raio r pode ser caracterizada como uma mola Hookean com rigidez, k, onde a forca é
linearmente proporcional a pequenos deslocamentos (d < r/2):

A figura 3.1 descrevem como se comporta uma microesfera quando a uma inte-
racao com a pressao de radiagao e as figuras 3.2, 3.3 descrevem como se comporta uma

microesfera quando a uma interacao com a forca dde gradiente

Eixo dptico
N

Frentes de onda

Feixe do Laser

Figura 3.1: Pressao de radiacao: A forca resultante, nesse caso, empurra a microesfera
no sentido de incidéncia do feixe.[50]
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Eixo dptico

Frentes de onda-— ____—*

Regifio focal da objetiva

Feixe do Luser

Figura 3.2: Efeito dos raios refratados para uma microesfera situada abaixo do foco
e na metade direita do perfil de intensidades do laser. Observe que a forca resultante
sobre a microesfera tende a deslocar a mesma para a regiao do foco do feixe.[50]
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Eixo optico

Frentes de onda -~

“Regilio focal da objetiva

A

2) n

e Obictiva g
i

Feixe do Laser

Figura 3.3: Efeito dos raios refratados para uma microesfera situada acima do foco do
laser. Podemos observar que a forca total que atua na microesfera tende a deslocar a
mesma para a regiao do foco do feixe.[50]

Em suma, o efeito da refracao é deslocar o centro da esfera para o foco do feixe
(forca de gradiente). Por outro lado, o efeito da reflexdo ¢ empurrar a esfera no sentido
da incidéncia do raio (pressao de radiagao). A competicao desses fendomenos é muito
parecido com um cabo de guerra !. Contudo toda analise, foi feita sob o ponto de vista
da Optica geométrica, e portanto, valida apenas neste limite, que ocorre quando o raio
da esfera é muito maior do que o comprimento de onda do laser usado na pinga 6ptica.

Podemos observar ainda que, ao desenharmos os raios refratados nas Figs. 3.2
e 3.3, estamos supondo que a microesfera possui um indice de refracao maior que o do
meio que a cerca. De fato, isto é fundamental para que ocorra o pin¢camento 6ptico.
E facil perceber que se o indice de refracdo da esfera fosse menor que o do meio, o
pingamento nao aconteceria.

A competicao entre esses dois efeitos, pressao de radiagao e forca de gradiente

LCabo de guerra é uma atividade esportiva na qual duas equipes competem entre si em um teste
forca e musculacao, puxando a corda.
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(cabo de guerra), tem que ser vencida pela forca de gradiente, ocorrendo isso daremos
origem ao fenémeno de pingamento 6ptico. Ashkin [1, 2| foi o primeiro a observar este
fenomeno, em 1969, nos Estados Unidos. Em um experimento onde visavam estudar o
movimento de pequenas microesferas devido a pressao de radiacao, ele e colaboradores
observaram que as microesferas se alinhavam ao eixo 6ptico, centro do feixe de laser,
onde a intensidade é maior. Tiveram entao a idéia de focalizar o feixe de laser usando
uma objetiva. Com isso, observaram que as microesferas ficavam presas em uma regiao
proxima ao foco do feixe.

No entanto, quando o raio da esfera ¢ muito menor do que o comprimento de
onda do laser, estamos no chamado limite Rayleigh, e esta analise de 6ptica geométrica
nao ¢ mais valida. Neste limite, a esfera comeca a se comportar como um dipolo
elétrico induzido e a forga sobre esta é proporcional ao gradiente da intensidade do

campo elétrico associado a onda eletromagnética [48].

3.2 Técnicas experimentais

Nessa secao, descreveremos as técnicas experimentais usadas neste trabalho para
medir a constante de forca da pinca Optica e a partir dessa medida extrair resultados

importantes para caracterizar o condensado.

3.2.1 Montagem experimental

A Figura 3.4 descreve a montagem experimental utilizada para realizacao das
medidas com a pinc¢a Optica. A regiao entre as linhas pontilhadas representa o micros-
copio Nikon Eclipse T i-s, com dptica corrigida no infinito, objetiva de 100X e abertura
numérica ' N A = 1,4,

A objetiva, possui uma alta abertura numérica, e ela tem a funcao de focalizar

o feixe de laser infravermelho e prender as microesferas na regiao focal. A radiagao é

emitida por um laser infravermelho (IV), modelo IPG Photonics YLR-5-1064-LP, com

LA abertura numérica é um parametro fornecido pelo fabricante da lente e, quanto maior o seu
valor, maior serd a abertura do cone de luz focalizado e, consequentemente, mais forte sera a forca de
gradiente, responsavel pelo pincamento 6ptico.
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poténcia maxima de 6,0 W, A\ = 1064 nm e operando no modo TEMy,. E;, Es, E3 e
E4 sao espelhos, onde E; e Ey permitem uma precisao maior no alinhamento da pinca
optica, E3 ¢ um espelho dicroico e E4 permite que o laser chegue até a outra saida do
microscopio. Fy representa uma associacao de filtros que permite controlar o valor da
constante de forca k, da pinca Optica e, consequentemente, o médulo da forca optica

aplicada.

........... Microscopio
Monitor :{hﬁl
: % o i
i| hl ¥ $ona Controlador
Objcdwaﬁ
CCD i

i

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 3.4: Montagem experimental utilizada para as medidas .[50]

O motor piezoelétrico, representado na Figura 3.4, é o responsavel por deslocar.
O estagio do microscopio e, consequentemente, a laminula com precisao nanométrica.
A lente Ly, representa o condensador do sistema de ilumina¢ao do microscopio. Abaixo
da lente I,; esta representado o poco de potencial gerado pela pinca 6ptica, o sistema
de referéncia utilizado e a nossa solucao de DNA e microesferas.

Note que estamos representando a situacao na qual uma das pontas da molécula
de DNA se encontra adsorvida na microesfera e a outra ponta adsorvida na laminula,
que é 0 nosso porta amostras. A altura h representa a distancia do centro de massa
da microesfera pincada em relacao a laminula. Finalmente, nas duas saidas do micros-
copio sao conectadas duas cameras CCD, modelos Jai BM-500GE e Jai CV-A50IR,
que enviam as imagens até o monitor e ao computador, permitindo assim que todo o

experimento seja monitorado.
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3.2.2 Calibracao da Pinca Optica

A teoria de calibracao de pinca o6ptica é uma linha de pesquisa ativa nessa
subseccao vamos descrever um procedimento classico de calibragao, conhecido como
método de Stokes que é usado no nosso laboratorio e consiste em deslocar a laminula
do microscopio com velocidade v constante e medir a nova posicao de equilibrio da
microesfera.

A microesfera é presa no poco de potencial gerado pela da pinca optica é um
oscilador harmonico Browniano, devido ao movimento dentro deste poco de potencial,
que é harmoénico para pequenos deslocamentos em relacao a posicao de equilibrio a

figura 3.5 descreve como se comporta a microesfera no poco de potencial.

Sentido do movimentg

0

2N
I

(a)

i :
.7

Figura 3.5: (a) Temos a microesfera aprisionada na posicao de equilibrio no pogo de
potencial. (b) Com acionarmos do piezoelétrico, a microesfera é empurrada pelo fluido
e fica em equilibrio em uma nova posicao no poco de potencial. Nessa posicao, a forca
de Stokes, Fs e, ¢ igual, em modulo, & forca optica, ﬁop.[50]

A Figura 3.5 (a) descreve uma situacdo na qual a microesfera se encontra em
repouso no ponto de equilibrio no poco de potencial. Nesse caso, como o piezo que
movimenta a laminula estd em repouso, entao a velocidade média, v da microesfera é
nula e, consequentemente, a forca de Stokes média também é nula. Como ja mencio-
nado a microesfera presa no poco de potencial da pinca optica se comporta como um
oscilador harmoénico browniano, estando sujeito a forca 6ptica restauradora e a forca

aleatoria devido a interacao com o fluido. A Figura 3.5(b), mostra a situacao na qual
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a laminula se movimente com uma velocidade constante, ¢, movimentando fluido no
qual as microesferas estao imersas.

Esse deslocamento do fluido origina uma for¢a de atrito, chamada de forca de
Stokes, que faz com que a microesfera atinja uma nova posicao de equilibrio dentro do
poco de potencial. Nessa nova posicao de equilibrio a forca de Stokes tem o mesmo

modulo, a forca 6ptica gerada pelo laser. A forca de Stokes pode ser escrita como:

Fy = —# (3.20)

Onde v é o coeficiente de atrito viscoso e U ¢ a velocidade.O coeficiente de atrito
viscoso sobre uma microesfera em solucao aquosa é dada pela expressao aproximada

[53].

@R EET e

onde a ¢é o raio da microesfera, h ¢ a distancia de seu centro em relagao a lamina,

Yo = 67N.a, (3.22)

onde 7, é a viscosidade da &dgua (meio onde as microesferas se encontram).
A viscosidade de um material depende fortemente da temperatura. Podemos
determinar o valor da viscosidade da dgua como funcao da temperatura usando a

equagao empirica [54]

—t.
Ne = 1073 [0, 26 4 1,51 exp (2_9” , (3.23)

onde t. é a temperatura em graus Celsius e a viscosidade neste caso é encontrada na
unidade Pa.s. Na nova posicao de equilibrio, mostrada na Figura 3.5 (b), podemos

escrever que, em modulo, F’Op = F’S, ou seja,
KAy = YU. (3.24)
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Isolando A, , temos que

Ay = L7, (3.25)

Ry

Sabendo o valor da temperatura, a equacao 3.23 é utilizada para descobrir o valor
da viscosidade. O valor do raio da microesfera ja vem informado pelo fabricante é 1,5
@ m. A altura h é encontrada deslocando-se o foco do microscopio onde, inicialmente,
focalizamos o fundo da laminula e, na sequéncia, ajustamos o foco do microscopio até
a altura h desejada.

Por tltimo, essa altura h é multiplicada pelo indice de refracao relativo da agua
e do vidro, o que fornece o valor real da altura do centro da microesfera em relacao a
laminula. Para descobrir o valor de A,,, todo o experimento é filmado utilizando-se
o programa StreamPix, que faz a captura das imagens formando um video. Vamos
dividir o procedimento em duas partes. A primeira iniciamos uma gravacdo com a
microesfera em repouso dentro do poco de potencial gerado pela pinga.

