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Resumo

BERNAL, Wilson Ferney Pinzon, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017. Estudo

da interacao DN A-Berenil mediante pingamento 6ptico. Orientador: Marcio Santos Rocha.

A fim de estudar a interacao do complexo DNA-Berenil, foram realizados experimentos de pingamento
optico. O estiramento de uma tunica molécula no regime entrépico possibilitou a caracterizagao
mecanica do complexo mediante duas propriedades: comprimento do contorno e comprimento de
persisténcia. Esta tltima permitiu determinar os parametros fisico-quimicos e os mecanismos de
ligagdo envolvidos na interagao, utilizando uma metodologia de andlise baseado em um modelo es-
tatistico. Demonstrou-se que os modos de ligacao podem ser modulados alterando a forca idnica
em solugao. Para concentragoes i6nicas altas ([Na] = 150 mM) o modo de ligagao entre o DNA e
o Berenil é uma ligacao nao covalente com a fenda menor, sendo este o modo de ligagdo dominante
na interagao. Por outro lado, para concentragdes ionicas baixas ([Na] = 10 mM), o ligante também
intercala parcialmente na dupla hélice. A metodologia aqui desenvolvida pode ser aplicada a ou-
tros tipos de ligantes que experimentam varios modos de ligagdo com o DNA, sendo portanto uma

contribuicao geral para este campo de pesquisa.
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Abstract

BERNAL, Wilson Ferney Pinzon, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017. Study

of the Interaction DN A-Berenil by optical tweezers. Adviser: Marcio Santos Rocha.

Aiming to study the Berenil-DNA complex interaction it were developed optical clamp experiments.
A stretch of a molecule in the entropic regime allowed the mechanical characterization of the complex
through its, contour and persistence lengths. The last quantify, allowed to determinate the physical-
chemical parameters and the binding mechanisms involved in the interaction, using the analyzes
methodology based on a statistical model. It was showed that the binding modes can be modulated
by changing the ionic strength in solution. At high ionic concentrations ([Na] = 150 mM), the
binding between the DNA and the Berenil is the non-covalent and with the minor cleft, since this
form of interaction is the dominant one. In turn, at low ionic concentrations ([Na] = 10 mM), the
ligand is also partially intercalated in the double helix. The developed methodology can be applied
to other types of ligands, which try several ways of binding to the DNA, being, therefore, a general

contribution to this research area.



Capitulo 1

Introducao

Nos ultimos anos o estudo de complexos DNA-ligantes tornou-se um assunto de pesquisa rele-
vante para diversas areas do conhecimento, incluindo bioquimica, biofisica, farmacologia, engenharia
genética, entre outros [36].

Estudos biofisicos e bioquimicos adequadamente desenhados possibilitam esclarecer a natureza
da uniao entre DNA e ligante, seus modos de ligacao e sua afinidade de interacao [8,14,69]. Es-
ta informagao é vital para a compreensao dos processos intracelulares, porque nao sé oferece um
vislumbre da bioatividade do ligante para atingir o equilibrio quimico, mas também serve como
ferramenta na engrenagem para o desenho de ligantes modificados com atividades biolégicas e pro-
priedades de ligagao de maior eficiéncia e efetividade [32,70].

Um dos farmacos conhecidos no campo da veterindaria é o aceturate diminazeno (Berenil), usado
no tratamento da tripanossomiase bovina e Babesia canis. Este tipo de diamidina aromatica possui
atividade quimioterapéutica que tem a capacidade de inibir a topoisomerase II e impedir a polime-
rizagdo do DNA no cinetoplasto da mitocondria celular [25,26]. O cinetoplasto é uma masa de DNA
circular dentro das mitocondrias que contem muitas cépias do genoma mitocondrial que sé se en-
contra nos protozoarios da classe dos cinetoplastideos, como por exemplo os tripanossomas [72,73].
Embora o mecanismo de interacao ao nivel intracelular é ainda desconhecida para a comunidade
cientifica, alguns estudos mostram que o berenil liga-se a varios G quadruplex com afinidade maior
as bases A-T, isto é, ao surco menor do DNA [32,66, 74].

Devido a forte interacao entre DNA e Berenil, neste trabalho estudaremos seu mecanismo de in-
teracao através de uma técnica revoluciondria que permite a realizacao de alongamentos entrépicos
de molécula tnica de DNA ou complexo DNA-Berenil, por meio de um feixe fortemente focalizado
pela objetiva de um microscépio, técnica conhecida como pinga éptica [8,36, 71].

Além disso, mediante um ajuste estatistico das curvas de forca por extensao do polimero, é
possivel extrair as propriedades mecanicas envolvidas no alongamento, tais como, comprimento de

persisténcia e comprimento de contorno. Finalmente utilizando uma metodologia de anélise de da-
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dos desenvolvida pelo nosso grupo, é possivel determinar os parametros fisico-quimicos envolvidos
na interacao.

Estes parametros permitem estudar e reconhecer os modos de ligacdo entre o DNA e Bere-
nil durante o equilibrio quimico, contribuindo desta forma na andlise e elucidagdo do mecanismo
de interacdo do complexo DNA-Berenil, apoiando alguns resultados obtidos por outras técnicas

experimentais [8,24-26, 32,66, 70].



Capitulo 2

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO
(DNA)

Esse capitulo refere-se ao quadro tedrico do nosso objeto de estudo: O acido desoxirribonucleico
ou mais conhecido como DNA. Para uma melhor compreensao, vamos descrever alguns dos temas
mais relevantes em seu estudo como o desenvolvimento histérico, a andlise estrutural a nivel bio-

quimico e caracterizagao biofisica como polimero em solucao.

2.1 Importancia e contexto Histérico

Dois eventos de grande importancia tiveram lugar recentemente no campo cientifico. Um deles,
considerado uma das maiores descobertas da fisica moderna, é o fenomeno da difragdo de raios X
pelos cristais, experimentalmente desenvolvido por Knipping, Friedrich, Von Laue, Henry e William
Bragg. A difracdo de raios x é considerada até hoje uma poderosa ferramenta de andlise estrutural.

O outro evento realizado é sem duvida o quinquagésimo aniversario do Prémio Nobel de Fi-
siologia ou Medicina atribuido a Francis Crick, James Watson e Maurice Wilkins por seu trabalho

sobre a estrutura molecular do DNA em 1953, uma descoberta que nao sé ofereceu um vislumbre da
compreensao do fendmeno natural mais extraordinario e complexo: a vida, mas também permitiu
o desenvolvimento de outras ciéncias, cujo foco esta relacionado com a prevencao e tratamento de
doencas.

Ha duas experiéncias particularmente importantes que evidenciam que o DNA é, sem duvida,
o componente cromossomico titular da informacao genética das células vivas. Uma delas é a des-
coberta de Friedrich Miescher, cujo tema de investigagao centrou-se no estudo do nicleo da célula.

Ele descobriu uma substancia acida no nicleo de células, mais tarde conhecida como acido desoxi-
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rribonucleico (DNA). Apesar de ter sido suspeita a relacao entre o acido nucleico e heranga célular,
apenas em 1944, os doutores Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty descobriram que o
DNA extraido a partir de uma estirpe virulenta levava a mensagem geneticamente hereditaria da
viruléncia. A outra experiéncia foi realizada em 1952, por Alfred Herschey e Martha Chase. Eles
concluiram, a partir de uma anélise radioativa, que o DNA da particula de virus entra na célula
hospedeira fornecendo informagao genética para a replicagao no futuro [3].

No final de 1940, Erwin Chargaff e seus colegas descobriram que as bases nitrogenadas consti-
tuintes de nucleotideos variam proporcionalmente e estao inter-relacionadas, chegando a conclusao
de que a composicao de bases do DNA varia de uma espécie para outra e é independente das al-
teracoes fisiolégicas e modificagbes ambientais dos organismos vivos. O acido desoxirribonucleico
extraido de diferentes tecidos das mesmas espécies tém a mesma composicao de bases e, em todos
os DNAs, o nimero total de purinas é igual ao nimero total de pirimidinas. Estes resultados per-
mitiram estabelecer a estequiometria do DNA, vislumbrando o processo de codificacao e a heranca
de informacao genética [3].

Em meados de 1950, Rosalind Franklin e Maurice Wilkings descobriram que cristais de DNA
geravam um padrao de difracao caracteristico de raios x mostrando a estrutura helicoidal com du-
pla periodicidade ao longo do eixo principal correspondente a 3,4 e 34 A respectivamente. Estas
caracteristicas juntamente com as regras de Chargaff ajudaram no entendimento estrutural do DNA
tridimensional [3,5].

Finalmente, em 1953, Watson e Crick postularam um modelo tridimensional para a estrutura
do DNA, que considerou todos os resultados até & data. Tal modelo consiste em duas fitas que
se enrolam sob um unico eixo formando uma dupla hélice que gira em sentido anti-horario. Este
avanco cientifico tornou-se um dos mais significativos e importantes do século XX, porque permitiu
nao s6 uma revolucao no campo da engenharia genética, mas também se tornou uma ferramenta

muito poderosa no vislumbramento de vérios processos bioquimicos a nivel molecular [3,4].

2.2 A analise estrutural do DNA

Apesar da complexidade quimica do DNA, sua andlise permitiu um vislumbre de seu dinamismo
metabdlico, na medida em que as moléculas de DNA podem ser reparadas, degradadas, alteradas,
torcidas e relaxadas especificamente. O estudo da sua estrutura pode ser realizada em varios niveis,
conhecidos como estruturas primaéria, secunddria, terciaria e quaterndria, associadas a niveis de

empacotamento cada vez mais elevados [5].
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Figura 2.1: Estrutura do nucleotideo. O nucleotideo é composto por um grupo fosfato, base nitrogenada
e desoxirribose (pentose). Adaptada da referéncia [15].

2.2.1 Estrutura Primaria

O DNA é um polimero composto por nucleotideos, que consistem em trés componentes: uma base
de purina ou pirimidina ligada através de uma ligacao N — glucosidica, a um agtcar ciclico de cinco
carbonos e um fosfato esterificado ao carbono na posicao 5 do acticar, conforme esquematizado
na Fig. 2.1 [5]. H4 outras formas ativas como os di ou trifosfatos cujas ligagoes de unido com o
nucleotideo sao do tipo pirofosfato.

No 4cido desoxirribonucleico s6 existem quatro tipos de nucleotideos, cada um caracterizado por
uma respectiva base: Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) e Timina (T), segundo a Fig. 2.2. No

caso do agucar-fosfato, o DNA contém uma desoxirribose [5].

As cadeias polinucleotidicas sdo polimeros de longo comprimento sem ramificagoes, cuja unido
entre dois nucledtideos é determinada pelo fosfato-5’ de um deles e o grupo hidroxila na posicao
3’ do agucar proximo. Este tipo de ligacao é bastante sensivel a ruptura hidrolitica, produto de
métodos quimicos ou enzimaticos. Estudos recentes mostram que os principais graus de liberdade
do polinucleotideo sao reduzidas a duas ligacoes O-P: a uniao fosfodiéster e a ligacao glucosidica
entre a base e o agicar, que lhe permite adaptar certas conformacoes e assim atingir uma rigidez

consideravel [2].

2.2.2 Estrutura Secundaria

As bases nitrogenados desempenham um papel importante nesta estrutura. Uma das carac-

teristicas mais relevantes é a formacao de ligacoes de hidrogénio entre os grupos aminas e carbonila
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Figura 2.2: Bases nitrogenadas presentes no DNA.. Cada nucleotideo estd caracterizado por uma
base respectiva: Adenina, Citosina, Timina e Guanina. Extraida do livro “Biologia 1”7, disponivel no site
http : //datateca.unad.edu.co/contenidos/358006/cont Linea/bibliografa.html.

do DNA. Por exemplo, um composto como a timina pode gerar duas ligagao de hidrogénio com um
composto como a adenina e bases como a citosina e guanina, podem formar até trés ligagoes de

hidrogénio, como se ilustra na Fig. 2.3 [2].

Embora as pirimidinas (T e C) sejam menores em relagao as purinas (G e A), os pares de bases
A-T e G-C tém a mesma forma e tamanho aproximado. Estas duas caracteristicas tornam possivel
a formagao de duas cadeias fortemente estabilizadas por emparelhamento entre as bases dos poli-

nucleétidos, como se observa na Fig. 2.4 [2].

Quando estas duas fitas sao auto alinhadas, a nova estrutura assume a forma de uma dupla héli-
ce, tal como confirmado pelos resultados experimentais por difraccéo de raio-X de cristais de DNA.
A Fig. 2.5 mostra a conformacao da dupla hélice, cuja estrutura tem caracteristicas de particular

relevancia [2,5]:

1. O diametro da hélice é de cerca de 20 A, gira no sentido horario, com dimensionalidade igual
em toda a estrutura e tem um unico eixo de hélice comum. A hélice tem duas fendas, uma

com profundidade maior que a outra.

2. Os planos de superficie formadas pelos nucleétidos das cadeias unidas por ligacoes de Hi-
drogénio sao perpendiculares ao eixo central da hélice, em que as bases estao localizados
dentro da hélice e as colunas acucar-fosfato no exterior. O espacamento entre dois planos
superficiais consecutivos é de 3,4 nm. Além disso, para cada passo da rosca da hélice sao dez

pares de bases, cujo deslocamento angular para cada par de bases é de 36°.

3. O empilhamento das bases dentro da hélice e a forca de repulsao entre a carga negativa do
lado de fora da hélice devido aos grupos fosféricos, geram uma estabilidade eletrostatica ao

longo da estrutura helicoidal.
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Figura 2.3: Especificidade do pareamento das bases mno DNA. Ligacoes de hi-
drogénio formadas pelas bases do DNA mno interior da cadeia. Extraida do livro“Um
estudo sobre a manipulacio do genoma humano”, UFSC disponivel no site hitp
//eng.ufsc.br/labs/probio/disc.ngpiog/trabalhos,0s2003/gnenetica/ DN A.html.

Figura 2.4: Estrutura secundaria do DNA. Formagio da cadeia do DNA, estabilizagdo e emparelha-
mento das bases dos polinucleotideos. Extraida do trabalho “Estrutura e func¢do de dcidos nucleicos”, USP
disponivel no site hitp : //www?2.iq.usp.br/docente/ flaviam/Aulas/QBQ313/.
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CADEIAS ANTIPARALELAS

Figura 2.5: Representacdo da dupla hélice do DNA. Em (a) Estrutura bioquimi-
ca da DNA. Em (b) Estrutura helicoidal e tamanhos especificos. Visualizado em http:
//www.ebah.com.br/content/ ABAAAAYTsAF /estrutura-replicacao-dna.

ligagao de hidrogénio

4. As duas fitas sao antiparalelas, isto é, quando as cadeias sdo representadas desde o extremo

5" ao extremo 3’, a direcao é ascendente em uma fita e descendente na outra.

5. Os pares de bases responsaveis pela estrutura tradicional de DNA devem ser do tipo A-T e
G-C, devido ao seu equivalente em tamanho, forma e afinidade na formagao de ligagoes de

Hidrogeénio.

6. A ligagado entre os dtomos de carbono glicosidicos pode ser feita através de qualquer um dos
quatro pares de bases AT, TA, CG e CG devido ao duplo eixo de rotagao que passa através do
plano da superficie de cada par de bases, relacionando as ligacoes glicosidicas NC e a mesma

conformagao entre o actcar e o fosfato das cadeias antiparalelas em cada rotagao.

7. A sequéncia de pares de bases ao longo da cadeia pode ser variada, devido a isometria dos

quatro pares de bases, mantendo o didmetro uniforme em todo o polimero.

Com base nestes pilares existem trés tipos de DNA, os quais podem ser visualizados na figura
2.6 [11]:

1. DNA-B: E o0 mais abundante, foi descoberto inicialmente por Watson e Crick, satisfaz o
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Figura 2.6: Tipos de DNA. Diferengas estruturais entre os tipos de DNA encontrados em diversas condigoes
fisiologicas. Adaptada da referéncia [11].

modelo da dupla hélice acima descrito. Alem disso tem uma humidade relativa de 92 % em

solucao e encontra-se em solucoes com baixa forga ionica.

2. DNA-A: Tem 75 % de humidade, 11 pares de bases por rotacio completa e 23 A de diametro
aproximado. Em solucdo, precisa de sédio, de potédssio ou de césio como contra-ions, além

disso, sua estrutura é muito semelhante a dos hibridos DNA-RNA e as regides de auto-
emparelhamento de RNA-RNA.

3. DNA-Z: E um tipo de dupla hélice no sentido contrario (levégiro), é caracterizada pela
configuracio em ziguezague, 12 pares de base por rotacdo completa e 18 A de didmetro. A sua
estrutura é observada em segmentos de DNA com a sequéncia alternada de bases de purinas

e pirimidinas (GCGCGC) devido a conformacao alternada dos residuos de agicar-fosfato.

2.2.3 Estrutura Terciaria

Este tipo de DNA super-enrolado é constituido por uma fibra de 20 A de didmetro torcida sobre
si mesma, formando uma espécie de super- hélice. Esta estrutura é o resultado da acéo de enzimas
chamadas topoisomerases II. Este tipo de estrutura cria uma certa estabilidade molecular [13].

No caso de organismos procariotas, o DNA é dobrado como uma super- hélice associada com

uma baixa quantidade de proteinas cuja estrutura na maioria dos casos é tipo circular. Enquanto
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Figura 2.7: Estrutura tercidria e quaternaria do DNA. Organizacdo estrutural do
DNA de acordo com os niveis de empacotamento molecular. Adaptada do site http
//www.maristasgranada.net/webcole/documentos/Ciencias.html.

nos organismos eucariotas a embalagem é muito mais complexa e compacta. Embora o tamanho do
DNA em geral seja grande, ele encontra-se alojado no interior do nicleo utilizando proteinas como
histonas ou protaminas em casos particulares. Esta estrutura de ligacdo entre proteinas e DNA é
chamada cromatina. Os niveis de organizacao da cromatina podem ser de varios tipos: nucleossomo,

colar de pérolas, fibra de cromatina, loops radiais ou cromossomo [9,11,13].

2.2.4 Estrutura Quaternaria

E a organizagao de mais alto nivel do DNA. Neste caso a cromatina no niicleo tem uma espessura
de 300 A e é formado por um processo de embalagem sucessiva e ordenada. Primeiro, o conjunto
de nucleossomas da origem aos solendides e em seguida estes se enrolam formando a cromatina do

nucleo interfasico da célula eucariota.

2.3 Desenrolamento e superenrolamento do DNA

Durante a recombinacio de genes, replicacdo e transcricio do DNA, a dupla hélice passa por um
desenrolamento, produto da ruptura das ligagoes de hidrogénio que ligam as bases nitrogenadas.
Um exemplo disto é a desnaturacdo do DNA (in vitro), como resultado do aumento da tempera-

tura acima de um determinado ponto. Este processo pode ser medido espectroscopicamente, uma
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Figura 2.8: Curva de Fusdao do DNA. Grafico de desnaturacdo do DNA por aumento de temperatura.
Adaptada do curso “Biomoleculas” UPV visualizado em hitp : //www.ehu.eus/biomoleculas/an/and2.html.

vez que a molécula desenrolada apresenta-se 37 % acima do ponto de méaximo de absorcao de luz
ultravioleta [14]. Assim, a partir das variagoes de absor¢ao da luz e da temperatura é possivel gerar
uma curva sigmoidal chamada curva do fusao de DNA, como mostrado na Fig. 2.8, que reflete
as interacoes entre os pares de bases ligadas por ligacoes de hidrogénio e os efeitos cooperativos
de empilhamento de bases. A temperatura de fusdo é condicionada pela composi¢ao de bases. De
fato, segmentos ricos em bases adenina-timina tém temperatura de fusao menor do que segmentos
ricos em bases guanina-citosina, devido ao nimero de ligacoes de hidrogénio que os unem. Apds a

separacao das duas cadeias, condi¢oes adequadas de temperatura podem renaturar o DNA [6].

Existem processos biolégicos de separacao envolvidos na estabilizacao da estrutura da dupla
helice: Superenrolamentos.

As topoisomerases permitem as alteracoes no grau de superenrolamento do DNA, gerando a
quebra transitéria de ligagoes fosfodiester, permitindo a ligacao continua entre proteina e DNA,
covalentemente. Desta forma as fitas do DNA passam umas sobre outras, alterando o superenrola-
mento da molécula [6].

O grau de superenrolamento de uma molécula de DNA pode ser verificada por meio do niimero
de vezes que uma cadeia de DNA circular atravessa a outra cadeia. As enzimas responsaveis por
estes processos sao chamados topoisomerases e sao responsaveis pela introducao ou remocao de
superenrolamentos. Por exemplo, a Topoisomerase I quebra uma cadeia de DNA e relaxa o super-
enrolamento negativo, enquanto a topoisomerase II quebra as duas cadeias de DNA e acrescenta
desenrolamentos negativos [6,13].

Alguns farmacos atuam por inibicao da atividade da topoisomerase, impedindo a mudanca con-
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formacional do DNA fita dupla e, consequentemente, induzindo a morte celular. Por exemplo, alguns
derivados da camptotecina sao capazes de inibir a topoisomerase I. Por outro lado, agentes tais como
antraciclinas, derivados de acridina ou diamidinas arométicas como o Berenil, exercem o seu efeito

terapéutico sobre a topoisomerase II [6,13].

2.4 Caracterizagao Biofisica do DNA como polimero em solucgao

Do ponto de vista quimico, o DNA (4cido desoxirribonucleico) é um longo polimero de unidades
simples (monoémeros) de nucleétidos. Geralmente os polimeros podem ser classificados de acordo
com o tipo de cadeia e constituicdo. No caso do DNA, ele é considerado de tipo linear uma vez que
nao apresenta bifurcagoes e copolimero randémico porque tem dois ou mais tipos de mondémeros
diferentes.

Dentro da mecanica de polimeros, o DNA pode ser caracterizado através de algumas proprieda-
des mecanicas de grande importancia, entre os quais estao: comprimento de persisténcia, compri-
mento de contorno, distancia ponta a ponta quadrédtica média e raio de giro [8,14].

O comprimento de contorno (L) é a distancia entre as duas extremidades da cadeia de polimero
quando este encontra-se numa configuracao completamente retilinea. Esta propriedade é de grande
importancia, porque da informacao direta do tamanho linear do polimero.

O comprimento de persisténcia (A) pode ser entendido qualitativamente como a distancia média
entre duas dobras consecutivas ao longo do polimero. Esta propriedade é de grande importancia
porque d4 uma ideia direta sobre a rigidez do polimero, isto é, quanto maior for o comprimento de
persisténcia do polimero, maior serd a rigidez e vice-versa.

A distancia ponta a ponta quadratica média é definida como o valor quadratico médio da
distancia entre as extremidades da cadeia do polimero no estado de equilibrio termodindmico em
solucao. Finalmente, o raio de giro que representa o volume ocupado pelo polimero no espago, de-

finido como o raio da esfera cujo volume é o mesmo ocupado pelo polimero em solugao.

2.4.1 Polimero em solugao Aquosa

Quando o DNA é colocado em solucdo aquosa, ele naturalmente tende a atingir um estado
de equilibrio termodinamico com o meio. Durante este processo o polimero sofre mudancas nas
suas propriedades mecanicas dependentes de varidveis intrinsecas ou extrinsecas como a rigidez do
polimero ou a temperatura do meio [7,8].

Quanto mais elevada for a temperatura do meio, o nimero de interagoes com as moléculas
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(a) (b) (c)

Figura 2.9: Aumento da entropia do sistema. Configuragoes A, B e C. Conforme aumenta a quantidade
de dobras maior serd a entropia do sistema. Adaptada da referéncia [8].

constituintes do meio aquoso também serd maior, aumentando assim o nimero de dobras e as
configuragdes possiveis do polimero (2) indicando que quanto maior for a temperatura, maior é a
entropia (S):

S = kplog . (2.1)

Em que k; é a constante de Boltzmann. Por conseguinte, a entropia serd menor, quanto menor
for a temperatura do meio. Por exemplo, na Fig. 2.9, se mostram trés configuragoes A, B e C. Com
um aumento da temperatura do meio, a quantidade de dobras do polimero e, por conseguinte, a

entropia do sistema aumentam [8].

2.4.2 Regime entropico e entalpico

Geralmente um polimero adapta-se a configuracoes dependendo de seu estado de equilibrio ter-
modinamico com o meio. Também é possivel alterar certas configuracoes através da aplicagao de
forcas externas. Dependendo da magnitude da forca externa, pode-se apresentar dois casos diferen-
tes: se a forca externa aplicada é pequena, de modo que as ligagoes quimicas do polimero nao sofrem
alteracgoes estruturais e, consequentemente, o polimero retorna para a posicao de equilibrio original
ao cessar da forga, diz-se que a resposta eldstica é de regime entrépico. Se, no entanto, a forca ex-
terna é suficientemente grande para distorcer as ligacoes quimicas do polimero, gerando o aumento
no comprimento de contorno original, diz-se que a resposta elastica é de regime entdlpico [7,8].

No caso da molécula de DNA, a forga limite que separa os dois regimes é de aproximadamente 5
pN. Por conseguinte, abaixo deste valor, a elasticidade entrépica pode ser caracterizada unicamente

pelo comprimento persisténcia, tornando o parametro fundamental para a descricdo mecanica do
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regime entrépico da molecula de DNA [12].

Uma das expressoes analiticas mais importantes no estudo das propriedades mecanicas da
molécula de DNA ¢, definitivamente, a expressdo para a curva de forca por extensao da cadeia
polimérica no regime entrépico. Ela foi obtido por Marko e Siggia em 1995 com base no modelo
Worm Like Chain (WLC), que descreve o comportamento eldstico do polimero para estiramentos

préoximos e distantes do equilibrio termodindmico dentro do regime entrépico (F' < 5 pN):

F_éfwz+4ui2P_i’ 22)
L

F é a magnitude da forga aplicada, kg a constante de Boltzmann, T' a temperatura, z o es-
tiramento da molécula (extensdao do DNA), L o comprimento de contorno e A o comprimento de
persisténcia. Embora a expressao seja bastante precisa e muito usada a nivel experimental, as forcas
externas aplicadas nao devem atingir o comprimento de contorno maximo, isto é, deve-se considerar
que z ~ 0,9L. Caso contrario, a forca sera suficientemente alta para atingir o regime entédlpico. Pode-
se observar que quando z = L, a expressio 2.2 diverge. A deducdo matematica da expressao 2.2 pode

ser encontrada em diferentes artigos e dissertacoes de nosso grupo de pesquisa [7,8,12,14,38,50,71].



Capitulo 3

INTERACAO DNA-LIGANTE

Este capitulo ird apresentar de forma introdutéria os tipos de interacoes e modelos quantitativos
utilizados na caracterizagao fisico-quimica de estados de equilibrio entre a molécula de DNA e
ligantes em solucao. Estes parametros sao relevantes para a andlise de dados relacionados com o

entendimento fisico-quimico da interacao do nosso complexo de DNA-Berenil.

3.1 Tipos de interacao DNA-Ligantes

Um ligante é o nome dado as drogas e outros compostos que se ligam ao DNA. Estes tém a
capacidade de regular a atividade do polimero levando-a para um novo estado de estabilidade [15].

As caracteristicas estruturais do DNA permitem a ligagdao entre diferentes tipos de ligantes.
Para ligantes carregados positivamente sao capazes de se ligar com polimeros aniénicos como DNA,
gerando diferentes tipos de comportamento funcional ou conformacional do complexo final. A estru-
tura do DNA faz com que as interactes possam ocorrer de forma covalente, ou seja, ligacoes diretas
entre o composto e as bases nitrogenadas ou grupos fosfatos do DNA e de forma nao covalente
através de interacOes eletrostaticas, interacoes hidrofébicas na fenda menor do DNA ou intercalacao
entre as bases nitrogenadas do polimero. A Fig. 3.1 mostra esquematicamente os tipos de interacao.

Devido ao comportamento da ligacdo entre o DNA e nosso composto, nesta se¢ido sao apresen-

tados em detalhe apenas dois tipos de interagao: a intercalagao e ligagao de fenda [15].

3.1.1 Intercalacgao

A intercalacéo é a insercao de uma molécula aromética entre os pares de base consecutivos de DNA,
como pode ser visto na Fig. 3.1 [17]. Este tipo de ligacdo nao covalente foi descoberto por Lerman

em 1961 como resultado da pesquisa no estudo da interagdo DNA-Acridina [18].

15
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Figura 3.1: Tipos de interagado. Tipos de ligagoes néo covalentes e covalentes entre DNA e ligante.
Adaptada da referéncia [16].

Entre os fatores mais importantes que contribuem para a estabilidade do complexo final (DNA-
Intercalante), estao a estrutura aromatica do composto, as interagdes com orbitais-m dos pares de
base, forgas eletrostaticas, interagoes hidrofébicas e ligacoes de hidrogénio entre o ligante e o polime-

o [18].

Uma das modificagoes mais representativas que induzem a intercalacao, é sem duvida, o alonga-
mento do polimero linear, ou seja, o aumento do seu comprimento de contorno, devido & separagao
gerada pela insercdo do anel aromético entre os pares de bases do DNA. Este alongamento pode
variar entre 2 e 3,5 A e provoca mudancas estruturais ao longo da cadeia do polimero, gerando um
desenrolamento da dupla hélice de DNA. Por outro lado, uma volta da dupla hélice na maioria das
vezes representa uma perda na estrutura helicoidal regular seguida por uma diminuicao no diametro
do polimero [8].