Iniciamos o video com a microesfera parada dentro do poco de potencial da
pinca, afim de encontrar a posicao do centro de massa da microesfera quando ela se
encontra como mostrado na Figura 3.5 (a), apos aproximadamente 5 segundos, o piezo
que movimenta a laminula é acionado com uma determinada velocidade e a microesfera
atinge a nova posigao de equilibrio, como mostrado na Figura 3.5 (b). Utilizando o
programa ImagelJ, que fornece os valores do centréide da microesfera em funcao do
tempo, é possivel determinar o valor de A, . Todo esse procedimento é repetido para
diferentes valores da velocidade do piezo que desloca a laminula. A Figura 3.6 mostra o
grafico obtido para o A;, em funcao da velocidade v do piezo, conforme o procedimento
descrito acima.

A equacao 3.25 foi, entao, utilizada para ajustar os pontos experimentais da
Figura 3.6. Como a equagao (2.11) é afim, ou seja um ajuste linear e o coeficiente
angular obtido pela relacao I, onde ¢ calculado através da equacdo 3.21. Em nossos
experimentos, a constante de forca obtida foi de aproximadamente 3,5 pN/um, que faz
com que a faixa de forgas aplicadas ao DNA, durante todo o estiramento da molécula,

esteja dentro do regime entropico . De fato, essa faixa de forgas gera grandes vantagens
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no nosso caso, entre as quais podemos citar: O modelo WLC, de Marko e Siggia,
utilizado para ajustar os graficos de for¢a x extensao, s6 pode ser utilizado no regime
de baixas forgas (< 5 pN), que é chamado regime entropico, logo, é esperado que tal
equacao descreva melhor os experimentos realizados no limite de baixas forcas.

O equilibrio quimico entre a molécula de DNA e os compostos nao é consideravel-
mente alterado nesse regime de forgas [55, 56]. E bem estabelecido, hoje em dia, que no
regime entalpico (altas for¢as) podem modificar o equilibrio quimico entre a molécula
de DNA e os farmacos em solugao. De fato, recentemente Vladescu et al. Mostraram
que importantes parametros de interacao dependem fortemente das forcas aplicadas
aos complexos DNA - farmacos [55] e, portanto, é esperado que algumas propriedades
mecanicas desses complexos, como por exemplo, o comprimento de persisténcia, A, e
de contorno, L, sejam também dependentes do regime de forcas empregado, uma vez

que elas dependem da quantidade de farmacos ligado ao DNA.

0 .45 T |
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Figura 3.6: Grafico descreve o processo de calibracao da pinga optica via método de
Stokes. Circulos vermelhos: dados experimentais; Linha solida: ajuste feito utilizando-
se a equagao 3.23.[50]
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Capitulo 4

A interacao DNA-BSA e
DNA-BSA-Doxorrubicina

Nesse capitulo vamos descrever os procedimentos experimentais na preparagao
da e caracterizar o condensado DNA-BSA e mostrando a influéncia do agente conden-

sante na interacao DNA e a Doxorrubicina.

4.1 Doxorrubicina

A dooxorrubicina é um antibiotico, da familia das antraciclinicas. O composto
¢ usado extensamente na pratica clinica e tem a funcao antineopléstica significativa

frente a diversos tipos de neopalisas incluindo a leuemia e o cancer de mama [86].
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Figura 4.1: Estrutura quimica da Doxorrubicina.

Na pratica clinica a doxo é adminisrada geralmente em doses de 60 a 90 mg/m2
BSA a cada trés semanas [86]. Os antibiéticos atuam no ciclo inibendo a sntese do
DNApor intercagao, impediddo a duplicacao celular.

A doxo é utilizada em associagao com outros farmacos em diversos tratamentos
antineoplaticos sendo de grande eficiéncia para alguns tratamentos de Cancer. Por isso

o motivo de ultilizar este firmaco nesta tese, pois ja bem caraterizado na literatura

4.2 Tipos de Condensados

Descrevemos no capitulo 1 como se comporta a dindmica da cromatina, nesse
capitulo vamos dé énfase em alguns agentes condensantes que induzem a compatacao
desempenhando um papel analogo aos das histonas [17, 21]. A condensagido de DNA é
um processo em que a molécula de DNA se torna altamente compactada e dependendo
como ocorre o processo de condensacao o DNA pode apresentar morfologias distintas
como um tordide ou uma haste |59, 60, 61|. Nesse processo, a cadeia de DNA que é
semi flexivel se transforma em estrutura altamente densa e ordenada, com uma reducao
dréastica no volume.

In vitro, a condensacao do DNA pode ser geralmente alcancada usando molécu-

las cationicas com carga igual ou superior para +3 [62, 63| (condensac¢ao induzida por
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cations) ou polimeros neutro [64] tais como Poli(etileno glicol) o ( PEG) (condensacao
pSi).

No primeiro caso, os ligantes cationicos se ligam a dupla hélice do DNA pro-
movendo uma atracao entre os segmentos ocorrendo que resulta na condensacao da
molécula de DNA [65]. No segundo caso, os agentes de condensantes nao se ligam a
dupla hélice, e o processo de condensagao é promovido pelas interacoes de deplegao
entre os segmentos de DNA e o polimero neutro [66]. Os condensados obtidos dessa
maneira atrairam a atencao de fisicos e bidlogos nas tltimas décadas, uma vez que se
parecem muito com os encontrados em alguns virus [67].

O processo de compactacao e descompactacao sao estudados por vérios grupos
de pesquisas no mundo [34, 17, 20|, existe abundante literatura sobre a espectroscopia
de forca de condensados de DNA induzidos por céations sob varias condicoes de so-
lugdo,com essas informagoes podemos ter acesso algumas caracteristicas dos aspectos
morfologicos dos condensados, aspectos termodinamicos envolvidos etc e o formato de
seus desempacotamento e etc [66, 68, 69).

Por outro lado, poucos trabalhos experimentais tém se concentrado na mecanica
da condensagao de DNA induzida por deple¢do em um ambiente lotado [70, 71, 72].
Mais recentemente, simulacoes de dinamica de Langevin foram usadas para estudar os
detalhes envolvidos na compactacao e descompactacao do DNA, onde os condensados
tem uma morfologia parecida com um toréide e uma haste |73, 74].

Para preencher esta lacuna do lado experimental, medimos a curva forca-
extensao dos condensados de DNA induzidos pela proteina BSA, a nivel de molécula
Unica, utilizando pincas Opticas para realizar a Espectroscopia de forca.

O aspecto da condensacao de DNA induzida pela BSA observada inicialmente
por Yoshikawa et all [34] descreveu caracteristicas da morfologia dos niveis de compac-
tacao do DNA em funcao da concentracao de BSA e NaCl e em 2015 o Cortini descreve
por calculo numérico e analiticos as condigoes necessarias em niveis termodinamicos

para ocorrer uma compactacao com uma morfologia tipo haste ou toroide([75, 74].
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4.3 Desenvolvimento do suporte da amostra e prepa-
racao da Solucao DN A-microesferas

Nessa secao, vamos descrever o processo de desenvolvimento para a construcao
do suporte das amostras e a preparacao da solucao DNA-microesferas utilizada em

todos os experimentos apresentados nesse trabalho.

4.3.1 Preparacao das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho consistem em uma solucao aquosa de PBS
(do termo em inglés (Phosphate Buffer Saline) com uma concentragao de NaCl — 125
mM, além das microesferas de poliestireno com um diametro de 3,0 um recobertas com
estreptavidina e o DNA biotinilado. Utilizamos o protocolo disponivel na referéncia

[77].

4.3.2 Construcao do suporte da amostra

O nosso suporte é composto de uma laminula (Corning) com uma espessura
de aproximadamente 0,15 mm, além de um aro de borracha do tipo O-ring com um
diametro de 0,7 cm. Utilizando-se um aquecedor, derretemos parafina para colar o
O-ring na laminula da Corning. A regiao definida pelo O-ring é recoberta com uma
camada de estreptavidina, para que a biotina presente nas pontas da molécula de DNA
possa se ligar. A seguir, descrevemos esse método:

I) Depois que o O-ring estiver fixo na laminula colocamos 25ul, de BSA biotili-
nada preparada no solvente em que chamamos com alcunha de tampao A !, com uma
concentragao de 1,8 ug/mL e aguardamos aproximadamente 20 minutos para area seja
totalmente recoberta.

IT) Passados os 20 minutos, todo o excesso de BSA biotinilada ¢ retirado e a

amostra recebe uma camada de tampao A, que serve para limpar a amostra.

1O solvente, que denominamos tampao A, consiste de uma solucdo previamente preparada com 10
mM de MgCl,, 40 mM de KCI, e 25 mM de Tris HCI em pH 8,0.
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IIT) Em seguida inserimos 30 uL de estreptavidina preparada no tampao A, com
uma concentragao de 0,1 p/mL e aguardamos, novamente, mais 20 minutos aproxima-

damente, para que a area fosse totalmente preenchida.

4.3.3 Preparacgao da solucao DNA com microesferas

Sabendo que a biotina ¢ uma vitamina do complexo B e a estreptavidina é uma
proteina e que ambas possuem uma alta afindade quimica. Utilizando a pinca 6ptica
para manipular a microesfera é possivel entao, realizar os estiramentos da molécula
de DNA. De forma conjunta a preparacao do porta amostras, realizamos também a
preparacao da solucdo contendo o DNA e as microesferas de poliestireno recobertas
com estreptavidina. Para isso, seguimos a seguinte ordem de passos:

I) Em um microtubo do tipo eppendorf, acrescentamos 20 ul. de PBS 7,4 que
¢ o solvente utilizado na preparacao de todas as concentragoes do farmaco, além de
3 pL de microesferas de poliestireno recobertas com estreptavidina e 4 uLb de DNA
biotinilado. O eppendorf é entao levado ao banho térmico a uma temperatura de 37°C
e o tempo de incubacgao ¢ aproximadamente 60 minutos.