Além disso, os estudos mostram que a intercalacao de moléculas dentro da estrutura helicoidal
do DNA contribui de forma significativa para a formacao e estabilidade eletrostatica do complexo
final [19]. Um modelo que descreve quantitativamente a separacgao longitudinal causada por inter-

calagdo é ilustrado na Fig. 3.2. O comprimento de contorno do DNA puro é dado pela expressao:

Lo = NypA. (3.1)

Por outro lado, o comprimento do contorno do complexo de DNA-Intercalante é:

L =Lo+ Ny (3.2)

Onde A é o espacamento natural entre dois pares de base consecutivos, § é o aumento induzido
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Figura 3.2: Intercalagdo do ligante. Aumento no comprimento de contorno devido a intercalagdo do
ligante [8].

entre os pares de bases devido a molécula intercalada , Ny, o niimero de pares de bases de DNA e

Ny o ntimero de moléculas intercaladas em uma respectiva concentragao.

Assim, o aumento relativo do comprimento de contorno © gerado pela molécula intercalada

para um sistema de volume fixo é dada por:

L—Ly N
= 0_ Mo _ .9 (3.3)

© Ly  NpA A

Onde r = C%‘; = Nlb’; Este parametro é chamado fracao de sitios ligados, como se verd na proxi-
ma Segao.

Entre os intercalantes mais conhecidos se encontram o Brometo de etidio que gera um aumento
do contorno do DNA de 0,34 nm com um desenrolamento angular de 26° por molécula intercalada,

a daunorubicina, o psoralen, entre outros [8].

3.1.2 Ligacao de Fenda

No mercado existem algumas drogas de tipo antitumoral e antimicrobiana que possuem este
tipo de ligacdo com o DNA. Estes ligantes sdo caracterizadas por interagir especificamente com a
fenda maior ou menor do DNA, tal como ilustrado na Fig. 3.1. Em geral, este tipo de interacao nao
covalente gerado entre a molécula e a cadeia do polimero é acompanhada por forcas eletrostaticas,

de van der Waals e ligacoes de hidrogénio [8].
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Alguns compostos como as bisamidinas aromaticas interagem de forma reversivel com a fenda
menor. Normalmente esta ligacdo é acompanhada por interacées hidrofébicas nao covalentes e li-
gacoes de hidrogénio fracas entre o ligante e as bases da cadeia do polimero. Estes compostos tém
despertado o interesse da comunidade cientifica devido a sua eficiéncia no tratamento de doencas
como a AIDS e infecgbes causadas por protozodrios como a leishmaniose e tripanossomiase [20,21].

Outros exemplos de interagao com a fenda menor do DNA séo a distamicina-A, causadora de al-
teracoes na elasticidade e estabilidade do esqueleto na cadeia polimérica, e a familia Hoescht usados
como marcadores fluorescentes do DNA. Além disso, ha também drogas que interagem de forma nao
covalente com o fenda maior do DNA acompanhada também por interacoes eletrostaticas fracas.
Um dos mais conhecidos é o peptideo alfa-hélice (Leu — Ala — Arg — Leu)3 — N H. Também existem
casos de drogas com ligagao mista (Intercalagao e ligacao de fenda), por exemplo, os marcadores
fluorescentes: YO e YOYO. Este 1ltimo caracterizado pela actividade antitumoral como inibidor

da topoisomerase [8].

3.2 Equilibrio Quimico nas interagcoes DN A-Ligantes

Em qualquer processo quimico, o equilibrio quimico é um estado estacionario de duas ou mais
particoes diferentes de um sistema, ou seja, o equilibrio quimico é alcancado quando as concen-
tracoes dos reagentes e produtos em uma reagao quimica qualquer nao mostram nenhuma mudanca
no tempo. Neste trabalho, os reagentes referem-se & molécula de DNA e os ligantes em solucéo,
enquanto que o produto é o complexo DNA-Ligante.

Este estado de equilibrio é de grande importancia em nosso estudo. Além de vislumbrar os
processos de interacao entre a cadeia polimérica e o ligante em solugao também permite a anali-
se das caracteristicas fisico-quimicas que fornecem informacoes sobre o tipo e forma de ligagao do
complexo DNA-Ligante. Para a determinacao destas varidveis fisico-quimicos sdo utilizados varios
métodos quantitativos, que dependem principalmente do modo de ligacao. No caso do complexo
de DNA-Berenil foram utilizados dois modelos que descrevem corretamente a tendéncia dos nossos

dados experimentais: o modelo de Hill e o modelo sequencial de ligacao.

3.2.1 Modelo de Hill

Em meados de 1910, A. V. Hill apresentou uma teoria que poderia explicar a curva de associagao
do oxigénio transportado na hemoglobina.

A hemoglobina presente nas células vermelhas do sangue tem como funcao transportar oxigénio
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dos alvéolos pulmonares para outros tecidos. Ela é uma proteina globular composta de quatro
subunidades proteicas, cada uma das quais é capaz de se ligar a um oxigénio usando um atomo
de ferro. Hill conseguiu apresentar um grafico da quantidade de proteina ligada ao oxigénio em
funcao da quantidade de oxigénio presente. Também descobriu que esta curva era de tipo sigmoidal,
diferente da encontrada pelo modelo de Scatchard, segundo a qual um tnico modo de ligacao de
associagao € independente do nimero anterior de moléculas de oxigénio ligados a hemoglobina.

A reacdo quimica que descreve a atividade de hemoglobina é dada pela seguinte expressio:

Hp +n0y — HB(OQ)n (3.4)

Onde Hp(O3), representa o composto final. A varidvel n é conhecida como nimero de Hill e
representa o nimero maximo de moléculas de oxigénio (quatro) que se pode ligar & hemoglobina. E
também comum neste tipo de reacao, definir a constante quimica aparente de associagao K 4 dada

pela expressao:

[HB(O2)7L]

B = g0

(3.5)

De acordo com Hill, o processo de ligacao deve ser encarado como uma ligacao simultanea de
todas as moléculas de oxigénio possivel, ou seja, deve-se considerar o sistema com apenas dois esta-
dos: 7 = 0 e r = g, (saturado), como é mostrado na Fig. 3.3. Isso pressupde que se a constante
aparente K 4 representa a interacao de n moléculas de oxigénio com uma uinica proteina de hemoglo-
bina (Eq.3.7) e a constante intrinseca K; representa a interacdo de uma tnica molécula de oxigénio
com um unico sitio de ligacao na hemoglobina, entao, as quatro constantes intrinsecas sao iguais

K1 = Ky = K3 = K4 = K; e, portanto, a constante de associacao estd dada por:

Ky=K? (3.6)

Virias investigacoes demonstraram que moléculas de diferentes tipos de ligantes podem ligar-se
simultaneamente ao DNA, formando agregados aleatérios ao longo da cadeia polimérica, e que o
processo de ligacao pode ser ajustado pela isoterma de Hill. Portanto, a adaptagao do modelo de Hill
para o caso especifico da molécula de DNA [8,22] implica que a constante de associagdo aparente

pode ser escrita como se segue:

Cy

Kpg—e_ b
4 (G — GO}

(3.7)
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Hemoglobina

Figura 3.3: Modelo de Hill. Ligagao simultinea de todas as moléculas de oxigénio possiveis na hemoglo-
bina.

Em que Cj, representa a concentracao de ligantes ligados ao DNA, (), a concentracao de pares

de bases do polimero e Cy a concentracgao de ligante livre em solucao. Se r = g—b” e K4 = K", entao
/2

a isoterma de ligagao de Hill conhecida como a relacao entre a fracao de sitios ligados (r) com a

concentracao de ligante livre em solucao, pode ser escrita como:

K;Ce)"™
po G (3.8)
1+ (K,C f)"
Assim, para ligantes que ocupam mais do que um par de bases no polimero, é possivel acrescen-
tar o parametro ry,q.:
Tmax (chf)n

"I (G >

De acordo com a expressao 3.9, para valores fixos de K; € 1y, quanto maior for o coeficiente
de Hill n, o sistema vai saturar a uma concentracao de ligante livre em solucao cada vez menor.
Assim, quanto maior for n, a afinidade quimica entre os ligantes e 0 DNA também serd maior. Esta
propriedade é apresentada em alguns complexos e é denominada cooperatividade, isto é, a ligagao
de uma molécula ao DNA aumenta a probabilidade de uma segunda molécula ligar e assim por
diante, até ocupar todos os sitios de ligacao possiveis do polimero. Certamente, este efeito depende

de dois parametros fisico-quimicos, K4 e n:

1. Se n > 1, K4 aumenta com n, ou seja, a primeira molécula que se liga ao DNA, aumen-
ta a probabilidade ou a afinidade de ligacao da seguinte. Esse comportamento é chamado

cooperatividade positiva.
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Figura 3.4: Modelo sequencial de ligagao. Ligagio sequencial de todas as moléculas de oxigénio, até

atingir a saturagao.

2. Sen < 1, K4 diminui com n, isto é, a primeira molécula que se liga ao DNA, reduz a
probabilidade ou dificulta a afinidade de ligagao da seguinte. Esse comportamento é chamado

cooperatividade negativa.

3. Se n = 1, a primeira molécula que se liga ao DNA, n&o interfere com a ligacdo da molécula
seguinte. Este tipo de ligacao é nao cooperativa e reflete o modelo de Scatchard mencionado

acima.

3.2.2 Modelo sequencial de ligagao

De acordo com o modelo de Hill, todas as moléculas possiveis (ligantes) se ligam simultaneamente
ao substrato, com constantes intrinsecas iguais para todos os sitios de ligacao. O modelo sequencial
de ligacao leva em conta o processo de agregacao intermedidrio, isto é, todas as moléculas possiveis
envolvidas na ligacao irao ligar-se sequencialmente até atingir a saturagao, tal como ilustrado na Fig.
3.4. Neste caso, as constantes intrinsecas dos n sitios de ligacao sao diferentes, e por conseguinte,

o sistema adota n estados intermedidrios ou diferentes configuragoes possiveis, dadas pela expressao:

[Po] + [P1] + [P2] + .. + [Pu] = [Po](1 + K1Cf + K1 KoCF + ... + K1 Ky K, C}) = [R]Q  (3.10)

com,

KKy K; = : (3.11)
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Onde P; representa o substrato com ¢ sitios ligados, K; a constante intrinseca para cada passo
1 da reagado e () a soma sobre todos os estados possiveis do sistema. Para determinar a isoterma de
ligacao é necessario calcular a fracao total média de sitios ligados r, definida como a razao entre o

numero total de sitios ocupados no substrato e o niimero total de sitios do mesmo:

[P1] + 2[P] + ... + n[P,) KiCy + KlKZCJ% ot KlKZ"'K”CJ? (3.12)
r= = .
Assim, a isoterma de ligacdo para o modelo sequencial pode ser expressa como:
~ CrdQ 1 dlogQ (3.13)

"ThQdC; T ndlogCy

Devido a quantidade excessiva de parametros no modelo sequencial, o modelo de Hill é mais

desejado na andlise de dados experimentais.



Capitulo 4

BERENIL: CARACTERIZACAO
FISICO-QUIMICA E
PREPARACAO DE AMOSTRAS

Neste capitulo a caracterizacao estrutural e funcional do nosso farmaco sera exibida, além da sua
interacao com o DNA na formacao do complexo DNA-Berenil. Também serd descrita a metodologia

de preparagao da amostra.

4.1 Aceturato Diminazene ou Berenil

O aceturato diminazene, também conhecido como berenil, é um tipo de benzamidina aromética
[1,3 — bis(4 — amidinofenil) triazene], composto organico caracterizado por ter uma cadeia al-
cano central inerte unida através de ligacdo éter ao grupo amidino polar terminal. Alguns ensaios
biol6gicos mostraram que esta droga tem atividade tripanocida e babesial [23,24]. Tem sido cada
vez mais utilizada no tratamento da tripanossomiase bovina na Africa, embora também tenham
sido relatados ensaios para o tratamento da doenca do sono no homem, babesia em caes e inibi¢ao
do crescimento de um nimero de espécies de bactérias e fungos. O aspecto interessante sobre a
funcionalidade desta droga é a sua capacidade como inibidor seletivo da sintese de DNA no cineto-
plasto de tripanossoma, tornando-se uma ferramenta valiosa na investigacao sobre a caracterizacao
de compostos que, embora sejam usados em outras doencas como o cancer, compartilham um me-

canismo de acao muito semelhante.

23
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Figura 4.1: Surfen C. Estrutura quimica do composto Surfen C. Adaptada da referéncia [25].
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Figura 4.2: Aceturato Diminazene ou Berenil. Estrutura quimica do composto Berenil. Adaptada da

\.|| ding

referéncia [25].

4.1.1 Caracterizacao Fisico-Quimica

As conclusoes por Jensch em 1958, permitiram o desenvolvimento do Berenil através da disseccao
sistematica de uma tripanocida toxica chamada Surfen C, como é mostrado na Fig. 4.1. Jensch con-
seguiu sintetizar um ntmero de moléculas simétricas contendo porcoes amidino ou guanidina-fenil
separados por uma variedade de pontes entre os anéis. Além disso, se encontrou que a atividade
tripanocida méxima acontecia quando dois residuos de amidino-fenilo eram acompanhados por uma,
ponte chamada triazeno.

A molécula de Berenil é de tipo coplanar, encontra-se sobre um eixo duplo cristalografico e tem
um grupo amidino protonado em solucdo aquosa, conseguindo uma carga total de +2. Além disso,
devido a varias ligacoes simples na sua estrutura, a molécula pode assumir determinados estados
conformacionais produto de pequenas torc¢oes entre os seus anéis arométicos [26], como é ilustrado
na Fig. 4.2.

4.1.2 Berenil como Tripanocida

O Berenil tem sido usado primeramente como um composto medicinal curativo para o tratamento
da tripanossomiase. Varios estudos tém relatado que a droga é mais eficaz contra Trypanossoma
Congolense em comparagao com o Trypanosoma Brucei e Rhodesiense [27-29]. De acordo com Wi-
lliamson, embora a atividade profilatica seja baixa, as principais vantagens do berenil sao seu alto

indice terapéutico e a sua resisténcia a outras drogas.
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Figura 4.3: Complexo DNA-Berenil no tripanossoma. Localizagdo especifica do complexo DNA-
Berenil no cinetoplasto do tripanossoma.

Também tem sido demonstrado que o Berenil possui uma afinidade de ligacdo com o DNA do
cinetoplasto do triponossoma. O cinetoplasto do tipo Kinetoplastida é uma massa de DNA circular
extranuclear encontrado dentro da membrana dupla de uma grande mitocondria e esta situado per-
to da base do flagelo, por causa de sua ligacdo com o citoesqueleto celular do tripanossoma, como
é ilustrado na Fig. 4.3. O realmente interessante é que vérias investigagoes com diferentes técnicas
experimentais como fluorescéncia, detergente de lise, centrifugacao e autorradiografia sugeriram que
Berenil atua como um inibidor seletivo da replicagao do DNA no cinetoplasto, produto da interacao
direta entre o farmaco e o DNA [25,29, 30].

4.1.3 Evidéncia experimental da formagao do complexo DN A-Berenil

Varios estudos mostram a formacao de complexo DNA-Berenil. Um deles é o aumento no com-
primento de onda do espectro de absorgao do farmaco, através da adicdo de DNA [25]. Outras
investigacoes recentes por métodos de filtracdo em gel, calorimetria e espectrofotometria demons-
tram a ligagdo de uma molécula de farmaco por cada quatro ou cinco nucleotideos [25,31,32]. Além
disso, para concentracgoes elevadas de droga, ocorrem alteracoes conformacionais ou alostéricas em
que o numero de sitios ligados pode aumentar aproximadamente ao triplo [32]. Estudos adicionais
por ultracentrifugacao em gradientes de cloreto de césio e sedimentacao de DNA mostram que au-
mentando o conteido de bases AT para forgas ionicas elevadas, a densidade do complexo aumenta,

sugerindo assim, a ligacdo preferencial para esses pares de bases. Outros estudos por andlise cris-



CAPITULO 4. BERENIL: CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E PREPARACAO DE AMOSTRAS26

talogréfica de raios X, RMN, UV, MS e ITC indicam que a droga tem um grau de preferéncia por
5-AT-3’ [25,74].

De acordo com alguns estudos, a estabilidade na formacao do complexo DNA-Berenil para forcgas
ionicas elevadas é suportado na juncao entre os grupos amino terminais da molécula de Berenil e os
atomos de oxigénio carregados nos grupos fosfato do DNA, através de ligacoes de hidrogénio [25].

Outro aspecto relevante na estabilidade do complexo € a distancia minima entre os anéis aromaéti-
cos na molécula de Berenil, isto é, aproximadamente a distancia da ponte de triazeno. De acordo
com experiéncias de ultracentrifugacao e de fluorescéncia, foi demonstrado que a remocao de um
atomo de nitrogénio na ponte de triazeno, reduz a atividade de inibir o crescimento e a capacidade
de se ligar ao DNA dentro da célula, enquanto se removido dois atomos de nitrogénio, o composto

resultante nao age seletivamente sobre o DNA do cinetoplasto [25].

4.2 Preparacao de Amostras

Nosso principal objetivo é visualizar com precisao o mecanismo de acdao do complexo DNA-
Berenil in vitro sob certas condigoes. Para tais fins, experimentos de pingamento 6tico foram reali-
zados, tema que serd discutido mais tarde. Esta técnica permite analisar as mudancgas estruturais
de uma unica molécula de DNA ou complexo DNA-Berenil, através das mudancas nas propriedades
mecanicas determinadas por alongamentos entrépicos do mesmo.

Para alcangar sucesso nos experimentos, o grupo do laboratério de Fisica Biologica da Univer-
sidade Federal de Vigosa adaptou um método de preparagao da amostra. Ele permite a ligacao de
uma das extremidades do DNA a uma microsfera de poliestireno, sendo este objeto aprisionado
pela pinga éptica, enquanto a outra extremidade é presa & superficie no fundo da laminula do porta
amostra, conforme ilustrado na Fig. 4.4. Esta configuragao permite o alongamento do polimero e a
extracao das propriedades mecanicas.

Com respeito ao DNA, trabalhou-se com amostras de DNA do fago-A biotinilizadas em uma
solugao salina tamponada em concentragao de [NaCl] = 140 mM. Este DNA foi abstraido experi-
mentalmente do bacteriéfago A, um virus que infecta a bactéria Escherichia coli. Este tipo de DNA
é caracterizado por ser de fita dupla, forma B, com cerca de 48,500 pares de bases e ter dimensoes
espaciais étimas para os alongamentos por pingamento 6ptico. O seu comprimento de contorno é
de aproximadamente 16,5 pm e um comprimento de persisténcia em torno de 50 nm [8,33-36].

Devido a forte afinidade de interacdo entre a proteina biotina e estreptavidina, foi necessario a
adaptacao [37] e a implementagao de um protocolo experimental que consiste em biotinilar o DNA
ou seja, marcar as extremidades do polimero com a proteina biotina e revestir a laminula do porta
amostra e a microesfera de poliestireno de 3 um de didmetro com estreptavidina. A configuragao ex-

perimental pode ser visto na fig. 4.4. Como dado adicional, as microesferas revestidas sao fornecidas
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Figura 4.4: Preparagao de Amostra. Configuragdo de unido entre o DNA e a laminula, na preparagéo
de amostra. Adaptada da referéncia [8].

pelo fabricante. A preparagao da solucao de DNA e a montagem do porta amostra é apresentada

na continuagao.

4.2.1 Construcao do porta amostra

1. Escolhe-se uma laminula de vidro de 150 um de espessura, 5 ¢m de comprimento e 2 c¢m
de largura. Um O-ring de 1 ¢m de diametro é fixado no centro da laminula usando parafina

derretida.

2. Depois acrescentam-se 20 pL de BSA-biotinilada (BSA-Biot) em solugao tampao A (solugao
previamente feita com 10 mM de M gCls, 40 mM de KCl e 25 mM de Tris-HCl em pH 8,0),

com uma concentragao de 1,8 pg/mL no interior do O-ring.
3. Apébs 20 minutos, retira-se o BSA-Biot do O-ring e lava-se com 25 puL de tampéao A.

4. Imediatamente a seguir, sao adicionados 20 ul de estreptavidina (STP) em solucao de tampao

PBS de concentragao igual a 0,1 mg/mL.

5. Apds 20 minutos, remove—se a estreptavidina do interior do O-ring e lava-se com PBS 7,4
(NaCl = 140mM). Finalmente, depois de 10 minutos de secagem, se leva o porta-amostras

para o piezoeletrico do microscépio onde é fixado.
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4.2.2 Preparagao da solugcao de DNA

1. Sao colocados 2 uL de microesferas de poliestireno, 5 uL de DN A — X biotinilado e 20 puL de
PBS 7,4 em um microtubo (Eppendorf).

2. Em seguida, o eppendorf é levado a banho térmico durante cerca de uma hora.

3. Imediatamente a seguir, sao acrescentados 100 uL de PBS 7,4 e esperados 10 minutos em

banho térmico para a homogeneizacao da solucao.

4. Em seguida, a solugao é levada ao microscépio e colocada no interior do O-ring. Finalmente
deixam-se 30 minutos en repouso para obter ligar a biotina da extremidade do DNA e a

estreptavidina do fundo da laminula.



Capitulo 5

PINCAMENTO OPTICO E
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Existem varias técnicas experimentais para caracterizar e analisar as mudancas estruturais de varios
complexos. Geralmente, existem dois métodos de andlise: molécula tinica e multiplas moléculas. No
nosso caso, a técnica utilizada é a pinca éptica, uma técnica experimental de uma tinica molécula que
possibilita uma andlise detalhada do nosso complexo DNA-Berenil, sem a necessidade de recorrer a
estatisticas sobre véarias moléculas diferentes. Em seguida, serd realizada uma visao geral de seu fun-

cionamento, montagem experimental, calibracao e procedimento experimental usado no laboratério.

5.1 Funcionamento Fisico da Pinca ()ptica

Como definicao geral, o pingamento 6ptico consiste no aprisionamento de microparticulas dielétri-
cas no foco de um feixe fortemente focalizado através da objetiva de um microscépio [43,48,49].
Esta técnica tornou-se uma ferramenta forte na andlise estrutural de complexos DNA-ligantes, por-
que, além de permitir a manipulacdao de microparticulas, também possibilita a compreensao dos
mecanismos de intera¢ao entre o DNA e o ligante [45,47].

O aprisionamento e manipulacao destas microesferas dielétricas deve-se ao equilibrio e a com-

petigdo entre duas forgas:

1. A forga de espalhamento (pressao de radiagdo) que empurra a particula na direcdo da luz

incidente [41,42,44] e é representada por um dnico raio, como:

29
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FxP (3}) x P, (%) (5.1)

Onde P, é a poténcia do raio, n o indice de refracdo do meio de incidéncia e ¢ a velocidade

da luz no vacuo.

2. A forca de gradiente que aponta em diregao a regiao focal do feixe [46]. Esta surge devido a
refracdo da luz incidente na particula dielétrica, a diferenca entre os indices de refracao e a
conservacao do momento linear entre o feixe de luz e a microesfera. Por 6ptica geométrica,
sabe-se que quando um raio passa de um meio para outro com indices de refragao diferentes,
o raio incidente sofre um desvio na sua trajetoria inicial e, consequentemente, o seu momento
linear também muda. Portanto, considerando a lei do movimento de Newton, a microesfera
vai sofrer uma variacao de momento da mesma magnitude, mas oposta a variacao do momento
do raio. Agora, como a particula tem massa e tem um indice de refracao superior ao meio de
incidéncia, a mudanca de momento vai fazer que apareca uma forca sobre ela para levéi-la ao

foco do feixe.

A ordem de grandeza destas forcas podem ser deduzidas a partir de uma anélise que utiliza a
interpretagao quantica da luz como um conjunto de fétons, que tém uma quantidade de movimento
linear e uma energia bem definida [8]. Imagine um féton incidindo em um espelho com momento
linear § que sofre reflexao total, adquirindo um momento —p. Assim, a transferéncia de quantidade

de momento ao espelho é dada pela seguinte expressao:

Ap = §— (—p) = hk — (—=hk) = 2hk (5.2)

Onde k é o vetor de onda e h a constante de Planck. Reescrevendo a equacao 5.2 em funcao da
energia do féton E, encontramos que a mudanca de momento pode ser escrita da forma:
- hw E
Ap=2hk =2—=2— (5.3)

C &

Sendo w a frequéncia angular da luz incidente. Assim, podemos concluir que a forga total exer-

cida por N fétons com energia E; sobre o espelho é:

. 45 d /[.NE\ 2d 2
F=_=a (20) =g (B) = —(R) (5.4)
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Figura 5.1: Caso No 2: Pincamento Optico. Efeito dos raios refratados para uma microesfera situada
acima do foco. Além disso, os efeitos dos raios refletidos na microesfera quando nao tem focalizagao do laser.
Extraida da pagina “Pinzas dpticas “ disponivel no site “http://www.ariasgonzalez.com/phone/nmo—pinzas-
opticas.html“.

Onde P, é a poténcia do feixe incidente e cuja ordem de magnitude encontra-se normalmente ao
redor dos mW. Assim, podemos estimar aproximadamente a ordem de grandeza da forca em um
experimento de pinca 6ptica, que é em torno dos piconewtons.

A Fig. 5.1 a microesfera encontra-se acima da regiao central do feixe de luz nao focalizado. O
desvio dos raios refratados a e b, geram duas forcas F, e Fj. Porém, como a intensidade do laser
tem um perfil gaussiano, entao a forga Fp é maior em magnitude que a forca F,. Assim, a forca de
gradiente resultante também vai estar dirigida a regiao central do feixe. No caso dos raios refletidos,
a forca de espalhamento atua na dire¢ao de incidéncia do feixe e o seu médulo é representativamente

maior, porque o laser ndo estd focalizado. Dai a importancia da focalizagao do feixe de luz [8].

No caso da Fig. 5.2 mostra dois raios de luz a e b que sao focalizados pela lente de uma objetiva.
Os dois raios sofrem refracao e portanto, o desvio do raio a da origem a forga F, e o raio b da origem
a forga Fj, assim, a forca de gradiente (Fgmd) resultante tende a trazer a microesfera ao foco do
feixe, enquanto que os raios que se refletem geram uma forga de espalhamento (Fyqqt) na direcao
do feixe. A competicdo entre estas duas forgas leva a particula para a regiao focal, permitindo o

aprisionamento da microesfera [8].

Este aprisionamento na regiao focal do feixe pode ser visto como um poco de potencial harmoni-
co Browniano (a esfera experimenta um movimento browniano dentro do poc¢o em solugdo aquosa)
para diferentes deslocamentos da microesfera no interior do mesmo. A curvatura do pogo, ou seja,
a poténcia do feixe de luz é caracterizada pela constante de forca k da pinga 6ptica [8].

Os casos acima mencionados estao dentro do regime da Optica geométrica, isto é, o raio das

microesferas é maior do que o comprimento de onda da luz incidente (r > A). Caso contrario, este
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Figura 5.2: Caso No 1: Pingamento ()ptico. Aprisionamento da microesfera no foco do feixe de luz, devi-
do ao equilibrio entre duas forgas: forca de espalhamento (Fiqq:) € forca de gradiente (Fyrqq). Extraida da pa-
gina “Pinzas dpticas “ disponivel no site “hitp://www.ariasgonzalez.com/phone/nmo—pinzas-opticas.html“.

regime é conhecido como limite de Rayleigh e a esfera comporta-se como um dipolo elétrico induzido
num campo elétrico. Curiosamente, a forca que atua sobre a microesfera é proporcional ao gradiente
de intensidade do campo elétrico incidente, isto é, da mesma forma ocorre aprisionamento no foco
do feixe, fazendo com que esta técnica seja uma ferramenta poderosa de manipulacao em qualquer
escala [8,38].

Outros modelos tem sido desenvolvidos nos tltimos anos, por exemplo a teoria MDSA™ (Mie
Debye Spherical Aberration) proposta por Mazoli, Maia Neto e Nussenzveig da UFRJ [39,40], que
através de pingcamento 6ptico é possivel estimar as forgas axiais e transversais que atuam em uma
microesfera de raio e indice de refracao arbitrario. Esta teoria é o modelo quantitativo mais geral que
existe hoje em dia, porque além de ser utilizado para microesferas de qualquer tamanho, permite a
medicao independente de grandezas utilizadas nos calculos sem parametros ajustaveis, tornando-a

um modelo ideal de analise experimental.

5.1.1 Montagem Experimental

A configuragao experimental utilizada nas nossas experiéncias de pincamento 6ptico, é mostrado
na Fig. 5.3. Na parte superior do esquema, encontramos um laser de fibra dopada com itérbio (IV)
que é estimulado por meio do aparelho IPG Photonics, cujo feixe de luz que emerge é caracterizado
por ter um comprimento de onda de 1064 nm, poténcia maxima de 5,8 W, perfil gaussiano e operar
no modo T E M.