IT) Terminando o tempo de incubagao, acrescentamos 73 uL de PBS 7,4 para
que a solugao contenha um volume total de 100 ul. e aguardamos aproximadamente
20 minutos para a homgeneizacao da solucao de DNA e microesferas.

IIT) Em seguida, colocamos a amostra no suporte que ja esta no microscopico
esperamos tira 10 minutos aproximadamente, e iniciamos a procura de um DNA que
esteja em condigoes experimentais adequadas para realizarmos as medidas.

Sabemos que é possivel encontrar em nossa amostra varias configuracoes, dentre
as quais podemos citar: DNA biotinilado isolado, microesferas de poliestireno aderidas
a laminula, moléculas de estreptavidina, BSA e biotina isoladas em solucao, DNA com
uma ponta aderida & microesfera mas com a outra ponta solta, além da situacao que
realmente nos interessa que é uma ponta do DNA biotinilado adsorvido na microesfera
de poliestireno recoberta com espreptavidina e a outra ponta adsorvida na laminula de

vidro recoberta com esptreptavidina.
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Figura 4.2: Situacoes possiveis para o DNA, as microesferas de poliestireno e do con-

junto DNA-microesferas em nossa amostra.|50]

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

I) A microesfera permanece durante todo o deslocamento dentro do pogo de
potencial da pinca e, consequentemente, ndao ha DNA colado a microesfera.

IT) Apos um certo tempo, a microesfera escapa do pogo de potencial da pinga e
esse é um forte indicio que ha DNA colado tanto na microesfera quanto na laminula.

E importante d4 énfase que ndo é possivel visualizar o DNA via microscopia
Optica e, dessa forma, a procura pelo DNA é dita indireta. Mesmo apos a configuracao
desejada ser encontrada, é importante verificar se nao ha mais de um DNA colado a
microesfera. Isso pode ser feito esticando o DNA em dois sentidos opostos (+x e -x,
por exemplo) e verificando que o tempo que a microesfera demora para escapar do
poco de potencial da pinca 6ptica seja aproximadamente o mesmo nos dois sentidos.
Obviamente, isso nao garante que haja apenas um tnico DNA colado & microesfera,

mas é um forte indicio.
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4.3.4 O DNA do fago A

Em nossos experimentos utilizamos o fago A\, que é um DNA extraido de um virus
que infecta a bactéria E. coli. Este DNA é ideal para os experimentos de estiramento,
devido ao seu tamanho que é compativel com as limitagoes do pingcamento 6ptico. Uma
molécula de A DNA possui aproximadamente 48.500 pares de base, o que resulta em
um comprimento de contorno médio de 16,5 ym. Comparando com o DNA humano,
este possui da ordem de 3,4 bilhoes de pares de base, com um comprimento de contorno

médio da ordem de 1 m.

4.3.5 Estiramento da molécula de DNA

Encontrando DNA com a microesfera em uma condic¢ao experimental desejada
iniciamos o processo de estiramento do DNA, antes do estiramento devemos encontrar
a situacao de equilibrio da microesfera dentro do poco de potencial uma vez obtida a
posicao de equilibrio da microesfera, a pinca Optica é entao utilizada para captura-la.

O piezoelétrico que esté acoplado ao estagio do microscopio € iniciado e a filma-
gem do experimento é iniciada simultaneamente. O estigio se locomove com velocidade
constante de 0,1um/s a figura 4.3 mostra um esquema dos estiramentos da molécula
de DNA. A altura h da microesfera é mantida aproximadamente 4,0 um enquanto o
estagio do microscopio se desloca com velocidade constante. Sabendo que a velocidade
¢ muito baixa, podemos desprezar a forca de Stokes que atua sobre a microesfera e
considerar que o experimento é realizado em um regime quase-estatico, de forma que
a forca que o DNA exerce sobre a microesfera ¢, em moédulo, igual a forca que a pinga
Optica exerce sobre a mesma. A molécula de DNA é entao esticada, até que ela escape
do poco de potencial da pinca oOptica.

Quando isso acontece, esperamos novamente o DNA retornar a sua posi¢ao
de equilibrio e todo o procedimento descrito acima é repetido. As repeticoes sao de
extrema importancia pois conseguimos extrair uma meédia do experimento. Para en-
contrar a forca que o DNA exerce sobre a microesfera, todo o experimento é filmado

com um camera CCD (detalhes podem ser encontrados na Figura 4.4 e com isso pode-
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mos determinar a posigao do centro de massa da microesfera em funcao do tempo, x(t).
Portanto, conhecendo-se a posicao inicial da microesfera, x(0), quando esta encontra-se
no fundo do poco de potencial da pinca 6ptica, podemos calcular a mudanga da posicao

da microesfera, em funcao do tempo, dada por:

Ax(t) = z(t) — z(0) . (4.1)

A figura abaixo descreve a amostra
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Figura 4.3: Esquema da realizacao dos estiramentos da molécula de DNA em um
regime quase-estatico. Sao mostradas duas posigoes da microesfera em instantes de
tempo distintos, evidenciando o seu deslocamento dentro do pogo de potencial gerado

pela pinca optica.

A forca que o DNA exerce sobre a microesfera®, em funciao do tempo, é dada

por

F(t) = kAx(t) (4.2)

2Repare que esta forca é igual a forca optica gerada pela pinca quando a microesfera se desloca
dentro do pogo de potencial da pinga. No entanto, conforme ja discutimos acima, esta forca é igual,
em modulo, & forga que a molécula de DNA exerce sobre a microesfera, visto que o experimento é
realizado em um regime quase - estético.
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onde k é a constante de forca da pinca optica.
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A Figura 4.4 mostra a curva tipica obtida com esse procedimento, além do
ajuste feito utilizando o modelo WLC|10|. Desse ajuste, obtivemos o comprimento de

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

25

F (PN)

0.5

Xona (M)

Figura 4.4: Curva tipica da componente z da forca x extensao do DNA. O ajuste é feito

utilizando a equagdo WLC onde ja discutimos no capitulo anterior deste trabalho.

Onde a a expressao de Marko e Siggia é representado pela equacdo equacao a

seguir:

 kgT
A

z 1 1
f+4u—ff"1]' )

temos que kg é a constante de Boltzmann, temos T como temperatura abso-
luta, A comprimento de persisténcia, L o comprimento de contorno e z a extensao da
molécula de DNA.

A equacao 4.3, apesar de ser valida para estiramentos arbitrarios, possui ainda
algumas limitacoes, por ser tratar de uma aproximacao. Repare que a equacao diverge
quando fazemos z = L, portanto, sua validade vai até z ~ 0,99L [10]. Além disso, a
equacao é valida somente quando as forcas aplicadas nao sao suficientes para deformar

as ligacoes quimicas entre os nucleotideos, no chamado limite entropico.
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4.3.6 Inserindo a proteina/faArmaco na amostra

Uma vez terminado a série de estiramentos da molécula de DNA | devemos in-
serir o farmaco/proteina (dependendo da sequéncia do experimento) na amostra. As
aliquotas contendo o farmaco/proteina foram inseridas diretamente na amostra, intro-
duzindo a micropipeta no porta-amostras contendo a solucao de DNA-microesferas. A
Figura 4.5 ilustra esse procedimento.

Para realizacdo da primeira parte desse trabalho fui utilizada a BSA produzida
pela Sigma- Aldrich. No inicio dos experimentos variamos a concentracao de Doxor-
rubicina essa varacgao foi do intervalos de 20uM a 120uM, em seguida inserimos uma
concentragao de BSA 20% em massa para compactar o DNA onde essa concentragao
foi diluida em solucao 7.4. Na segunda parte do trabalho fizemos a sequéncia oposta
ou seja inserimos primeiro a proteina e em seguida as concentragoes de Doxorrubi-
cina, realizamos esse procedimento para termos certeza da eficidcia da compactacao e

visualizar alguma mudanca no padrao dos parametros mecanicos.

Figura 4.5: Ilustracao do procedimento usado para a troca das aliquotas.

4.4 Interacao DNA-BSA

Em nosso trabalho foi caracterizado pela primeira vez o processo de condensacao
do DNA induzida por BSA a nivel molecular, utilizando pingamento 6ptico para realizar

espectroscopia de forca. Procedimento experimental pra realizacoes desse experimento
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esta descrito [50, 78]. Usamos A DNA que possui (48.500 pares de bases, e comprimento
de contorno 16,5um) em uma solucao salina tamponada com fosfato (PBS) com |[NaCl]

= 125 mM. A figura abaixo ilustra a interacao DNA-BSA e Doxorrubicina.

Figura 4.6: Interacaio DNA-BSA e Doxorrubicina

Antes de realizarmos os experimentos para analisarmos as interacgoes entre DNA-
BSA com farmaco, comparamos a proteina BSA em relacao a outros agentes conden-
santes ja conhecidos na literatura como na Figura 4.7, que mostra uma comparagao

entre as curvas forca por extensao obtidos para trés tipos de agentes condensantes de

DNA.
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Figura 4.7: Curvas de forga por extensao obtidos para trés diferentes tipos de condensados
de DNA: condensados induzidos por BSA, obtida com Cpga = 30% (linha solida vermelha),
condensacdo do DNA induzida por cations promovidas pela amina tetravalente esperpina
(SPM) em 0.1 mM (linha tracejada verde) e condensados de DNA promovido pelo polimero
neutro polietileno-glicol (PEG) 8000 a 20% em massa (linha tracejada azul).

A Figura 4.7 descreve o comportamento dos agentes condensantes quando inte-
ragem com DNA| os resultados apresentados para espermina (SPM) e polietileno-glicol
(PEG) foram previamente obtidos na referéncia [66]. Ambos os tipos de condensados
foram obtidos em PBS, com [NaCl| = 150 mM para o PEG e 10 mM e para SPM. A
baixa concentracao de sal deve ser usada no caso de condensados de SPM, a fim de
maximizar efeitos de condensacao do DNA induzida pelos cétions. Podemos observar
que o condensado induzido pela espermina nos fornece um padrao dente de serra que é
uma caracteristica da condensacao induzida por céations [79, 66, 68]. O padrao dente de
serra nao é observado nos condensados de DNA induzidos pelo PEG e a BSA porque
a interacao entre o polimero e o DNA ocorre geralmente por forca de deplecao.