O feixe de luz tem um caminho éptico delineado por um conjunto de espelhos E; e Eo, que
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Figura 5.3: Montagem experimental. Configuracdo experimental do laboratorio de Fisica biologica da
UFV. [14].

atinge o microscopio por um espelho dicréico F3 de uma elevada transmitancia para a luz visivel
e alta reflectancia para a luz infravermelha. Subsequentemente, uma parte do laser é dirigido para
a objetiva do microscopio onde é focalizado para o pingamento 6ptico. Por outro lado, a luz do
condensador do microscépio é levado para duas cameras CCD, onde é realizado o acompanhamento
do processo de videomicroscopia e armazenamento de dados. As duas camaras se encontram diri-
gidas para o monitor de visualizagao de experimento e o computador, o ultimo controla e dirige o
deslocamento do estagio piezoelétrico em nanoescala.

Entre as linhas pontilhadas encontramos um microscépio invertido de referéncia Nikon T3 — S,
uma objetiva, um estdgio piezoelétrico onde repousa a laminula, um porta amostras (laminula) onde
encontra-se a solucao aquosa de DNA-microesferas e uma lente L que representa o capacitor do
sistema de iluminacdo do porta amostra. A objetiva é caracterizada por ser corrigida no infinito,

ter um aumento maximo de 100X e uma abertura numérica de Ny = 1,4.

5.1.2 Calibragao da Pinga Optica

Para o sucesso nos experimentos de pingamento éptico, é muito importante conhecer certos

parametros que servem como padroes de referéncia nas estimagoes quantitativas de todos os ex-
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Figura 5.4: Pogo de potencial harmonico. (a) Estado de equilibrio inicial da microesfera, antes de
estabelecer o fluxo. (b) Estado de equilibrio final da microesfera devido ao fluxo [14].

perimentos realizados. Um deles é a constante de forca, que caracteriza a curvatura do poco de
potencial Harmoénico gerado pelo feixe de luz focalizado. Esta varidvel fornece medicoes de forga
com alta precisao, sendo esse o principal objetivo da calibragao, como veremos na proxima segao.

Embora existam varios métodos para a calibragao das pingas opticas, utilizou-se o método de
Stokes, um modelo simples, confidvel e facil de aplicar. Este método leva em conta duas varidveis:
a forca de arrasto do fluido e o deslocamento do estdgio piezoelétrico [50].

Para a estimativa quantitativa da constante de forca [7,14,38,50], vamos supor que uma micro-
esfera estd presa no foco do laser, isto é, encontra-se dentro de um poco de potencial Harmonico,
como ¢é mostrado na Fig. 5.4a. Se o estidgio do microscépio comega a se mover a uma velocidade
constante, aparecerd uma forga de arrasto (Fssokes), devido a viscosidade do fluido. Na Fig. 5.4b
mostra-se a esfera deslocada de uma distancia Ax da posicdo original, em estado de equilibrio de-
vido & agao de duas forgas: a for¢a de Stokes e a forga éptica (Fpricq) por causa do aprisionamento

do feixe focalizado. Assim, sustenta que:

— —

Fstokes = Lotica (55)

Onde o médulo da forga de Stokes, estd dado por:

—

Fstokes =<V (56)

Sendo ¢ o coeficiente de atrito sobre a microesfera em solucao aquosa e v a velocidade do fluxo

em relacao 4 microesfera. Por exemplo, para movimentos paralelos a superficie da laminula, ¢ pode
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ser escrito como [7]:
o (-5 ()5 () - (D - w @) e

Onde a é o raio da microesfera, h a distancia do centro da microesfera em relagao a laminula e
n a viscosidade do fluxo, o qual depende da temperatura do meio em graus Celsius [50]. Além disso,
o movimento do piezoelétrico gera um deslocamento na microesfera com respeito a posicao original
de equilibrio, fazendo com que apareca uma forga restauradora de tipo Hooke, devido a forma de

oscilador harmonico que tem o pogo em que encontra-se presa a microesfera, dada por:

—

Fotica = —kAZX (58)

Dessa forma, a equacao 5.5 pode ser reescrita como:

sV = —kAx (5.9)

E assim, encontramos que a constante de forca pode ser estimada pela expressao:

F= Ao

(5.10)

Através de videomicroscopia é determinada o deslocamento Az, calculando a diferenca entre a
posi¢ao média final e a inicial da microesfera depois de movimentar o estégio, isto é, depois do fluxo
ser estabelecido. Por conseguinte, determinando a variagao de posicao num determinado intervalo de
tempo, estabelecemos a velocidade de fluxo em relacao a microesfera. Da mesma forma, o coeficiente
de atrito (Equagoes 5.7) é calculado a partir de parametros conhecidos, tais como a temperatura do

meio (T'c = 20°C), o raio (R = 3 pm) e a altura (4,43 M) da microesfera com respeito a laminula.

5.1.3 Procedimento Experimental
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Figura 5.5: Processo de alongamento do DNA. Varidveis envolvidas no alongamento de DNA por
pincamento 6ptico.

Procedimento experimental na pinga 6ptica e determinacao das propriedades mecéanicas

Uma das principais vantagens da pinga 6ptica é, sem duvida, a manipulagao e extensao de molécu-
las individuais. Conforme mencionado na preparacao da amostra, a ideia bésica do experimento é
grudar uma extremidade do DNA em uma microesfera dielétrica, enquanto a outra extremidade
estd fixa a laminula do porta amostras. Subsequentemente a laminula é movida por um deslocador
piezoelétrico que é controlado por computador, enquanto a microesfera é mantida presa no foco do

feixe, tal como é mostrado na Fig. 5.5.

Deve-se ter em conta que as forgas exercidas sobre a microesfera sao baixas, bem como, os alon-
gamentos devem ser realizados a baixas velocidades constantes, para garantir que a forga de Stokes
seja desprezivel e o experimento seja quase estatico.

Durante o alongamento do DNA, o médulo da forga éptica da pinca é igual ao médulo da forca
restauradora exercida pelo DNA. Sabendo a constante de forga da pinga éptica k e o deslocamento
Az da microesfera no pogo, pode-se determinar a forca exercida pelo polimero, pela equagao 5.8. A
extensao do DNA é determinada a partir da velocidade do piezoeléctrico e o tempo de experimento.

Assim, é possivel construir a curva experimental de forga por extensdo da molécula de DNA.
Finalmente, os dados obtidos sao ajustados pela expressao de Marko e Siggia, com o objetivo de
abstrair as propriedades mecéanicas: comprimento de contorno L e comprimento de persisténcia A,

tal como ilustra-se na Fig. 5.6. Para o tratamento dos dados foi usado o programa Kaleida-Graph.
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Figura 5.6: Curva de forgca de um DNA Padrao Propriedades mecéanicas de um DNA padrdo em
sua forma nativa: m1 representa o comprimento de persisténcia e m2 o comprimento de contorno. A forga
maxima utilizada estd em torno de 1,5pN.

A busca do DNA néao é facil, no interior da solucao sdo encontradas varias configuracoes que
podem ser detectadas diretamente na camera do monitor de visualizacao ou durante o alongamento,
tais como: esferas grudadas & superficie, com mais de um DNA, soltas no intersticio da solucao,
conjunto de microesferas ligadas umas as outras, entre outras. Os estiramentos sao realizados quan-
tas vezes for necessirio. Se houver um DNA com as condigoes exigidas, este simula um sistema
mola-massa e, portanto, a microesfera deve escapar da pinca durante o alongamento, além disso,
deve atender as condicoes de um bacteriéfago A-padrio (L ~ 16,5210 %m e A ~ 50210~%m), cujas
medidas devem ser mantidas por um conjunto de alongamentos consecutivos. No nosso caso, para
garantir a confiabilidade do DNA, foram feitos cerca de seis alongamentos por cada molécula de
DNA.

Depois de encontrar um DNA com as condigoes exigidas, em seguida, é realizada a adicdo em
sequéncia do firmaco na solugéo. Foram utilizadas oito concentragoes diferentes de Berenil que va-
riavam desde 0,5 pM ate 4 pM. Para cada mudanga de concentracao, foi usada uma micropipeta,
que extraia cerca de 60 uL a 80 ulL de solugao original e adicionava em torno de 80 uL da nova
aliquota. Para garantir a mudanca na concentracao da solucao, foram realizados trés mudancas
consecutivas da mesma aliquota. Em seguida, espera-se cerca de 20 minutos, para que a droga atin-

ja o equilibrio quimico com o DNA. Finalmente sdo realizados os respectivos alongamentos para
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analise e abstracao das propriedades mecanicas que vao fornecer através de uma andlise estatistica
as propriedades fisico-quimicas, cujas informagcoes sdo pertinentes na visualizagdo do mecanismo de
interacao do complexo DNA-Berenil.

O mesmo procedimento foi realizado para forgas épticas baixas em solugoes salinas altas ([Na] =
150 mM) e baixas ([Na] = 10 mM). Além disso, como informagao adicional foram realizados ex-
perimentos de forga méxima aplicada (6pN, 10,5pN e 15pN) em presenga de forcas i6nicas altas e
baixas em solucao, a fim de analisar as alteragoes do comprimento de persisténcia gerados pela va-
riacao na poténcia do laser, que de acordo com estudos recentes [51] fornece informagoes relevantes
para a compreensao dos tipos de interacao entre o complexo DNA-Berenil, como serd detalhado no

préximo capitulo.

Determinacao dos parametros Fisico-quimicos

Ha um método que foi desenvolvido para determinar os parametros fisicos-quimicos e, conse-
quentemente, a isoterma de ligacao, conhecendo apenas o comprimento de persisténcia do complexo
e a concentragao total de ligante em solugao [8]:

Conceitualmente, a curva de comprimento de persisténcia de um complexo é chamado compri-
mento de persisténcia efetiva (Ag) e refere-se a curva gerada pelos comprimentos de persisténcia
testados em cada uma das concentragoes da droga. Além disso, cada um dos comportamentos
monotonicos representados na curva do comprimento de persisténcia efetivo, sdo chamados com-
primentos de persisténcia locais (Ag, A1, Ag...). Probabilisticamente, o comprimento de persisténcia

efetivo pode ser associado com uma configuracao de molas em série:

— = + + + .. (5.11)

Onde f(r), g(r) e h(r) sao fungdes que estao relacionados com a fragao de sitios ligados r, isto
é, sendo a molécula de DNA uma rede muito extensa, a probabilidade de encontrar um sitio ligado
pode ser representado pela fracao de sitios ligados 7.

Neste sentido, tendo o comprimento de persisténcia efetivo em funcao da concentracao total
de ligante, podemos determinar os parametros fisico-quimicos, que fornecem informagao valiosa na
caracterizacao estrutural de nosso complexo DNA-Berenil.

O método consiste em resolver numericamente uma isoterma de ligagdo adequada. No caso da
isoterma de Hill, a fracao de sitios ligados r em funcao da concentracao total de ligante, pode ser

escrita na forma:

ro (/Cin)n . [ki(Cr — Tmaxcbpx)]n

T e 1+ (kO™ T+ [k(CT — FmaaClpr)]”

(5.12)
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Onde Cy, é a concentracao de pares de base do DNA na amostra. Sabendo Kj, 14, € n, a equagao

de Hill pode ser resolvida numericamente para z, portanto, foi adaptada a seguinte metodologia:
1. Um valor provisério é atribuido a cada um dos parametros fisico-quimicos: K;, Tmaez € M.

2. Usando um programa de computador (em nosso caso M AT LAB), é resolvido numericamente
a equacao de Hill, obtendo-se o valor de x em termos da concentracao total de ligante. Estes
ultimos dados sdo usados para ajustar o comprimento de persisténcia efetivo na equacao 6.3

pelo método dos minimos quadrados.

3. O procedimento anterior é repetido quantas vezes for necessério, até atingir o ajustamento que
atenda aos critérios de convergéncia do método dos minimos quadrados. Assim, os parametros

fisico-quimicos e os comprimentos de persisténcia locais sao obtidos.

No caso do modelo sequencial de ligagao, o nimero de parametros ajustaveis é maior, Tmqz, N,
K 1€ KQI

L 1dQ _ 1 7d(1+k[Cr —rCy] + Kiks[Cr — rCyy)*)
B ndC'f N n d(CT — ’I“Cbp)

(5.13)



Capitulo 6

DISCUSSAO DE RESULTADOS

Apés previa calibracao da pinga 6ptica, foram realizados os experimentos de pingamento Opti-
co. As curvas de forca por extensdao da molécula de A—DNA permitiram abstrair as propriedades
mecanicas (comprimento de persisténcia e de contorno) e, por conseguinte, os parametros fisico-
quimicas da interacao. Neste capitulo, apresentam-se os resultados obtidos e a discussao realiza-
da de acordo com a literatura atual. De modo a investigar o papel da for¢a iénica na interacao
A—DNA-Berenil, os experimentos foram realizados em duas solu¢oes de PBS [Na] = 150 mM e
PBS [Na] = 10 mM. Além disso, foram realizados experimentos de for¢a méxima aplicada dentro
do regime entrépico para analisar alteracoes no comprimento de persisténcia do complexo DNA-
Berenil, mudangas que sao representativas na compreensao dos tipos de interacao entre o A—DNA

e o ligante.

6.1 Analise de resultados do comprimento de persisténcia

Depois do ajuste das curvas de forca por extensao pelo modelo WLC foram obtidas as pro-
priedades mecéanicas. Na Fig. 6.1 se mostra o comprimento de persisténcia A do complexo de
A—DNA-Berenil em fungao da concentragao total do ligante (C7) na presenga de duas solugdes
salinas diferentes, [Na] = 150 mM e [Na] = 10 mM. Para cada solugdo salina, foi utilizado o
mesmo A—DNA ao longo do processo e cada comportamento foi o resultado médio no comprimento
de persisténcia de mais de quatro moléculas de DNA diferentes. As barras de erro foram calculados

pelo erro padrao da média.

No grafico, observa-se um aumento no valor de A até certo limite de concentracao de ligante, e,

em seguida, uma diminuicao até atingir a saturacao, evidenciando um comportamento de tipo nao

40
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Figura 6.1: Comprimento de Persisténcia em funcao da concentragao total de ligante. Com-
portamento nao monotoénico do comprimento de Persisténcia em funcad de Cr para duas solugoes salinas
diferentes: [Na] = 150 mM e [Na] = 10 mM.

monotonico. Esses tipos de comportamentos sao exibidos por vérios tipos de complexos e geralmente
ocorrem quando h& uma competigao entre dois modos de ligacao diferentes [14,52] ou quando um
modo de ligacao induz alteragoes conformacionais na dupla hélice [53].

Para forgas ionicas altas, o aumento ocorre de aproximadamente 48 nm a aproximadamente 58
nm, até um limite de concentragao de 1,5 uM de Berenil. Para forcas ionicas baixas, o aumento
ocorre de aproximadamente 46 nm a aproximadamente 90 nm, num limite de concentracao igual
a1l uM de Berenil. Este aumento prolongado no comprimento de persisténcia sugere a existéncia
de uma possivel intercalacao, sendo esta mais predominante para forcas idnicas baixas. Embora a
intercalacao possa estar presente, certamente nao é o unico mecanismo de uniao ja que para outros
intercalantes tipicos o comportamento no comprimento de persisténcia é muito diferente, isto é, o
nosso comportamento nao-monoténico no comprimento de persisténcia sugere um mecanismo de
uniao misto.

Além disso, observa-se que para forgas ionicas elevadas e baixas, a saturagao ocorre em concen-
tragoes muito baixas de farmaco, em torno de 3,5 puM. Isto sugere um forte grau de ligagdo entre
o farmaco e a molécula de A—DNA.

Segundo Reinert (1999), o unico modo de ligacao entre o ctDNA (DNA de timo de vitela) e o
Berenil é a ligagao nao covalente com a fenda menor do polimero, que é acompanhada por alteracoes
conformacionais na estrutura da dupla hélice, como flexdes e desenrolamentos, e afetam diretamente
os parametros mecanicos. Por outro lado, experimentos de viscosimetria mostram que para baixas

concentracoes de sal, ocorre um aumento no comprimento de contorno e persisténcia, evidenciando
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uma possivel intercalacao. Embora estes resultados sejam consistentes com os nossos, existem duas

possibilidades:

1. uma ligagdo mista entre dois tipos de ligagao (ligagdo de fenda e intercalagdo), que estéd

fortemente relacionado com a forca ionica em solugao, ou

2. um tnico modo de ligacdo (ligacdo de fenda) acompanhado de alteragoes conformacionais,
como desenrolamentos ou flexoes na dupla hélice como produto da ligagao com a fenda menor

do DNA, a qual gera aumentos nas propriedades mecanicas do complexo.

No caso de um modo de ligacao mista, nossos resultados nao permitem saber se os modos de
ligagao sao independentes ou acoplados. Existem farmacos que apresentam comportamentos mistos
de ligacao como a actinomicina D [52,54-59]. Esse composto exibe dois modos de ligagao simultanea,
ou seja, uma parte da molecula intercala, enquanto a outra liga em uma das fendas do DNA, por
sua vez a daunomicina ou doxorrubicina, que além de apresentar intercalacao, mostram uma de-
pendéncia na formagao de pequenos autoagregados ao longo da cadeia polimérica do DNA [60].
Por outro lado, encontramos ligantes com modos independentes de ligacao mista, como o Hoechst
33258 [14] e [-Ciclodextrina [61], cujos modos de ligagao sao controlados pela concentragao do
substrato da amostra [14,61]. No caso do psoralen [62], pode-se controlar seus modos de ligagao de

forma independente, através da modulagao na iluminagao da amostra [53,62,63].

6.1.1 Determinacao dos parametros Fisico-quimicos da interacao

A fim de abstrair e analisar os parametros fisicos-quimicos envolvidos na interacao, segundo o
capitulo anterior, para um comportamento nao monotonico do comprimento de persisténcia como

0 nosso, se pode utilizar o modelo estatistico de desordem de dois sitios. Nesse modelo, um sitio

r
Tmax

local ocupado por um agregado de moléculas de ligante tem probabilidade igual a enquanto a

r

probabilidade de estar desocupado é de 1 — r—
O comprimento de persisténcia efetiva de nosso complexo (Fig. 6.1) sugere uma associa¢ao por
duas molas entropicas em série que consequentemente estao dados por trés comprimentos de per-

sisténcia locais Agy, A1 e Ao:

— = + 5+ (6.1)

Onde,

1. f(r) é a probabilidade de ter dois sitios desocupados, f(r) = (1 — ——)2,

Tmazx
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2. g(r) é a probabilidade de ter dois sitios consecutivos, um ocupado e outro desocupado, g(r) =

2N (1 ), e

Tmax Tmax

3. h(r) é a probabilidade de ter dois sitios consecutivos ocupados, h(r) = (——)2,

Tmazx

assim, o comprimento de persisténcia efetiva Ag pode ser escrito da formas:

1 (-2 G- (G)°

_ Tmax + 2 Tmax

AE - A() Al AQ

Finalmente, para determinar os parametros fisicos-quimicos envolvidos na interacao do nosso
complexo, a fracao de sitios ligados r deve ser representada mediante uma isoterma de ligacao ade-

quada. Para esses fins foi utilizada a isoterma de Hill e a isoterma de ligacao sequencial.

Forgas idnicas altas (Solugao com PBS, [Na]=150 mM)

O primeiro teste foi a isotérma de Hill. Geralmente, para sistemas DNA-Ligantes que tém um
unico modo de ligagao, é utilizada a isoterma de Hill (simple Hill), a qual tem uma tnica constan-
te de associag@o. Para os sistemas DNA-ligantes que possuem dois modos de ligagao acoplados e
cuja interagao ocorre de forma simultanea, utiliza-se uma isotérma de Hill como uma soma de dois
processos de Hill (Duplo Hill), a qual é caracterizada por duas constantes de associagao, correspon-
dentes a cada modo de ligagao.

Os trés ajustes mencionados sao apresentados na Fig. 6.2. Como é mostrado na figura, o modelo
de ligacao sequencial nao ajusta-se aos dados experimentais obtidos, por conseguinte, ndo é um
modelo ideal para a andlise da curva experimental. Por outro lado, no caso do modelo de Hill, o
ajuste feito pelas duas isotérmas (simple Hill e duplo Hill) se encaixa com precisdo aos nossos dados
experimentais. De fato, os parametros fisicos-quimicos captados pelas duas isotérmas sao iguais, o

que significa que existe apenas um modo de ligacao efetivo.

Os parametros fisicos-quimicos obtidos sdo: K = (7,9 £0,7)x10° M1, n = (7+£2,5), A =
(75 £7) nm, A2 = (41 £ 1) nm e rmee = (0,4 £0,1). Estes resultados indicam que a constante
de associagao é consistente com outros resultados [32, 64, 65]. Seu valor confirma a forte ligacao
entre o Berenil e o A—DNA, tal como mencionado acima. Em relacdo ao coeficiente de Hill, o mo-
do de ligagao é altamente cooperativo indicando que, devido a elevada forca ionica na solucao, a

interacao eletrostatica repulsiva entre cada molécula nao impede a ligacao do seguinte, gerando
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Figura 6.2: Ajuste do comprimento de Persisténcia para forgas ionicas altas. Ajuste de A pela
isoterma simple Hill, Dupla Hill e sequencial de ligacao. Verifica-se um tinico modo de ligagao de tipo altamente
cooperativo.

uma ligacao simultanea de ~ 7 moléculas de farmaco ao longo da dupla hélice do A—DNA. O local
de ligacao seria preferencialmente a fenda menor do A—DNA, segundo resultados conduzidos por
RMN e cristalografia de raios X [25,26]. Estes resultados sao muito importantes, porque, devido
ao seu elevado grau de cooperatividade, o mecanismo de unido sugerido na interagdao do complexo
A—DNA-Berenil para forgas ionicas altas é a ligacdo nao covalente com a fenda menor do A—DNA,
como relatado por Reinert e Pilch et al [32,66].

O pardametro rpq; indica que para uma concentragao de ~ 3uM de ligante livre ha uma satu-
racao quando aproximadamente 40 % da molécula de DNA estd ligada pelo Berenil, como relatado
por outros investigadores [32,64]. Também os resultados da persisténcia local A; e Ay sugerem que
para baixas concentragoes de Berenil (Cr < 1,5 puM) aumenta a rigidez durante o alongamento,
enquanto que para concentragoes elevadas de Berenil (Cp > 1,5 uM) a rigidez tende a diminuir,
como é mostrado na Fig. 6.1, que mostra o ajuste da persisténcia efetiva em funcao da concentracao

total de ligante.

Forcas i6nicas baixas (Solugao com PBS, [Na]= 10 mM)

Neste caso, verificou-se que a isotérma de Hill mostra um comportamento idéntico com a isotérma
dupla de hill. Além disso, tanto o modelo de Hill como o modelo de ligagao sequencial encaixam em

conformidade com os nossos dados experimentais, tal como ilustrado na Fig. 6.3.
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Figura 6.3: Ajuste do comprimento de persisténcia para forgas ionicas baixas. Ajuste do compri-
mento de persisténcia pela isoterma de Hill (simple Hill) e sequencial de ligagdo em fungao da concentragao
total de ligante.

De acordo com o modelo de ligagao sequencial, as constantes de afinidade K; e K> sao iguais,
indicando mais uma vez que existe uma forma tunica de ligacao. Além disso, o fato de que os nossos
resultados poderem ser ajustados por essa isotérma, significa que o modo de ligacao é do tipo nao
cooperativo, isto é, moléculas de ligante individuais se ligam ao DNA quase sequencialmente.

Segundo o modelo de ligagao sequencial, as constantes de afinidade sao: K1 = Ky = (1,3 +
0,5)x10% M~1 e os parametros pelo modelo de Hill estdo dados por: K = (1,7 4 0,4)x10% M1,
n=(1,6+0,6) e rpe = (0,4+0,1). Embora a constante de afinidade seja cerca de duas vezes
a constante de afinidade para forgas ionicas altas, a cooperatividade entre as moléculas de Berenil
diminui fortemente, atingindo um processo de tipo nao cooperativo, conforme identificado no coefi-
ciente de Hill. Aparentemente, devido a carga total da molécula de Berenil e a baixa for¢a idnica
em solucao, a interacao eletrostatica repulsiva entre cada molécula dificulta a ligacao da seguinte,

evitando a ligagao simultanea de varias moléculas.

Tal como no caso anterior, o parametro 7,4, indica que aproximadamente 40 % da molécula
de A—DNA estd ocupada por Berenil na saturacdo. Estes resultados sugerem que o mecanismo de
ligacao na interagdo do complexo A—DNA-Berenil para forgas i6nicas baixas é, possivelmente a

intercalacao [8,14].
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Figura 6.4: Comprimento de contorno em funcao da concentragao total de ligante. Variacio de
L em fungéo de Cr para duas forgas idnicas diferentes: [Na] = 150mM e [Na] = 10mM.

6.2 Analise de resultados do comprimento de contorno

Outra propriedade mecéanica abstraida das curvas forca versus extensdao é o comprimento de
contorno L. Na Fig.6.4 mostra-se o comportamento normalizado do comprimento de contorno do
complexo A—DNA-Berenil em funcdo da concentracao total de ligante, para duas forcas idnicas
opostas, [Na] = 150 mM e [Na| = 10 mM. A normalizagao de L foi realizada com referéncia ao
comprimento de contorno de um DNA puro (sem ligante), correspondendo aproximadamente a 16,5

.

De acordo com a Fig. 6.4, evidencia-se um comportamento monotonico crescente, que satura
depois de uma concentracao aproximada de 1 uM de Berenil, novamente indicando a forte ligacao
entre o farmaco e o DNA. Para forcas idnicas baixas o aumento é mais longo, atingindo a satu-
ragao em torno de L/L, = 1,35. No entanto, para forcas i6nicas elevadas, ocorre a saturacao apos
L/L, = 1,14 aproximadamente.

Este aumento no comprimento de contorno sugere novamente duas possibilidades: que a inter-
calacdo desempenha um papel importante na interacdo do nosso complexo de A—DNA-Berenil, tal
como referido por Pilch et al, e outros complexos com comportamento é semelhante [53,67,68], ou
que este aumento é o resultado de mudancas conformacionais geradas pela ligacao nao covalente
com a fenda menor do DNA, como ¢ relatado por Reinert [66].

Para analisar a intercalacao como possivel solugao, de acordo com o capitulo 3, o aumento
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maximo induzido por uma molécula intercalada &,,4:, entre os pares de base esta dado por:

A
Smanw = AOmaz (6.3)

Tmazx

Geralmente, o espacamento natural entre dois pares de base consecutivos é de A = 0,34 nm.
Uma vez que a fracao de sitios ligados na saturagao (7,4.) foi de 0,4 para ambas resisténcias ionicas,
entao, se tem que para resisténcias ionicas altas, segundo a Fig. 6.4 o aumento relativo maximo de
L é de ©,,,; = 0,14 nm. Portanto, o aumento maximo induzido d,,4:, segundo a equacao 6.3 é de
~ 0,12 nm. No caso de forgas iénicas baixas, O = 0,35 nm, e por consequéncia, 6pq = 0,3
nm. Este resultado é muito interessante, porque mostra que, para forcas idnicas baixas, o aumento
induzido é compativél com o gerado por um intercalante tipico. Enquanto para forgas ionicas altas
o aumento induzido é menor, e concorda plenamente com o valor obtido por Reinert na interacao
do complexo ctDNA-Berenil.

Além disso, o fato de que para forcas i6nicas baixas, o processo de ligagao é de tipo nao coopera-
tivo, ou seja, cada molécula é ligada de forma independente ao longo da rede do polimero, indicando
fortemente que o modo de ligacdo predominante para esta forca idnica é a intercalacao. Por outro
lado, os resultados das figuras 6.1 e 6.4 nao concordam totalmente com um intercalante puro, suge-
rindo uma pequena interferéncia de um segundo modo de ligacao.

No caso de forgas ionicas elevadas, o processo de ligagao é altamente cooperativo, portanto, o
modo de ligagao predominante é, a ligacdo de fenda. Embora haja um ligeiro aumento no com-
primento de contorno, os nossos resultados nao podem discriminar se, de fato, é uma intercalagao
parcial pelas moléculas de Berenil, como estd expresso na pesquisa de Pilch et al, que sugere uma
ligagdo mista entre a ligacao de fenda e intercalagao parcial.

Assim, por meio de uma compilacao dos resultados até agora obtidos por Pilch et al, Reinert,
Zhou e os nossos resultados, propomos o seguinte mecanismo de interacdo para o complexo DNA-
Berenil:

O mecanismo de interacao do complexo A—DNA-Berenil encontra-se estabelecido mediante a
ligagdo mista e acoplada entre a ligagao de fenda (modo de liga¢ao primdria) e intercalagdao parcial,
este ultimo dependente da forca ionica em solucdo e causadora dos aumentos no comprimento de
contorno do polimero (0,12 para [NaJ=150 mM e 0,3 para [Na]=10 mM). Para forcas ionicas altas,
a intercalacdo parcial € fraca, e, 0 modo de ligacdo predominante € a ligacdo ndo covalente com a

fenda menor do A—DNA. Por outro lado, para forcas iénicas baixas, sobressai a intercalacdo parcial.
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6.3 Anadlise dos experimentos de Forca Maxima Aplicada

De acordo com Bazoni et al, a aplicagao de forcas elevadas sobre complexos A—DNA-intercalantes
geram mudancas no seu comprimento de persisténcia que estao diretamente relacionados com
possiveis desnaturagoes parciais ao longo da estrutura do polimero. Esta analise é de grande im-
portancia para o nosso trabalho, porque nos permite verificar a interferéncia da intercalagao no
mecanismo de ligacdo do nosso complexo A—DNA-Berenil.