Realizamos medidas para baixas e altas forgas com finalidade de obtermos infor-
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magoes sobre a natureza da interacao DNA-BSA. Na Figura 4.8 temos curvas tipicas

de forca por extensao obtidas no regime de altas forcas, para algumas concentracgoes

de BSA.
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Figura 4.8: Curvas de for¢a por extensao obtido no regime entalpico (altas forgas)o A-DNA
encontra-se em PBS com [NaCl| = 125 mM e varias concentracoes de BSA. O DNA puro esta
representado pela cor preta Cgsa = 0%; e as concentragoes de BSA ,em azul Cgga = 2,5%
em massa; em verde Cpsa = 15% em massa; em vermelho Cpga = 30% em massa; em laranja

Cpsa = 45% em massa.

Observa-se que a curva correspondente ao DNA puro (Cpsa = 0%) exibe o
plato de desnaturacao bem caracterizado, promovido por forcas de estiramento de
aproximadamente 65 pN. Podemos observar que o platdé de desnaturacao desaparece
de forma gradual & medida que a concentracao de BSA é aumentada, o que indica que a
presenca de BSA inibe o aparecimento do platd de desnaturagao na molécula de DNA,
pelo menos para as forcas < 80 pN.

Este resultado esta relacionado com o fato de que para estirar totalmente a mo-

lécula de DNA é preciso realizar um trabalho contra a pressao osmotica, no caso de
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condensacao do DNA induzida por forca de deplecao. Esta informacao tem implicacoes
biologicas importantes, pois a BSA induz um aumento da pressao osmoética no sistema,
que se assemelha as condigoes intracelulares de alguns seres vivos. Com isso podemos
modular processos intracelulares, tais como a transcricao e a replicacdo do DNA, uma
vez que a estrutura de dupla hélice deve ser aberta em tais processos. Com o propoésito
de determinar com precisao os valores dos comprimentos de persisténcia e contorno
aparente com uma forca na escala intracelular [79], realizamos estiramentos no regime
entropico com a molécula de DNA, onde a molécula estava compactada devido a inte-
racao com a proteina. A Figura 4.9 mostra curva forga por extensao do DNA variando

a concentracao de BSA.
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Figura 4.9: Curvas forga por extensao sao obtidos no regime entropico (baixas forcas), as cur-
vas estao relacionadas com variacao de concentracao de BSA. O DNA puro esté representado
pela cor preta Cpgsa = 0%; e as concentracoes de BSA, azul: Cpga = 2,5% em massa; verde

Cpsa = 15% em massa; vermelho Cgga = 30% em massa; roxo Cpga = 45% em massa.
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As Figuras 4.10 e 4.11 descrevem o comportamento do comprimento de contorno

aparente e de persisténcia em funcao da variacao da concentracao de BSA.
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Figura 4.10: Comportamento do comprimento de contorno aparente pela variagdo da con-

centraciao de BSA.
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Figura 4.11: Comportamento do comprimento de persisténcia pela variacido da concentragao

de BSA.
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Podemos observar que mesmo em concentra¢oes muito pequenas de BSA (2,5%
em massa) foi detectada uma diminui¢do significativa no comprimento do contorno
aparente e do comprimento de persisténcia do DNA, indicando que a proteina ja causa
compactacoes na molécula de DNA. Essas compactacoes aumentam até as concentra-
¢oes de 20-30% de BSA, onde se atinge o maximo grau de condensacao, caracterizado
pelo menor comprimento de contorno aparente.

Durante o experimento tivemos o cuidado de analisar se a BSA com DNA estava
em equilibrio quimico. Isso foi verificado analisando as curvas de forca por extensao,
onde nao foi observada nenhuma curva de histerese nas curvas de forcas quando os
complexos de DNA -BSA eram esticados e relaxados, o que fortalece o argumento que
os complexos estavam em equilibrio. Uma observacao importante sobre a realizacao do
experimento é que durante o estiramento da molécula de DNA, existe uma realizacao
de trabalho, devido o pingamento 6ptico,[75| podemos expressar o trabalho realizado

pela equacao abaixo:

W = 1l,sm Vo (4.4)

Sendo I1 a pressao osmotica da solucao e Vi o volume de sobreposicao do condensado.
osm 0
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Figura 4.12: Relacao do comprimento de contorno condensado pelo comprimento de contorno
L./L(%) em funcao da for¢a F (pN), o A-DNA esta em PBS com [NaCl|= 125 mM e varias
concentracoes de BSA. Azul: Cgsa = 2,5% em massa; Verde: Cpsa = 15% em massa;

Laranja M: Cgga = 20% em massa; Vermelho: Cgsa = 30% em massa.

Na figura 4.12, apresentamos a relacao do comprimento do contorno do conden-
sado de DNA induzido pela BSA em funcao da forca aplicada: Inicialmente, como ja
poderiamos esperar, a pressao osmotica cresce com o aumento da concentragao BSA,
o que esta de acordo com os dados de microscopia de fluorescéncia de Yoshikawa [34].
Por outro lado, a forca aplicada nao é constante durante todo o processo de descom-
pactacao.

Observa-se que pra baixas concentracoes de BSA (2,5%) e (15%) ja existe um
principio de compactacao do DNA, devido uma diminuicdo do comprimento de con-
torno, a figura 4 mostra esta caracteristica. Para maiores concentragoes de BSA (20%)
e (30%) em massa, ha uma diminui¢do do comprimento de contorno do DNA aproxi-
madamente em 80% que é uma mudanca significativa em sua topologia, embora forgas

tao altas, nao consigam descompactar completamente o DNA. A variacdo da energia
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livre do estado compactado ao descompactado, pode ser estimada a partir da equacao
de Gibbs-Duhem, uma vez conhecida a variacao do comprimento de contorno.

As alteracoes resultantes na energia livre de Gibbs por unidade de compri-
mento (medida em Kp7T /nm) sdo mostradas na figura 4.13, podemos observar que
h& aproximadamente um aumento linear no potencial quimico, quando aumentamos
a concentracao de BSA enquanto a fracdo condensada por unidade de comprimento
(-AL./L,) diminui, a relagao do potencial quimico em fung¢ao da forga é representada
pela expressao abaixo.

A, = / ’ AL.(F)dF (4.5)

0

A simulacao de dinamica de Langevin realizada [75], mostrou que as medidas de for¢a-
extensao em cadeias semi-flexiveis condensadas, podem depender da morfologia do
condensado e esta topologia pode influenciar na dinadmica do processo de condensacao

este resultado corrobora com nossos resultados experimentais.

Figura 4.13: Variacao do potencial quimico por unidade de comprimento (A, /L,) em fungao

da variagdo do comprimento de contorno (-AL./L,), induzida pela concentracao de BSA.

Esses resultados corroboram com os resultados obtidos [34, 75|, e a principal
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novidade que esses trabalham nao descreveram a caraterizacao mecanica da interacao
DNA com agente condensante, no nosso trabalho simulamos experimentalmente uma
situagdo bem comum na dimensdo celular que é o crowded [76] através da mudanga

dos parametros comprimento de contorno e persisténcia.

4.5 Interacao do farmaco Doxorrubicina com DNA
compactado induzido por BSA

Para condensar o DNA in wvitro, deixando-o numa conformagao semelhante a
encontrada no interior do nicleo das células, usamos a Albumina Soro Bovino (BSA).
A BSA é a proteina mais abundante no sangue bovino (concentragao tipica de 50mg/ml)
e possui uma estrutura similar da HSA (Human Serum Albumin) cujo peso molecular
¢ 66,000 g / mol a BSA pode formar dimeros principalmente em altas concentragoes ou
na forma cristalizada. A BSA é carregada negativamente no pH 7,0 e sofre mudanca
conformacionais no intervalo de pH entre 4 e 8|34].

Como ja mencionamos foi, demonstrado pelo grupo de Yoshikawa que, depen-
dendo da concentracao de sal na solugdo, a BSA tem a caracteristica de induzir a
condensacao do DNA por interagao de deplecao|34].

Na situacao inicial do trabalho, condensamos o DNA com BSA em solucao
fisiologica PBS [NaCl] = 125 mM e pH = 7.4 utilizando uma concentragio de BSA de
20% em massa. Usando espectroscopia de forca e videomicroscopia obtivemos curvas
forga por extensdo, e utilizando modelo WLC [10] obtivemos os parametros mecanico
que sao, comprimento de persisténcia e o comprimento de contorno. Na segunda etapa
do trabalho invertemos a ordem, ou seja, primeiro houve a interacao da Doxorrubicina
com complexo de DNA, em seguida inserimos a BSA. Para realizar essa tarefa, usamos
a técnica de pingamento Optico no regime de baixas forcas (F < 5 pN) para estirar os
complexos DNA-Doxorrubicina, nas condi¢oes experimentais desejadas.

Na Figura 4.14, temos o grafico do comprimento de persisténcia x concentracao
de Doxorrubicina em uma concentragao fixa de BSA (20% em massa). Neste grafico ini-

cialmente introduzimos a BSA e depois introduzimos o intercalante cuja a concentragao

28



A interacao DNA-BSA e DNA-BSA-Doxorrubicina

foi variada conforme podemos verificar abaixo.
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Figura 4.14: Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-BSA em funcao da concen-

tracdo total do ligante em solugdo, para uma concentragio fixa de BSA.

Os circulos pretos representam o comprimento persisténcia do DNA, quando ha
BSA na solucao o circulo azul representa o DNA puro. O comprimento de persistén-
cia cai drasticamente e, em seguida, aumenta monotonicamente com concentragao de
Doxorrubicina até alcancar o valor de saturacao préoximo de 70 nm em C'p,., aproxi-
madamente 80 mM.