O protocolo experimental é semelhante ao que tinha-se trabalhado. Para trés poténcias diferen-
tes do laser, abstraem-se o comprimento de contorno e o comprimento de persisténcia do ajuste
experimental feito pelo modelo WLC sobre a curva de forca por extensao do complexo A—DNA-
Berenil para determinada concentracao de droga. Como discutido acima, a poténcia do laser esta
diretamente relacionado com a for¢a maxima de aprisionamento e, portanto, com a constante de
forga k. Nesta ordem de ideias, se tem realizado medicoes para trés valores diferentes de k, (6,2+0,3)
pN/um, (10,9+0,5) pN/um e (15,5+0,8) pN/pm, que correspondem a 6, 10,5 e 15 pN aproxima-
damente. Cada valor de k foi obtido mediante a calibracao da pinca éptica pelo método de Stokes
e foi modificada através da variacao da poténcia de saida do laser utilizando uma série de filtros
colocados ao longo do percurso éptico.

Na Fig. 6.5 mostra-se o comprimento de persisténcia dos complexos A—DNA-Berenil em funcao
da forca maxima aplicada para duas solugoes salinas diferentes. No caso de forcas idnicas elevadas, a
concentracao de farmaco foi de 1,5 pM, enquanto que para forcas idnicas baixas, a concentracao de
Berenil foi de 1 pM. De acordo com a Fig. 6.1, cada concentracao corresponde ao ponto de inflexao

maxima na curva, a qual determina a transicao na rigidez do polimero durante a interacao.

Como é mostrado na Fig. 6.5 para forcas ionicas baixas evidencia-se uma queda monotonica no
comprimento de persisténcia do complexo A—DNA-Berenil, como fun¢ao da forca méxima aplicada.
Esse mesmo comportamento foi relatado por Bazoni no caso de dois intercalantes tipicos, a doxorru-
bicina e o Brometo de Etidio. No caso de forcas i6nicas elevadas, o comprimento de persisténcia nao
apresenta mudangas significativas dentro das barras de erro, tal e como o relata Bazoni (2015) et al,
ao analisar a dependéncia da forga maxima em moléculas de A—DNA sem farmaco ligado (A—DNA
puro). Foram feitos outros experimentos para um par de concentragoes diferentes de farmaco, mos-
trando o mesmo comportamento fortalecendo assim, o mecanismo de interacao proposto por noés.

O comportamento exibido pelo comprimento de persisténcia é dependente da forga aplicada.
Segundo Rocha e Bazoni, este comportamento pode ser interpretado como uma desnaturagao par-
cial da molécula de DNA, produto do rompimento localizado de algumas ligagoes de hidrogénio,
induzidos previamente pela intercalacao de moléculas de ligante ao longo da dupla hélice do polime-
ro. Geralmente, estas quebras ocorrem aleatoriamente em forma de espagos vazios ao longo do

DNA, conhecidos como bolhas de desnaturacao. Assim, essas bolhas contribuem com a queda no
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Figura 6.5: Variagdo do comprimento de persisténcia maximo em fungiao da forma mdxima
aplicada. Varia¢oes no comprimento de persisténcia dos complexos A—DNA-Berenil em func¢do da forca
méxima aplicada para duas solugdes salinas diferentes: [Na] = 150mM e [Na] = 10mM.

comprimento de persisténcia local e efetiva do complexo.

Na Fig. 6.6 encontra-se a relagdo entre o comprimento de contorno L dos complexos A—DNA-
Berenil e a for¢ca maxima aplicada, para duas forgas i6nicas, [Na| = 150 mM e [Na] = 10 mM. E
claro que em ambas situactes, L nao apresenta alteragoes significativas dentro das barras de erro,
como reportado por Bazoni et al, para a interacao com doxorrubicina, Brometo de etidio e para
a molécula de A—~DNA sem féarmaco ligado (A—=DNA puro). Assim, parece que o comprimento de

contorno é independente da forca aplicada.

Como informacao complementar, para forgas idnicas baixas, foram realizados experimentos de
forga alta, invertendo a ordem das forgas maximas aplicadas (15pN, 10,5pN e 6pN). Para inter-
calantes tipicos como a doxorrubicina e o Brometo de etidio, quando uma forca inicial maxima é
aplicada, esta causa uma desnaturagao parcial maxima. Se uma segunda forca de médulo inferior
é aplicada, esta forca serd independente das alteracoes no comprimento de persisténcia do com-
plexo, como é relatado por Bazoni et al. Segundo a nossa experiéncia, de acordo com a Fig. 6.7
verificou-se que, na verdade, o comprimento de persisténcia experimenta uma queda abrupta para
uma forca maxima de 15 p/N. Embora para 10,5 p/N nao ocorra mudanca representativa, um ligeiro
aumento é evidente no comprimento de persisténcia para 6 pN. Uma vez que o comportamento é
quase semelhante ao relatado na literatura, sugere-se que a pequena alteracao para 6 p/N, é devido
a interferéncia de um segundo modo de unido, que embora nao seja dominante, poderia chegar a

ter um efeito sobre o comportamento do complexo.
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Figura 6.6: Variagao do comprimento de contorno em fungao da forga maxima aplicada. Variagoes
no comprimento de contorno dos complexos A—DNA-Berenil em funcio da for¢a méxima aplicada para duas
solugdes salinas diferentes: [Na] = 150mM e [Na] = 10mM.
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Figura 6.7: Invertendo a potencia: Variagao do comprimento de persisténcia maximo em fungao
da forma méaxima aplicada. Variagbes no comprimento de persisténcia devido 4 inversao da forca méxima

aplicada (de maior a menor magnitude) para forcas ionicas baixas.
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Conclusoes

Mediante experimento de pincamento éptico foram realizados alongamentos de molécula unica
do complexo DNA-Berenil no regime entrépico de baixas e méaximas forgas aplicadas. A partir do
ajuste da curva de forca por extensao, foram extraidas as propriedades mecéanicas, comprimento de
contorno e comprimento de persisténcia para diferentes concentracées de Berenil.

No caso de forgas baixas (1,5 pN), para forgas idnicas altas e baixas, constatou-se que a va-
riacao do comprimento de persisténcia apresenta um comportamento nao monotonico, crescente até
uma concentracao de 1,5 puM para forcas ionicas elevadas e 1 uM para forca idnicas baixas e, em
seguida, decrescente até uma concentragao de 3,5 pM, onde a saturagao é atingida. Além disso, um
comportamento monotonicamente crescente no comprimento de contorno do complexo foi registado,
que satura para certa concentragao de Berenil (1,5 uM a elevadas resisténcias ionicas, 1 uM de
forga ionica baixa). Nas forgas i6nicas baixas o aumento no comprimento de persisténcia e contorno
¢ maior, que indica que seja resultado de uma intercalagcao parcial do ligante.

A partir de uma metodologia baseada no modelo estatistico de desordem de dois sitios e uma
isoterma de ligagao adequada, no nosso caso isoterma de Hill, foram obtidos as propriedades fisico-
quimicas da interagao (constante de afinidade, grau de cooperatividade, fracao de sitios ligados na
saturagao) a partir do comprimento de persisténcia do complexo. Estes resultados mostram que os
modos de ligacao do complexo \-DNA-Berenil, ligacao de fenda e intercalagao, podem ser modula-
dos alterando a forga ionica em solugao. Para concentragoes ionicas elevadas ([Na] = 150 mM), o
modo de ligagao entre o Berenil e o A-DNA, é uma ligacao ndo covalente com a fenda menor, sendo
o modo de ligacdo dominante na interacao. Por outro lado, para as concentragoes ionicas baixas
([Na] = 10 mM), o ligante também intercala parcialmente com a dupla hélice, tal como demons-
trado nao sé pela andlise por pincamento 6ptico, mas também por outras técnicas experimentais,
tais como fluorescéncia, espectropolarimetria por dicroismo circular, viscosimetria, cristalografia de
raios-X, ressonancia magnética nuclear, entre outros [24-26, 32, 66, 74].

No caso de forcas maximas dentro do regime entrépico, foram aplicadas trés forcas de 6, 10,5 e

51
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15 pN ao complexo DNA-Berenil para concentragoes de ligante de 1,5 M, para forgas idnicas altas
e de 1 uM para forgas idnicas baixas respectivamente. Em altas forgas ionicas, o comprimento de
persisténcia do complexo é independente da forca, no entanto, para baixas concentracoes ionicas,
o comprimento de persisténcia apresenta uma queda, produto da desnaturacao parcial do polimero
devido a forca maxima aplicada. Em relagdo ao comprimento de contorno, verificou-se ser indepen-
dente da forga aplicada. O comportamento apresentado para forcas ionicas baixas é semelhante ao
de outros farmacos tais como doxorrubicina e brometo de etidio, considerados intercalantes tipicos.
Essa observacao reforca a proposta de que, para forgas iénicas baixas, o complexo experimenta uma
intercalacao parcial por parte do ligante.

Como perspectivas, esta metodologia pode ser aplicada no caso de outros complexos que expe-
rimentam varios modos de ligacao, especialmente aqueles ligantes cuja intercalacao faz parte desses
modos de ligagao.

Além disso, se poderiam aplicar outras técnicas experimentais (espectroscopia de absorgao, espal-
hamento de luz, espectropolarimetria e ressonancia magnética nuclear) para o analise estrutural do
complexo A-DNA-Berenil em diferentes condictes ionicas. Este andlise estrutural permitira identifi-
car os sitios de ligacao especificos ao longo do polimero produto da intercalacao parcial do farmaco.
Até agora é desconhecido o sitio preferencial onde ocorre a intercalacdo, ao igual que as mudancas
conformacionais do complexo, produto dos cambios na forca iénica em solugao.

Embora o andlise foi feito para o complexo DNA-Berenil, seria ideal desenvolver um protocolo
de andlise para a interacao do berenil dentro e fora do ntcleo celular.

Finalmente como perspectiva pessoal, seria importante focalizar todos os estudos recebidos ao
longo destes dois anos, ao desenvolvimento de novos projetos no campo da biologia molecular, a
biofisica e a engenharia genética. Embora o pingamento éptico é relativamente novo, ainda nao é
muito conhecido em latinoamérica. Por isso, atualmente é importante a criacao de novos grupos
de pesquisa que ajudem ao desenvolvimento deste campo de estudo, que tem virado de grande

importancia no desenho e producao de farmacos.
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Apéndice A: Artigo aceito para
publicacao
Neste apéndice apresentamos o artigo “Unraveling the physical chemistry and the mized binding
modes of complex DNA ligands by single molecule stretching experiments” aceito para publicagao

na revista RSC Advances da Royal Society of Chemistry na data de 29/10/2016 durante execucao

dos trabalhos de mestrado.
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mokevubes. The nesults and error bars reponed below o Fig. 4
and 5 fioe the mechanical propemics are gveragrs ower these 4
dﬁﬂm-h:h.mmm-rﬂdﬂnn
room mpersinre (13 *CL More details aboot: the iz
mcthodds and procedones can be found inoref. 23,

3 Results and discussion

n Fig. I we shosw somme sepiesentative fofce—culension curas.
olgined for three different Rerenil concentrations in the PRS
150 mM bulfer. The Bitings o the WLL model are also shown
ol lmes). Fig. 3 shesss the similar result obisined in the PRS
10 mis bufier. Berenil affects both the moniour and persistence
lengths of the DNA molerole opon binding, which can be
ohsrrved by anahyring the dhape of the foroe—exieisbeh oufes.

DMk, efermnn (M)

Fig 2 Ry o curves of the DNA-Bereni
cmpker obtsned for theer @ifereni Berenl concentraficns i the
FHS 150 md bafer. The Mngs 6o (he WLC maeied v o shan
] B

T poisvull & O The Doadll Sowwily off CFernely 2006

55



CAPITULO 8.

DA exierreoe

Frg. 3 Rrpresenistes foroc—oxtemaon curees of e T - Gererd
comgiles=< olisaned for theve SlMenord Borenll Condoniralons n D
S 30 i Bt Thee BiEingss S0 e WAL O enool aee alon showen foolic?
des)

IR Fig. 4 we shar the beehaeion of the verage contous eopth
L of the L-DNA-Borenil compleses [nommalized by the bare &
DNA value [y] 25 2 function of the Berenil concentration in the
that the contour length presends o simple meawsonic inoresss,
SRtUTAting &t [y~ 104 for G > 1 pM in the PES 150 mM baffier;
e at 1L, - 135, alen for O > 1 phd, in the PRS 10 mM baffer-
Fuch beluaviar suppests that imencabtive bindieg possibbe plas
& mle in this system, since 8 neardy similar behasior of the
Mevertholss, sach bebavior can aboe be mebated o possible
changes on the TPA solenoddal emiary soroctunr cossed by
proove binding of the Bpand, s aeyppeced by Beinen ™

In Fig. 5 we ahow the behavior of the seiage pemistenos
berygth A for the same L-D80%-Berenil comploss 25 3 fonation of
oy, oiezined in both buffers. Obseree that this mechanical
paamectrr exhihits 3 non-moeetoc beharior, inoreesiog from
the hare D8A result untl reaching 8 cormin maimum exhoe,

[ *{+l!i

s

€, {ul)
Fig. 4 Contour lengih L of the k-DNA—Berenil compleses ol
ited by the bare L-DNA wilie 1) & & fonclion of the Boend

ConCErlEtion i U Savple Cy. ofilainod both in PES $50 mid o
il and PES 10 i e o]

This el & € Th Foysl Socioty of Ty 206
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BT At

A [
a

C, fulkd)

Fig 3 Ponstenee engih A of the same §-DMNA—Serenil compierar &
& hunciion of G oblaned in Dol bulers Obsens (hal Shis
e haracal ¢ 3 raan Do, Increasng
froa e B DA neult untll resching 3 certaing oo walie. and
U o sicycing Uil L] nen for O TS gl

and then decressing until ~41 nm for & > 1.5 pM. The main
diflfienence here s that the maodmum valoe reached by the
perseener lengrh i mach higher (--5%0 nm) in PBS 10 mb than
hﬁmﬂ[&m}hwmﬁkm
behanvior strongly soggesis that intercnbtion, if present,
certainly 5 not the unique binding mechanism. In B, the
cypiral change mduerd by imtercalaos on the IMA prmesience
brmgth is considerably Efcrene =