Na Figura 4.15, temos a relacao do comprimento de contorno por concentragao

de Doxorrubicina em uma concentragao fixa de BSA (20% em massa).
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Figura 4.15: Comprimento de contorno dos complexos DNA-BSA em funcao da concentragao

total do ligante em solugdo, para uma concentracao fixa de BSA.
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As Figuras 4.16 e 4.17 mostram o comportamento do comprimento de persis-
téncia e contorno, na situagao na qual é introduzido primeiramente o intercalante e na

sequéncia a BSA.
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Figura 4.16: Grafico do comprimento de persisténcia por concentra¢ao de Doxorrubicina e

uma concentracao de fixa de BSA (20% em massa).
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Figura 4.17: grafico do comprimento de contorno por concentracao de Doxorrubicina e uma

concentragio de fixa de BSA (20% em massa).
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De forma qualitativa este resultado é semelhante ao que foi obtido no caso
onde a BSA foi introduzida primeiramente. A principal diferenca entre os resultados
é que quando a BSA estd interagindo primeiro no complexo de DNA é necessario
uma concentragao mais alta de Doxorrubicina para saturar o sistema. Os valores
de saturacdo também sao diferentes para o contorno (16um e 20um), diferentemente
quando a Doxorrubicina intercala com DNA sem a presenga da BSA.

Recentemente foram realizados experimentos com DNA-Doxorrubicina sem a
presenca da BSA, ou seja, o complexo de DNA ndo estd compactado. As medidas
foram realizadas nas mesmas condicoes experimentais do experimento com a BSA com
a finalidade de comparar os resultados apresentados neste trabalho. As Figuras 4.18
e 4.19 mostram a variagao do comprimento de contorno e persisténcia em funcao da

concentragao de Doxorrubicina, na auséncia de BSA.
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Figura 4.18: Comprimento de contorno dos complexos DNA-BSA em funcao da concentragao

total do ligante em solugdo. Nesse experimento ndo ha BSA em solucao [83].

Podemos observar que o comprimento de contorno cresce monoédtonicamente a

medida que aumentamos a concentracao de Doxorrubicina, o comprimento de contorno
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do DNA puro tem valor aproximadamente de 16,5um e evolui até a saturagao, atingindo

um valor aproximadamente 20pum obtido na Cpypp ~ 12 M.
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Figura 4.19: Comprimento de persisténcia dos complexos DNA em funcao da concentragao

total do ligante em solugdo, sem uma concentragao fixa de BSA em solucao[83].

A figura 4.19 mostra o comportamento do comprimento de persisténcia A do
complexo Doxo-DNA em funcao da concentracao total de Doxorrubicina. Podemos
observar que o comprimento de persisténcia dos mesmos complexo aumentam até uma
Chozo ~ 4,5uM e diminui abruptamente. Esta diminuicao do comprimento de per-
sisténcia é devido provavelmente ao fato de que a forca aplicada pela pinca oOptica
para fazer o estiramento pode induzir a desnaturacao parcial da estrutura do complexo
DNA-Doxorrubicina, formando bolhas de desnaturacao que induzem uma diminuicao

no comprimento de persisténcia.
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4.6 Conclusoes

Nos experimentos iniciais, comparamos a interacao DNA-BSA com outros agen-
tes condensantes ja conhecidos na literatura. Concluimos que a BSA, em certas condi-
¢oOes experimentais consegue compactar o DNA por exclusao de volume devido a forca
de deplecao. Esse resultado corrobora com resultados obtidos pelo Yoshikawa et al
[34]. Uma vez caracterizado a BSA como agente condensante, realizamos um novo
experimento dividido em duas etapas.

Na primeira etapa do nosso experimento, quando induzimos a condensacao do
DNA pela BSA a concentragao utilizada mostram eficiente em reduzir o comprimento
de contorno aparente da molécula em torno de 50% a 60%. Quando adicionamos
diferentes concentracoes de Doxorrubicina no sistema, observamos que para baixas
concentragoes do farmaco (< 15 uM) existe pouca intera¢do, com isso a Doxorrubicina
nao consegue alterar o comprimento de contorno aparente do complexo. Entretanto,
para altas concentragoes (> 30 uM) verificamos que a Doxorrubicina desfaz o conden-
sado de DNA-BSA, provavelmente devido ao aumento do comprimento de persisténcia
induzido na molécula de DNA pelo intercalante.

Na etapa seguinte invertemos a ordem de aplicacao dos compostos, com o intuito
de avaliar a eficiéncia da BSA em condensar o DNA previamente intercalado com a
Doxorrubicina. O resultado obtido é semelhante ao caso anterior, onde o comprimento
de contorno aparente e o comprimento de persisténcia aumentam monotonicamente,
entretanto a saturacao desses dois parametros ( contorno e persiténcia) ocorre em uma
concentracao menor de Doxorrubicina.

Para solugbes contendo uma alta concentracdo de Doxorrubicina (Cpezo —
80uM), ndo temos processo de condensagao do DNA induzido pela BSA | mas por outro
lado, quando o DNA puro esta previamente condensado por BSA(20% em massa), a
Doxorrubicina s6 consegue descompactar estes condensados a partir da concentragao
Cpozo = 120uM. Podemos concluir que em qualquer caso, a presenca de BSA influencia
drasticamente a interacao entre DNA e Doxorrubicina.

Os resultados obtidos no experimento em que temos a interacao DNA e Do-
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xorrubicina, onde o complexo de DNA nao esta condensado [83| de forma qualitativa
foram semelhantes aos que foram obtidos no experimento DNA-Doxo com complexo
DNA condensado induzido pela BSA. A diferenca é que para o DNA previamente con-
densado necessita de uma alta concentracao de Doxorrubicina para saturar o sistema,
diferentemente do que ocorre quando o DNA nao estd compactado, isso ocorre pelo
fato da BSA dificultar a interagao da Doxorrubicina com DNA

Podemos observar analisando graficos de comprimento de persisténcia, quando
tem BSA em solucdo nao existe aparecimento de bolha de desnaturacao, situacao di-
ferente encontrado quando o experimento é usado na auséncia de BSA, ou seja a BSA
inibi a formacgao de bolhas.

Outro aspectos importante é que, quando a BSA esté& presente, é necessario um
doxo muito maior concentracoes para atingir a saturacao do comprimento do contorno.
Esse resultado implica que a BSA, além de condensar as moléculas de DNA, também
altera o equilibrio quimico entre DNA e doxo, reduzindo a "afinidade efetiva"entre
essas duas moléculas, no sentido de que se precisa muito mais moléculas de farmaco
em solugao para saturar a sitios de ligacao de DNA disponiveis

Também investigamos a existéncia de uma interacao direta entre doxo e BSA,
que competiria com a interacado DNA-doxo estudada nas experiéncias de pincas 6pticas.
Uma vez que uma interacao BSA-doxo nao pode ser detectada em tais experiéncias,
realizamos medicoes de ressonancia plasmatica superficial (SPR) com BSA e doxo para

avaliar a interacao entre os dois compostos e os resultados evidenciaram essa interagao
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Capitulo 5

Interacao DNA-Histonas

5.1 Interacao DNA-Histonas e Resultados

Como ja descrito nesse texto, quando imaginamos a cromatina devemos imaginar
um sistema dinamico e nao estatico,[13] esse processo em uma descrigao simples faz com
que haja uma compactacao e uma descompactacao do DNA, dependendo da conjectura
da cromatina a figura 5.1 descreve essa dinamica.

A unidade fundamental da cromatina é o nucleossomo que consiste em, aproxi-
madamente, 146 pares de bases do DNA enroladas ao redor de um octamero central de
proteinas conhecidas como histonas. Essas proteinas, inicialmente, foram consideradas
como componentes meramente estruturais, mas agora sao reconhecidas pelo impor-
tante papel que desempenham na manutencao do equilibrio dindmico da cromatina o
octamero é formado por quatro histonas [17]| a figura 5.2 decreve o octamero, que tem

sua composicao as proteinas H1, H2a, H2b, H3 e H4 [84].
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Figura 5.1: Dinamica da compactacao sofrida pela cromatina em eucariotos. Niveis
consecutivos de condensagao sao mostrados, partindo do DNA livre, passando pelas
fibras de 10nm, também chamada colar de contas, e de 30 nm, até alcancar niveis que
culminam com a compactagao méaxima, representada pelo cromossomo [85].

DNA histona HL

+ nucelossomo

conjunta de 8 moléculas de histonas

Figura 5.2: Modelo descreve a relacao entre nucleossomo, cromatossomo e particula
central do nucleossomo na presenca da linker histona, formando o octamero|85].
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Na condensacao do DNA, pouco se sabe sobre a magnitude e a origem das forcas
que atuam nas fibras de cromatina, que regulam as caracteristicas genéticas. Estas
fibras mudam de conformacao de acordo com a evolucao da compactacao do DNA
no ciclo celular [13] existe algumas técnicas experimentais que ajudam a responder
certas perguntas sobre a cromatina, por exemplo: espalhamento dinamico de luz (DLS),
microscopia eletronica de transmissdo (TEM), microscopia de for¢a atomica (AFM) e
pinga optica [87, 88, 89).

Uma maneira de responder a estas perguntas é estirar uma tnica fibra de cro-
matina por suas extremidades para determinar padroes mecanicos, como ji discutidos
anteriomente. Em nossos experimentos utilizamos um conjunto de histonas produzido
pela New England Biolabs e as proteinas contida sao ( H1, H2a, H2b, H3 e H4). Nas
figura 5.3 e 5.4 temos as curvas tipicas forca por extensao obtidos no regime de altas e

baixas forgas, para algumas concentracoes de histona.
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Figura 5.3: Curvas de for¢a por extensao obtidos no regime de entalpico (altas forgas).
As curvas de variacao de concentracao de histonas, onde temos: o DNA puro repre-
sentada pelas cor vermelha Chsionas = 0; € as concentracoes de histonas temos, azul
Chistona = (0,01g/L); verde Chisiona = (0,015g/L); preto Chistona = (0,025¢g/L) e rosa
Chistona = (07 059/L)
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Figura 5.4: Curvas de for¢a por extensao obtidos no regime de entalpico (altas forgas).
As curvas de variacao de concentracao de histonas, onde temos: o DNA puro repre-
sentada pelas cor vermelha Ch;sionas = 0; € as concentracoes de histonas temos, azul
Chistona = (0,01g/L); verde Chistona = (0,015g/L); preto Chistona = (0,025¢g/L) e rosa
Chistona = (07 059/L)

Podemos observar que os resultados encontrados para a interacao DNA-histonas
para altas forcas, quando aumentamos a concentracao de histonas surge o aparecimento
de dente de serra,[?] essa caracteristica surge devido aumento da formagao de octame-
ros, como estamos no regime de altas forcas, nesse caso estou considerando forgas
maiores do que 10 pN, conseguimos desfazer octamero, simulando uma transcricao
celular.[90]

Ja para forcas menores que 10 pN nao aparece o padrao dentre de serra, mas po-
demos observar que este resultado no sistema entalpico é bem parecido com a interagao
entre DNA-BSA. Sabemos que o processo de compactacao do DNA nessas duas situa-
¢Oes ocorre por interacoes distintas. A interacao DNA-histona é eletrostatica enquanto
a interacao DNA-BSA por forca de deplecao.

Sabemos que na dinamica celular, o DNA compacta e descompacta, e uma das

causas dessas mudancas de conformacao da molécula ¢ a sua interacao com as histonas.
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A concentracao dessas proteinas variam de acordo com a funcao especifica da cromatina
[11]. Realizamos medidas variando a concentragao de histonas no complexo de DNA e
obtivemos padroes mecanicos da interacao DNA-histona que estao relacionados com a

condensacao do DNA. Os graficos 5.5 e 5.6 descrevem esses resultados.
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Figura 5.5: Grafico do comprimento de contorno em funcao da variacao de concen-
tracao de histonas.
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Figura 5.6: Grafico do comprimento de persisténcia em funcao da variacao de concen-
tracao de histonas.

Podemos observar que, nas 5.5 e 5.6 quando aumentamos a concentracao de
histonas o comprimento de contorno e de persisténcia diminuem. Essas mudancas

conformacionais mostram que a molécula estd compactando.
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5.2 Interacao DNA-Histonas sem H1 e Resultados

Compreender a cinética e a termodindmica da compactacao e desdobramento
da cromatina é essencial para a interpretacao da funcao génica. A ativacao do gene eu-
caridtico requer a condensacao de secoes especificas da fibra de cromatina para acessar
o DNA para processos como transcricao, replicacao e reparo do DNA.

O decifrado das forcas necessarias para desdobrar a fibra de cromatina é desa-
fiador, porque dependem de muitos fatores, que incluem o ambiente i6nico, para que
interajam de uma forma que modifique a conformacao do DNA para que isso ocorra
temos diversos componentes quimicos que corroboram para que ocorra o empacota-
mento e o descompactamento do DNA.Acredita-se que a histona H1 esteja envolvida
na organizacao da cromatina estabilizando a estrutura da cromatina. A histona H1
também conhecida linker é geralmente visto como um repressor de transcri¢ao, pois
impede o acesso de fatores de transcricao e complexos de remodelacao da cromatina
ao DNA.[91, 92]

Determinar as propriedades de ligagao da histona H1 a cromatina in vivo é
fundamental para entender como ela exerce essas fungoes. Utilizamos técnicas de pin-
camento Optico para descrever a influéncia da H1 na cromatina. O grafico abaixo
descreve o comportamento dos parametros mecéanicos (comprimento de contorno e per-

sisténcia)do fio de cromatina sem H1.
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Figura 5.7: Gréfico do comprimento de persisténcia em fungdo da variacao de con-
centracao de histonas.
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Figura 5.8: Grafico do comprimento de contorno em func¢ao da variacao de concen-
tracao de histonas.

Comparando o graficos 5.7 e 5.8 com 5.6 e 5.5 temos:
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Figura 5.10: Gréfico do comprimento de contorno em fungao da variagdo de concen-
tracao de histonas.

Podemos observar que a variacao do comprimento de persisténcia com o sem
H1 o comportamento qualitativo ¢ o mesmo, mas quando analisamos o comprimento
de contorno, percebemos que sem H1 ha um atraso na compactacao em quase 50 % do
comprimento de contorno esses resultado de grande importancia pois corrobora com

trabalhos computacionais.[91, 92, 94]

5.3 Conclusoes

Podemos afirmar que a concentracao da histona linker é de extrema importancia
no desenvolvimento da regulacao do nucleossomo, ficou evidente pelos resultados de
pincamento 6ptico que ha uma reducao significativa no atraso da compactagao do
DNA, em comparacio com a interacdo do DNA com as histonas incluindo a H1[89).

As histonas compactam o DNA fortemente em comparacao a interacdo DNA e
BSA. No desenvolvimento dos experimentos nos tentamos fazer medidas do complexo

DNA-histona e em seguida intercalar o complexo usando Doxorrubicina, mas a estru-

78



Interacao DN A-Histonas

tura do octamero formado pelas histonas, impedediram que o intercalante, se acople
nos pares de base do DNA [84, 11, 86].

Manipulando as concentracoes de histonas nosso caso a H1 para que o nucle-
ossomo fique numa conformacao que facilite a intercalacao conseguimos visualizar o
comportamento de intercalacao do fio de cromatina e a doxorrubicina a partir desses
resultados iniciais vamos tentar caracterizar por espetroscopia de for¢a a influéncia da
proteina H1 no processo de interacao fio de cromatina e ligantes.

Nossos resultados iniciais da inyeracao DNA-Histonas sem H1 sao promissores
pois corroboram com a premissa que a doxorrubicina tem carateristica de fazer uma tor-
¢ao na cromatina desestabilizando com nucleossomo para que ocorra a intercalagao|93].
As figuras 77 e 7?7 mostra um compartamento caracterisitco de intercalagio [56, 83.
Experimento anteriores que realizamos com as cinco hitonas, nao conseguimos visuali-

zar tal comportamento variamos concentracao de Doxorrubicina de 20mM até 120mM.
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Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas

6.1 Resultados e Perspectivas

Neste trabalho, utilizando o modelo Worm Like-Chain (WLC) desenvolvido por
Marko e Siggia [26], foi possivel monitorar as mudancas nas propriedades mecanicas da
molécula de DNA ao interagir com a BSA e as histonas onde esses parametros mecanicos
nos dao uma informacgao importantissima para descrever os aspecto conformacional
do DNA. A quase totalidade dos trabalhos disponiveis na literatura a respeito das
interacoes de intercalantes com o DNA foram realizados com este tltimo disperso em
solucao, numa conformacgao muito diferente da encontrada no interior das células, onde
o DNA esta fortemente compactado formando a cromatina.

Na primeira parte do trabalho utilizamos a técnica de pincamento 6ptico para
estudar a interacdo BSA e DNA e os efeitos do farmaco intercalante doxorrubicina
em condensados de DNA induzidos pela proteina BSA. Para a interacao DNA e BSA
concluimos que o processo de compactacao se da por interacao de deplecao, pelos
resultados obtidos observamos que esta de acordo com outros trabahos dé literatura,
descrevemos um potencial termodinamico do sistema em funcao da concentracao de
BSA onde esses resultados corroboraram com os trabalhos [75, 76]

Caracterizar a interacao do intercalante com o DNA em uma conformagao mais
préoxima da que este se encontra no nticleo celular. Na primeira etapa , condensamos

o DNA com BSA em solugao fisiologica PBS [Na| — 125 mM utilizando uma concen-
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tracao de BSA de 20% em massa. Esta concentracao mostrou-se eficiente em reduzir o
comprimento de contorno aparente da molécula em torno de 50% a 60%. A seguir, adi-
cionamos doxorrubicina no sistema em diversas concentracoes diferentes, observando o
efeito do farmaco no condensado.

Nos experimentos iniciais, comparamos a interagao DNA-BSA com outros agen-
tes condensantes ja conhecidos na literatura. Concluimos que a BSA, em certas condi-
¢Oes experimentais consegue compactar o DNA por exclusao de volume devido a forca
de deplecao. Esse resultado corrobora com resultados obtidos pelo Yoshikawa et al
[34]. Uma vez caracterizado a BSA como agente condensante, realizamos um novo
experimento dividido em duas etapas.

Na primeira etapa do nosso experimento, quando induzimos a condensacao do
DNA pela BSA a concentracao utilizada se mostraram eficiente em reduzir o compri-
mento de contorno aparente da molécula em torno de 50% a 60%. Quando adicionamos
diferentes concentragoes de Doxorrubicina no sistema, observamos que para baixas con-
centragoes do farmaco (< 15 uM) existe pouca interagao, com isso a Doxorrubicina nao
consegue alterar o comprimento de contorno aparente do complexo. Entretanto, para
altas concentragoes (> 30 uM) verificamos que a Doxorrubicina desfaz o condensado de
DNA-BSA, provavelmente devido ao aumento do comprimento de persisténcia induzido
na molécula de DNA pelo intercalante.

Na etapa seguinte invertemos a ordem de aplicacao dos compostos, com o intuito
de avaliar a eficiéncia da BSA em condensar o DNA previamente intercalado com a
Doxorrubicina. O resultado obtido é semelhante ao caso anterior, onde o comprimento
de contorno aparente e o comprimento de persisténcia aumentam monotonicamente,
entretanto a saturacao desses dois parametros ( contorno e persiténcia) ocorre em uma
concentracao menor de Doxorrubicina.

Para solugbes contendo uma alta concentracao de Doxorrubicina (Cpego
80uM), ndo temos processo de condensa¢ao do DNA induzido pela BSA |, mas por outro
lado, quando o DNA puro esta previamente condensado por BSA(20% em massa), a
Doxorrubicina s6 consegue descompactar estes condensados a partir da concentragao

Chbozo = 120uM. Podemos concluir que em qualquer caso, a presenca de BSA influencia
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drasticamente a interacao entre DNA e Doxorrubicina.

Os resultados obtidos no experimento em que temos a interacao DNA e Do-
xorrubicina, onde o complexo de DNA nao esta condensado [83]| de forma qualitativa
foram semelhantes aos que foram obtidos no experimento DNA-Doxo com complexo
DNA condensado induzido pela BSA. A diferenca é que para o DNA previamente con-
densado necessita de uma alta concentragao de Doxorrubicina para saturar o sistema,
diferentemente do que ocorre quando o DNA nao estd compactado, isso ocorre pelo
fato da BSA dificultar a interacao da Doxorrubicina com DNA

No trabalho das histonas ficou evidente pelos resultados de pincamento 6ptico
que ha uma reducao significativa no atraso da compactacao do DNA, em comparacao
com a interacao do DNA com as histonas incluindo a H1. Resultados iniciais da
interacao doxo e fio de cromatina via espetroscopia de forca ja mostra uma evidéncia
da influéncia da proteina H1 no processo de interacao fio de cromatina e ligantes.