Before we proceva] with the quantitative anabysis b deter-
mine the plysioochemical paameters of the 4-IMA-Rerenil
i Hon, sne g l e M be ok i e
isia of Fig. 4 and 5. Firstly, observe ihat Berenil binds strongly
o the FDMNA molorule, since ssturstion ooours s very bow
figand concenirations. Sccondly, as mentioned above, twn
diffonen b mechci e, of 3 e biruding mechcenism,
should play & role here in onder o explain the non-monotonie
behavior of the pers length. Aliemnatively, as found by
Brinert for calf thymus DA (ctlAL ™ amother possibility is the
cxistenes of anly one single binding mode (groowe binding)
which cazes monfermational changes on the dovhle-hef
strocture fbendings and orwinding) that are related o the
behavdor of the mechanical parameters. Using visenimetny,
Reinert has found an incresse both in the contour and persis-
e lengths o= Berenil binds for low drog conoentrations, in
apreement with ouf frsubs Wigber diog conomirions coukd
et e iestend in these cxperiments due o technieal rezsons "™

I the first sremario is brpe (e different binding modes), the
contonr length data seggest that one of these mechaniams
should be intereslanion. Mewertheless, the non-monotonie
behavior of the pemsistence hﬂh lmqﬂ' SUEETSis that
miree grocwe binding pleys an important roke bere " The
fodkimsring anabysic will chow that the pure mechanbeal dam of
Fig- 4 anal 5 are sufficient tn anewer if these modies are mized or
oompoands such a5 Lhe chemotherapeutic drog actinoamecin 0
that have mwo distitct paortions, one that interralaies and other

S A, M e -7 | B
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theat binds 1o the DMA minor grooee "= Thas, in this o
a single ligand molecole exhibits the two binding modes thas
simultmremecly noror, e, the modes are oompictely ooopled
mhbeer bgamnds soch =5 the anthtacyclines [dommrabscin, dane-
mycin] intercalate, boat hewe 3 sy tendeney to form sl
agppreyaes oemposed of 2 frw moleroles. Since only ooe mole
cule of thewe spgregates can intercatate, the others fomnain
outsile the double-helis interacting with the phosphate ok
bone ™ This is another eample of o binding mechanions
ithat caninid be dissociatod casily, anbess it is posaibbe to modify
the baiffer enmposition to hinder the Bgand self-ssociation
There are, however, some types of ligands that exhibit inde-
pendent binding modes that are, in principle, dissociable, such
at Hoecher 33258, Baoycbadentrin® and pecralon.™ in the fira
twn cases, 3 particular hinding mode can e seronghy favored by
controlling the Egand tioe in the sample ™ in the
Mmhmmmhmﬁﬂhm
the sample illomination with ultraviod Eﬂi_'“‘-"

measured both in the perststence and oonbiet bengihs atise
freen the eonifrmational changes such 2 bendings snd reists
i d in the doabie-helin

In arder to advance in the shove disrussion, we uoe hee

a Tecently developed quenched-disorder ststisticsl moded o
extract the piwssmal chemisiry of thir L-DSA-Berenil intrrartion
fromm the persistenee lenpth data ™ This model has been uoed
in recent works o vestigate [NA interactions with vanooes
ligamdis, and it hax been prowen exiremely wseful and effcient o
determine the physoochemical porametons of U interaction
am o decosple multiple binding mades ™" Basically, the
approach monsists in fitting the persisenee length daca with the
cqueation

A Ot Hrftmd) = #ftm) | Sl m
A A My i

where A; is the bare [DNA persistence kength, 4, i the lool
porsistroce length doc to the binding of a single Egand mole-
cule [or 2 dingle boond dester of moleoales 8 they form
Wﬂgiﬂtlﬂ;ﬂmhﬂhi-ﬂw
e [or two b neighbors, ¢
uﬁm-ﬁnﬂm{ﬁnﬁunﬂhudmw
-ﬂr_uﬁ:udmuhr#r“hthlh
bars for the bound Egand fraction are - @ (oo
hudlglid..i.t_ It DONIA) and £ = £, [IHNA ssturated with
bound ligand).

The bound site fraction rcan be exg d by &
pammeiers of the intersetion.™ Heee we howe testod some
diffierent hinding isotherms plogged into eqn (1] in onder to pet
insiphts on the mechanizmes of Berenil binding o 3-8 The
technical details of the fiming procedune were deseribed el
where™ The fint isotherm tested was the Hill hinding
inntherm, which can be written 2=

r (xo)”

— 1 (EG) e

A | AR Ak, NA6 e -7
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whene K B the exquilibrium binding ssocisthon comtant, n s
the Hill exponent (a3 conperativity parameser which is a lower
bound for the number of cooperating igand molecules imobed
n the resctien), sl o & the free ligamd conceniration in
saoldution, which i relsted o the totzl lizand coneentration Cr by
£y = Gy — Gy, where Cy, s the boond Tigand concentration. Mote
thaat £ = Gy, whsere Cig, i Ehee DA borie- Pk cosnen iratbon in
i,
oomvarand Thaes, it can be applied o DNA-ligand systems whsch
e oy & single binsding made or ten o mate cotipled maodes
that simultaneowshy necur, in this kst case ghing the effective
paramctrrs of the intection ™
A relatively casy way to use the Hill model to decople teo
binading moddes & cxpressing the cffective binding isatherm as
2 s off two Hill processes ™ fe
&Gy (K
— GG 20 &G

(B

Anither possibsiling is osing the sequential binding isothenm,
which & adequate if the ftwo binding modes do not oorur
shmubtansowdy., 1t neads

S Ky & 2K

Frwes l[l LG Jr..m.".*}' ‘9

Trn Fig. 6w shuimr e excpeerimmental data amd the thees Goings
mentisned showe for the FES 150 mM dsta. The fitting per-
o et argpew el with thee experimental e, ntufning some
unmeaning physicochemical parmmeters. As we will shos

A [

C.l.l“]

Fig B Perstenre fengpth dots i crcie) obtained in PSS 150 ml
ared e fitfnege I owr guenched dinorder stolieall mede™ wsing
Ui ciffeeeri bincing isotheems sequarntial Déndieg kproee obesf
weuerntal hencling Eoihenn cannol. sxpian e eperrronisl dala.
winle the filinge o & sigie or a double Hll process aee ndistin-
gusalibe nScaling thal thone B only 3 Sngle cfiective binding
echangan

T sl i O Free fiopl Soxciety off Crermeiry’ 2096
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o, this resull b8 related to the Bet Berenil binding st high
‘twity, which cannot be arooonied for by osing the segeential
imding imotherm. Soch posithe comperativity indeos 3 nearly
simultanoomes binding of a fow Rorenil molecules in each
‘binding cvent ™ Times, 2 soquential binding modcl cannot be
ther sevrcario at least for hoigh o serengthe. On the other fand,
oheerer that the fitings porformed with the single Hill [l
solid Gme) and dooble Hill (red deched Bne) isntherms ae
indiginguickable, both cxplaining with aorutscy the oxperi-
mental data. In fer, the physicochemical parameters retmed
by these two fistings are identical; and when using the double
I-Eil'—ﬂﬂ--in-ll,m-.n-il,-ul..'.lli._lm
indicates that there is only 2 single effective binding mechs-
mism for the k-DNA-Berenil interaction st high ionic strengths.
“Thazs, if intercalation ooours heve, it shoold e songhy conpledd’
mitwed o the groowe binding mode. Berenil intereatation was
previously reporied by Pilch o al for other types of DA,
although they have foond that the sxistence of such mode
srrnngly deperuts on the spocific DNA soquonoe ™

Fmﬁtltﬂn:ﬂﬁﬂ:mnllmmhdﬂr
physicochemical parametens £ — (7.9 4 07) = 10°M "= =7 ¢
L5, P = 000 £ 01 A, = (75 4 T mumand A, — f,nﬂj-'rh
result found for the eguilibriom sssocistion constant © is
compatible to resls reported i the Berature for wanoos
differea 130 sequenoms ™ ™ and confimms the strotey binding of
Berenil in the L-DNA. In sddition, the resoli found for the Hill
exponent supprsts that Berenil binding oocurs here with a high
prmitive cooperativity, with -7 druy molecnles binding simul
tancously to the double-teclis # cach oding cvent™ Cooper-
ativity was alsp reporied in previouss works which hawe
imvextipaied the binding of Berenil o other IMA seqoenoe:. =
Tt vt bt oo £y, immficatis (bt agmpaond alehy -0 of the THRA
hase-pairs ane oocupied by Berenil af saturation, a resolt
compatible with other invesigations ™™ Finally, the resols
found for the local persistence lemgthes A, and A, rellect the Eact
that Berendl binding firsthy ineresses the hending rigiding of the
mlhmnﬂﬂmmit
higher Saach E fow many lipands
which exhibit comples binding w DNA, anad can arise from the
rompetition of o distinc binding modes™" 25 well = from
onformational changes on the dovbiehelin induocd by the
Miganed 3 3 ceviain oncentraibon **

in Fig. 7 we show the similar fittings obtzined for the PRS
10 mbd data. The dochle Hill isotherm = not shown hene
becauss it ix again ideniical e simghe Tl isotherm, with o,
= iy aed Ky =~ Ky Obierer that, for low ienic strengths, hath the
Line] isotlerms explain well the cxporimental data. Mevorthe-
Iegs, when using the sequential binding isotherm, the fiting
returms Ky - Ky, indicating again tha there is only 2 singhe
effective binding mode bere. In the pressm case, such binding
miode shoaild e oon-cooferative sinee i can be cxplained with
3 sepuential hinding istherm, which ssoumes that individus]
mokerules bind nearky segeentially to the DMA

From the ftting with the sequential binding sotberm, we
found &; = i = (13 + 0.5) x 10" M. From the fisting with the

Trys il & O Thu fossd Socesy of Crosreary 7085
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A [nem)
a

C. (M)

Fig 7 Porsdoncs kengih deta ik circes) cbialned in PES 10 mM
dhwmmmhhdmu-lﬂ‘nﬂghm
difiereri banding mothesme: sl b g lgroer diesbed el dnd
mmmmm mmmhmm
i et X o X, IncScaing again thal thore & only 3 dnole
bindirg minde fere The dooblée Hill Eolherm = nol showsm here
bocare # & agan entical ko the single |l sothenm.

singhe Hill process, we found £— (1.7 + 04) x 10° M, 8 = 16
+ 06, and alo r,, — &4 | L1 These resulis indicade that the
libwriaim constant (s approcdmestely twice the vabee found in the
FES 150 mM buaffer], bot the cooperativity between Berenil

and 33} In noocooperative binding reactions the ligand
subsenpueni o, This redult i strongly commelated 1o the net
charge of the Berenil mobeoulbes (2] A high ionic strengths, the
repulsive electmstatic interaction between these molecoles i
vty seheened, making coopetativity potdible. Meverthebis,
at low i strengths, such repalsie interaction can difficuls
ithe: subsequent binding of Berenil molerules close i previoasly
bound sies of the doohlehefin Thos, we apect 2 sifoog
decresse of the Hill capooent & the onic strength of the buffer
s koweesed, 2= mezmared here

In sommarny, fmom the ol of the Biting anabpcis per-
formed in both buffers, & & chear et there B only 2 global
effective binding made in the interaction between Berenil and
A-DNA, amd not two independent modes. What i not clear yet i
i i effective binding mode involes partal intercabathon of
Berenil mokorules into the doublehelie. In fact, sech infrms-
tion conld ot be dedsord from the analysic performed bere
with the persisencs kength data As mentiomed before, we have
e pessihilites 3 miscd binding mode irehving partisl
intercalation and goowe binding, or shematively, o groove
bimding mechanium which indeces conformational changes on
the donshle-helin stmpeture, probably unveinfing, that increases
the: INA contonr length. The first scenanio was proposed by
Pilch o al, who bhowe shadied Berenil interaction with ssme
panticuiar INA soguences o bow onic sitengths ™ The second
scerario was proposed by Reinert, who has stodied Rerenil

I e, TG, e, -7 | 5
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imteracthon with cDMA at a high onic strength ™ Inooeder o
clarify which is the case here for the Berenil interaction with -
DA, we refurn to the contour length data shown in Fig 4
o Supposes Ut the incnsase verified for this parameter 5 doe
oy to interealative hinding, it may saticfy the relation™ =
=i =
with ¢ — &4, where 4 — 034 nmw s the mean distance betwesn
two conserntive baoe pairs in the bare DSNA molernle ot B-form
amd & is the increase of this length caused by a ginghe interce-
tated meolecule. =

For typacal intercalators one has § ~ 034 nm and 5 ~ 1.0
Thax, detrrmining the valoes of § and v ix 2 Smple way to
quantify the mle of intercalation in 3 DNA-ligand binding
reactinn. From Fig. 4, we have 8, — 014 for the PES 150 mM
data and &, 035 for the PES 10 mM daia Simee we
have determined fpe = 0.4 for both buffers data from the
persistence kengths fittings, it & drightforward to obtain
P s~ O TAALE-0.35 and Fyge gp ~ O IS0LE-0L8E Thies, B
e = 035 3 (034 mmn]) = 012 ron aned Sy po = 088 = (034 nm)
~ 0.3 nm. One should oheeoree that in PES 10 md, the
valoe found for y (and consequently for §) is very dose o the
resull expected for intercalators. Mevertheless, in PES 150 mbd,
the: walues of y and & are moch smaller, but compatible o the
result found by Reinert for the interaction of Berenil with ctIiNA
al high ionke stremgihs ™
action between Berenil and HDMNA: the onic strength of the
buffer sodution is the fscior that determines if the partial
of the buffer, onre deorases the affinity of Borenil o partially
intereatsie into the doubbe-helic of ADNA In any cise, such
imterealation, when exiats, is sheays mizedicouphed with minaos
prowve binding, which is the main binding mechanism of the &-
DHA-Berenil interaction. Both intercakation and gromes binding
coniribate here i increase the TNA contour length, but sech
increase is much stronger when partial intercalation is present
a loww jonic stremgths, doe o the intrinse rature of this type of
interaction, The fact that the cxistenes of the intercalative
lated to the net charge of the Berenil d [#2) Indeed,
ounr results shiow that chertrostane driven interactions pley 3 very
important role in this NA-ligand system. This is the reason
wity the variation of the ionic strength affecs significantly the
maxifmumn valoes obtained for the mechanical propertie
whade binding mechanism.

4 Conclusion

Ry using single molecule stretching and 2 new methadology of
data analysiz, we were able to show that one can determine the
binding mechanisms and the plysioochemical parameters of
the MA@ i with  the phex ligand  Berenil In

B || G5 Ak 2096, w17
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pranicular, we show that the interaction can be modubated by
changing the ionic strength of the surrounding buffer. For high
donic strengths (150 mM), Berenil behowes 2x a2 typical minor
gronoen DA ligrarwd. For how fomic stremgths (10 mM), othenwise,
Brsides soch oonchosions, our amnabysis prompily allows et
extract the physioochemical parameters (equilibriom constants,
conperativity degree, bound ligand fraction at sanarstion, ofc ) of
the interation for cach jonic strength studied. Our method-
ooy can be pepdily applied to other DRA ligands, allewing ome
o inwestigate and decoasple different binding mechanisms for
o DA
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