Como perspectivas deste trabalho iremos terminar as medidas da interacao fio
de cromatina e doxo e em seguida estudar outra histona linker que é a H5 e andlisar a

influnéncia do colesterol no processo de compactacao do DNA.
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Neste apéndice apresentamos os artigos publicados durante o periodo do dou-
torado do autor desta tese, sob orientacao do professor Marcio Santos Rocha: (margo

de 2014 a marco de 2018).

A.1 Artigos Publicados Relacionados a Tese

e Artigo Publicado na Revista Journal of Chemical Physics

C. H. M. Lima, M. S. Rocha and E. B. Ramos, Unfolding DNA condensates
produced by DNA-like charged depletants: a force spectroscopy study . Journal
of Chemical Physics. (2017)

e Artigo Publicado na Revista Biopolymers.

C. H. M. Lima, H. M. C. de Paula, L. H. M. da Silva and M. S. Rocha,
Doxorubicin hinders DNA condensation promoted by the protein bovine serum

albumin (BSA): a force spectroscopy study . Biopolymers. (2017)

Este trabalho foi capa da revista.
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Figura A.1: Capa da Revista Biopolymers, Dezembro de 2017

A.2 Artigos Publicados em outros Projetos

e Artigo publicado na Revista Soft Matter

R. F. Bazoni, C. H. M. Lima, E. B. Ramos and M. S. Rocha, Force-
dependent persistence length of DNA-intercalator complexes measured in single

molecule stretching experiments. Soft Matter. 11, 4306-4314. (2015).

e Artigo Publicado na Revista International Journal of Biological Macro-

molecules.

B.C. Publio, T.A. Moura, C.H.M. Lima, M.S. Rocha, Biophysical cha-
racterization of the DNA interaction with the biogenic polyamine putrescine:

A single molecule study. International Journal of Biological Macromolecules.

(2018)

e Artigo Publicado na Revista BBA - General Subjects.

C.H.M. Lima, G.O. Almeida, M.S. Rocha, A cooperative transition from
the semi-flexible to the flexible regime of polymer elasticity: Mitoxantrone-

induced DNA condensation. BBA - General Subjects. (2018)
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single molecule stretching experiments

R. F. Bazoni, C. H. M. Lima, E. B. Ramos and M. S. Rocha*

By using optical tweezers with an adjustable trap stiffness, we have performed systematic single molecule
stretching experiments with two types of DNA—intercalator complexes, in order to investigate the effects of
the maximum applied forces on the mechanical response of such complexes. We have explicitly shown
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that even in the low-force entropic regime the persistence length of the DNA-intercalator complexes is
strongly force-dependent, although such behavior is not exhibited by bare DNA molecules. We discuss the
possible physicochemical effects that can lead to such results. In particular, we propose that the stretching

force can promote partial denaturation on the highly distorted double-helix of the DNA-intercalator com-

www.rsc.org/softmatter

1. Introduction

The study of DNA interactions with ligands such as drugs
or proteins is an interdisciplinary field important both in the
investigation of many intracellular processes as well as in
applications on the health sciences, especially in cancer chemo-
therapies and gene therapies. From the early 90’s, the advent of
single molecule techniques such as optical and magnetic
tweezers has allowed one to investigate these interactions by
manipulating and stretching single DNA-ligand complexes,
since the mechanical response of these complexes usually
changes upon ligand binding. In fact, along the past few years
various approaches were developed in order to deduce the ligand
binding mode(s) and to extract physicochemical information of
the interaction from mechanical data obtained by performing
single molecule stretching on DNA-ligand complexes.'
Although nowadays the mechanical behavior of bare DNA
molecules is well understood, the mechanics of DNA-ligand
complexes is still a topic with many contradictory results in the
literature, especially when comparing data obtained from single
molecule stretching techniques with those obtained from typical
ensemble-averaging techniques. In single molecule stretching
experiments performed with optical or magnetic tweezers, each
individual DNA-ligand complex is stretched from its equilibrium
configuration in solution to an approximately straight configu-
ration, and the mechanical properties are determined by fitting
the force x extension curve to some theoretical model of polymer

Laboratorio de Fisica Bioldgica, Departamento de Fisica, Universidade Federal de Vicosa.
Vicosa, Minas Gerais, Brazil. E-mail: marcios.rocha@ufv.br; Fax: +55-31 3899-2483;
Tel: +55-31 3899-3399
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plexes, which interfere strongly in the measured values of the persistence length.

elasticity. In ensemble-averaging techniques such as dynamic
light scattering, viscosimetry and gel electrophoresis, otherwise,
the complexes are not mechanically manipulated and the
mechanical properties are deduced from the conformation of
a set of many molecules.

Intercalators are well known DNA binding drugs much used
in various types of cancer chemotherapies. The binding of these
drugs introduces strong structural perturbations into the double-
helix structure, increasing the DNA contour length and unwinding
the double-helix by a certain angle per intercalated molecule.”?' >
Despite the large use of intercalators in cancer chemotherapies
and the large number of studies concerning the interactions of
these drugs with DNA, there are still some contradictory results
in the literature about the effects of these compounds on the
DNA persistence length. In fact, there are some studies such as
the ones of Sischka et al.” and Husale et al,® performed with
optical tweezers; Maaloum et al.,*® performed with atomic force
microscopy (AFM); Murade et al,”” performed with optical
tweezers and fluorescence microscopy; and Lipfert et al.,*® per-
formed with magnetic tweezers, which have reported a decrease
in the persistence length of DNA complexes formed with inter-
calators. On the other hand there are studies that report an
increase in the persistence length of DNA-intercalator com-
plexes upon drug binding, such as those reported by Reinert
et al.,”® performed with viscosimetry; Quake et al.,*® performed
with optical tweezers and fluorescence microscopy; Berge et al.,*"
performed with AFM; and the studies from the group of
Yoshikawa,**™* all performed with fluorescence microscopy.
Finally, there are studies that have reported that intercalators in
general firstly increase the DNA persistence length at low ligand
concentrations, but can decrease this parameter at high ligand
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Unfolding DNA condensates produced by DNA-like charged depletants: a

force spectroscopy study

C. H. M. Lima, M. S. Rocha and E. B. Ramos!' ®
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CEP 36570-900, Vigosa, MG, Brazil.

(Dated: 19 January 2017)

In this work we have measured, by means of optical tweezers, forces acting on depletion-induced DNA con-
densates due to the presence of the DNA-like charged protein bovine serum albumin (BSA). The stretching
and unfolding measurements performed on the semi-flexible DNA chain reveal (1%%) the softening of the un-
condensed DNA contour length and (2""i) a mechanical behavior strikingly different from those previously
observed: the force-extension curves of BSA-induced DNA condensates lack the “saw-tooth” pattern and
applied external forces as high as ~ 80pN are unable to fully unfold the condensed DNA contour length.
This last mechanical experimental finding is in agreement with force-induced “unpacking” detailed Langevin
dynamics simulations recently performed by Cortini et al on model rod-like shaped condensates. Further-
more, a simple thermodynamics analysis of the unfolding process has enabled us to estimate the free energy
involved in the DNA condensation : the estimated depletion-induced interactions vary linearly with both
the condensed DNA contour length and the BSA concentration, in agreement with analytical and numerical
analysis performed on model DNA condensates. We hope that future additional experiments can decide
whether the rod-like morphology is the actual one we are dealing with (e.g pulling experiments coupled with

super-resolution fluorescence microscopy).

PACS numbers: 87.80.Nj; 82.37.Rs; 87.14.gk; 87.80.Cc
Keywords: DNA condensation, depletion interactions,BSA, force spectroscopy

I. INTRODUCTION

DNA condensation or DNA compaction is a term
usually used to describe a process in which disperse
DNA molecules are compacted into tiny, nanometer-
sized forms often presenting a globule, rod or tours-like
morphology!. In such process, the micrometer-sized,
worm-like DNA chain is folded in a highly dense and
liquid-crystalline ordered structure, with a drastic reduc-
tion in its spanned volume.

In vitro, DNA condensation can be usually achieved by
using cationic molecules with charge equal or higher than
+3 (cation-induced condensation)!? or neutral polymers
such as polyethylene-glycol(PEG) and monovalent salt
(¥-condensation)®. In the former case, the positional
correlation among the cationic ligands onto the DNA
double-helix acts promoting DNA segment-segment at-
traction resulting in the collapse of the DNA molecule?,
whereas in the latter one, the condensing agent doesn’t
bind the double-helix and the compaction process is
driven by the exclusion of the depletants surrounding the
DNA segments, thus giving rise to attractive depletion-
induced DNA segment-segment interactions®. Since the
amounts of depletants usually needed to achieve DNA
condensation are in the range of ~10-30%(w/w%), the
solution conditions are termed “crowded”®.

An inverse scenario is presented e.g., by the ejection of
phages genomic DNA from within its capsid into bacte-

a)Electronic mail: esio@ufv.br
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ria. The highly confined DNA chain is released into the
cytosol and the bending and electrostatic energies needed
to confine the viral DNA inside its capsid are responsible
for the ejection. It has also been shown that crowding
can suppress partially or totally the DNA ejection from
T4 phages into a neutral polymer (PEG) solution”.The
ejection of phage DNA into bacteria is an example of
biological process which is, to some extend, related to
pulling experiments performed with single DNA chains
in PEG solutions where fractions of the condensed DNA
contour length are pushed into a crowded environment8:
here crowding plays both roles of keeping the condensate
structure(keeping the chain confined within the conden-
sate volume) and opposing the swell or release of the
semi-flexible chain into the crowded solution, in such a
way that, an external force is needed to unfold the con-
densate.

On the one hand, there is an abundant literature
on force spectroscopy of cation-induced DNA conden-
sates under several solution conditions showing e.g., the
well known stick-release pattern in the force-extension
curves(a signature of this sort of condensate), the unfold-
ing of its loops, changes in the free energies involved and
etc? 2. On the other hand, very few experimental works
have focused on the mechanics of depletion-induced DNA
condensation in a crowded environment!'®14, despite the
known relative importance of crowding in the nuclear
architecture and functioning in eukariotic cells'® (and
references therein). More recently®, Langevin dynam-
ics simulations were used to study the details involved
in the folding/unfolding of torus and rod-like DNA con-
densates. Rod and torus-like condensates seem to have
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Abstract

In this work, we have studied the interaction between the anticancer drug doxorubicin (doxo) and
condensed DNA, using optical tweezers. To perform this task, we use the protein bovine serum
albumin (BSA) in the working buffer to mimic two key conditions present in the real intracellular
environment: the condensed state of the DNA and the abundant presence of charged macromole-
cules in the surrounding medium. In particular, we have found that, when doxo is previously
intercalated in disperse DNA, the drug hinders the DNA condensation process upon the addition
of BSA in the buffer. On the other hand, when bare DNA is firstly condensed by BSA, doxo is
capable to intercalate and to unfold the DNA condensates at relatively high concentrations. In
addition, a specific interaction between BSA and doxo was verified, which significantly changes
the chemical equilibrium of the DNA-doxo interaction. Finally, the presence of BSA in the
buffer stabilizes the double-helix structure of the DNA-doxo complexes, preventing partial DNA
denaturation induced by the stretching forces.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

The investigation of DNA interactions with binding drugs is important
to understand the physicochemical details of the mechanism(s) of
action of such drugs when used in chemotherapies, gene therapies, and
other applications. In fact, a number of researchers have paid attention
to this topic in the past years, characterizing many types of interactions
that can exist between DNA and small drug molecules. For recent
reviews on the subject, see Refs. 1,2.

Despite the large number of studies in the field, almost the totality
of these works were performed using disperse DNA molecules in ordi-
nary buffer solutions, which contain basically only counter- and co-ions
(Na™, CI', etc). Although the interactions between DNA and drugs can
be characterized in many aspects under such conditions, there is no
guarantee that such interactions will occur in the same way inside living
cells. On the contrary, they should be distinct in many aspects, since in
the intracellular environment the DNA molecules are usually subjected
to very different conditions: they are condensed during most time and,
in addition, the surrounding medium contains a lot of other macromole-
cules (proteins, sugars, and others) that contribute to regulate cell vol-
ume and fluid balance. Such macromolecules can directly or indirectly

bovine serum albumin (BSA), DNA condensation, doxorubicin, intercalation

interfere in the natural intracellular DNA-related processes and in the
DNA-drug interactions, by changing water activity on the double-helix,
or even by directly interacting with the biopolymer and/or with the
drug used.*~*! Despite the relevance of such topic, few works have
used force spectroscopy to investigate the DNA condensation process
at a single molecule level™®*! and the interactions of condensed DNA
with drugs. [14,16-18]

In this work, we have studied the interaction between condensed
DNA and the drug doxorubicin (doxo) by using the protein bovine
serum albumin (BSA) to mimic two key intracellular conditions: DNA
condensation and the presence of charged macromolecules in the sur-
rounding medium. Although histones are the real proteins that con-
dense the DNA molecule inside most cells, the use of BSA here has
some advantages for letting one to get first insights on the general
behavior of the drug inside cells, because the two intracellular condi-
tions above mentioned can be achieved simultaneously by using a sin-
gle protein in the buffer. Thus, in the present work we created a
simplified in vitro environment that somewhat mimics some important
intracellular conditions. This environment is closer to what occurs
inside prokaryote cells, in which the DNA condensation also depends
on the depletants present in the surrounding medium.!**!

Biopolymers. 2017;e23071.
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We have performed a biophysical characterization, at single molecule level, of the interaction between the
DNA molecule and the biogenic polyamine putrescine. By using force spectroscopy, we were able to monitor
the complexes formation as putrescine is added to the sample, determining the mechanical properties of
such complexes and the physicochemical (binding) parameters of the interaction for three different ionic
strengths. In particular, it was shown that the behavior of the equilibrium binding constant as a function
of the counterion concentration deviates from the prediction of the Record-Lohman model. The measured
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and a comparison with results reported for ordinary bivalent ions like magnesium is performed. Such study

provides new insights on the general behavior of the DNA interactions with biogenic polyamines.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The biogenic polyamines putrescine, spermine and spermidine
play important roles in various intracellular biochemical processes,
from macromolecular synthesis to cell proliferation and differentia-
tion [1,2]. Some of these functions are mediated by the interactions
of polyamines with nucleic acids (RNA and DNA) [3]. Thus, character-
izing such interactions is essential to allow a robust comprehension
of these biochemical processes at molecular level. Although the gen-
eral aspects of such interactions were elucidated along the past
years, many peculiarities remain unknown and are subject of con-
troversy [4]. In particular, single molecule studies of the complexes
formed between these polyamines and the nucleic acids are rare.

In the present work we have performed a biophysical charac-
terization of the interaction between the DNA molecule and the
polyamine putrescine, at single molecule level. To perform such a
task, we use optical tweezers to perform single molecule stretching
experiments of the DNA-putrescine complexes, at various different
ligand concentrations. Such experiments allow one to promptly mea-
sure the changes on the mechanical properties of such complexes
as the putrescine concentration increases in the sample. From these
data, the binding mode can be deduced and the physicochemical

* Corresponding author.
E-mail address: marcios.rocha@ufv.br (M.S. Rocha).
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(binding) parameters of the interaction can also be determined with
accuracy [5]. Although the DNA-putrescine interaction was studied
in some aspects by other experimental techniques and computer
simulations [4,6-12], a complete single molecule study varying the
putrescine concentration and the ionic strength of the surrounding
buffer is lacking. Such study is now presented here, allowing one
to get new insights on both the mechanical and physicochemical
behavior of the DNA-putrescine complexes.

Putrescine is a compound related to the odor of putrefying flesh
and bad breath. It is a linear polyamine with ~0.8 nm length, having a
positive charge at each end when protonated in solution. Fig. 1 shows
the chemical structure of this compound. An important feature for
its interaction with the DNA molecule is the fact that the 2+ charge
is linearly distributed along the molecule, and not centrally concen-
trated like in ordinary bivalent ions such as magnesium (Mg2* ) or
calcium (Ca2™+).

2. Materials and methods
2.1. Experimental details

The optical tweezers used here to perform the experiments con-
sist of a 1064 nm ytterbium-doped fiber laser operating in the TEMgg

mode (IPG Photonics) mounted on a Nikon Ti-S inverted microscope
with a 100x NA 1.4 objective.
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We report a high cooperative transition from the semi-flexible to the flexible regime of polymer elasticity during
the interaction of the DNA molecule with the chemotherapeutic drug Mitoxantrone (MTX). By using single
molecule force spectroscopy, we show that the force-extension curves of the DNA-MTX complexes deviate from
the typical worm-like chain behavior as the MTX concentration in the sample increases, becoming straight lines
for sufficiently high drug concentrations. The behavior of the radius of gyration of the complexes as a function of

the bound MTX concentration was used to quantitatively investigate the cooperativity of the condensation
process. The present methodology can be promptly applied to other ligands that condense the DNA molecule
upon binding, opening new possibilities in the investigation of this type of process and, more generally, in the
investigation of phase transitions in polymer physics.

1. Introduction

The interactions of the DNA molecule with ligands such as proteins
and drugs is a field important to many areas of knowledge, from the
comprehension of basic intracellular processes to the application in
medical sciences, especially in cancer chemotherapies. Along the past
years, single molecule techniques such as optical and magnetic twee-
zers, as well as atomic force microscopy, have promoted a major step in
the understanding of such interactions [1-6]. In fact, these techniques
have opened the possibility of manipulating single DNA-ligand com-
plexes, allowing the determination of force-extension curves (FECs)
from which the mechanical properties of the complexes (and the phy-
sical chemistry of the interaction [1]) can be extracted. This type of
approach is usually known as single molecule force spectroscopy
(SMFS).

When using SMFS to study the interactions of the DNA molecule
with drugs or proteins, the straightforward approach employed to de-
termine the mechanical parameters of the complexes formed is to fit the
experimental FECs to the worm-like chain (WLC) model [7-9]. Never-
theless, such model has its intrinsic limitations, for example, it is valid
only for semi-flexible polymers. The bare DNA molecule has a peculiar
chemical structure, with two strands forming a double-helix that sets
important properties to the biopolymer such as a well-defined negative
charge density and a bending stiffness which places DNA in the class of
semi-flexible polymers [7,9-11]. When a ligand binds to the double-
helix, however, it can change the local bending stiffness as well as the

* Corresponding author.
E-mail address: marcios.rocha@ufv.br (M.S. Rocha).

https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.01.019

local charge density. Thus, if these changes make the DNA-ligand
complex much stiff or soft, the WLC model may fail and the mechanical
parameters obtained from the fitting of the FEC are maybe not much
realist. Fortunately, a large number of DNA ligands change only slightly
the DNA persistence length upon binding. Thus, the complex formed is
still a semi-flexible polymer, which justifies the use of the WLC model to
analyze the data. Nevertheless, this is not a general property, and there
are some ligands that can change drastically the mechanical properties
of the DNA molecule upon binding. Maybe the most known examples
are ligands that condense the DNA molecule, such as the polyamines
spermine and spermidine, and the histone proteins. These cationic li-
gands considerably reduce the effective persistence length of the com-
plexes formed at low ionic strengths [12,13], facilitating the DNA
condensation process. Small drug molecules that induce substantial
changes on the DNA persistence length upon binding, however, are
much less common.

While SMFS was largely employed in the past to study DNA con-
densation induced by various compounds such as polyamines and
proteins [12,14-17], the DNA complexes formed with Mitoxantrone
(MTX) were never characterized at single molecule level. Here we re-
port a SMFS characterization of this interaction using optical tweezers
to stretch the DNA-MTX complexes in the entropic regime (forces <
10 pN). While higher forces (tens of pN) may bring information on the
structure and structural transitions of these complexes, inside cells the
DNA molecule is submitted to very small net forces, on the order of a
few picoNewtons [18]. Therefore, to characterize the DNA-drug
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