VIVIANE VALQUIRIA DO NASCIMENTO

CONSTRUCAO DE UM DIAGRAMA DE FASES PARA O
COMPLEXO Sso7dC8 + DNA

Dissertacao apresentada a Universi-
dade Federal de Vicosa, como parte
das exigéncias do Programa de Pos-
graduacao em Fisica Aplicada, para ob-
tencao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigcosa

T
Nascimento, Viviane Valquiria do, 1989-

N244c Construcdo de um diagrama de fases para o complexo

2016 Sso07dC8 + DNA / Viviane Valquiria do Nascimento. — Vicosa,

MG, 2016.
vi, 41f. :il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: José Esio Bessa Ramos Junior.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicgsa.
Referéncias bibliograficas: f.38-41.

1. Polimeros - Analise. 2. Biopolimero. 3. Proteina.
4. Acido desoxirribonucléico - Analise. |. Universidade Fedefal
de Vicosa. Departamento de Fisica. Programa de Pos-gradyiacao
em Fisica Aplicada. Il. Titulo.

CDD 22 ed. 572.33




VIVIANE VALQUIRIA DO NASCIMENTO

CONSTRUGAO DE UM DIAGRAMA DE FASES PARA O COMPLEXO Sso7dC8 +
DNA.

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Fisica Aplicada,
para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 21 de julho de 2016.

- o o e 2

andro Gutierrez Rizzi

ool

Josg/Esio Bessa Ramos J
(Orientador)

Anésia Aparecida dos Santos

Scanned by CamScanner



Agradecimentos

Agradeco a Deus todas as oportunidades e dons que recebi e pessoas maravilhosas que
encontrei em minha caminhada, acima de tudo a luzinha que me guiou em momentos de
escolhas dificeis.

Agradego a minha mae, Silvana, e ao meu pai, José Martins, por seus ensinamentos,
seu amor, sua paciéncia. Pois foram o meu tudo, a motivacao de cada hora que passei
sentada estudando durante os tultimos doze anos e agradeco por terem me auxiliado fi-
nanceiramente, pois sempre pensaram primeiramente em suas duas filhas, deixando parte
de suas necessidades de lado priorizando nossos estudos e bem-estar.

Tenho muito o que agradecer as minhas irmas e amigas, Natdlia, Guelci, Daniele,
Josilene, Joice, Emilia, Stephanie e Iara e aos amigos, Carlos Henrique, Igor, Julio, Leonel,
Olavo, Sylvestre e Tanada. Foram tantos favores, conselhos, risadas e tanto aprendizado
que nao é possivel nominar todos. Agradeco porque me fizeram rir, foram boas companhias
pra um bar, uma danca, assistindo séries e filmes, cozinhando, caminhando na reta,
vivendo e aprendendo ao meu lado nessa caminhada dificil, mas prazerosa que me trouxe
até aqui.

Agradeco ao meu orientador, José Esio, por sua infinda paciéncia e intensas discussoes.
E a todos os colegas de trabalho do laboratoério de fisica biolégica da Universidade Federal
de Vigosa, em especial meu coorientador Marcio, com quem aprendi muito nesses tultimos
anos.

Agradeco as agéncias de fomento que sustentam o desenvolvimento da ciéncia em nosso
pais e mantiveram o meu trabalho: FAPEMIG, CAPES e CNPq.

Finalmente agradeco o departamento de Fisica da Universidade Federal de Vigosa, pela
oportunidade, que todos os anos oferece aos alunos ingressantes: contemplar a beleza da
Scientiae Naturalis.

i



Sumario

[Lista de Figuras|

[Resumal
[Abstract]

(1 Introducadg|

2__Polimeros
[2.1 Breve historico da fisica de polimeros| . . . . . . . . . . .. ... ... ...
2.2 Tipos de cadeiasl . . . . . . . . ... ...
2.2.1 Polimeros de cadeia ramificadal . . . . .. ... ...
[2.3  Polimeros em solucaol . . . . . . . .. .. ...
[2.3.1 Interacoes entre polimeros| . . . . . . . . . ... ... ... ... ..

[3 Forca de deplecao|
[3.1 Interacao entre particulas e macromoléculas em solucaol . . . . . . . . . ..
[3.1.1 Interacao entre particulas estéricas e macromoléculas em solucao| . .
[3.2  Eteitos de forma em interacoes de deplecao| . . . . . . . . . ... ... ...
[3.3 Interacao entre particulas carregadas e macromoléculas . . . . . .. .. ..

™ — Ztodos

5 Resultados e Discussaadl
[5.1 Perspectivas| . . . . . . . . ..

[Referencias Bibliograficas|

1ii

iv

vi

15
15
16
18
20

22
22
23
25
27
29
30

32
37

38



Lista de Figuras

[1.1 Cadeia ramificada imitando a proteina lubricina.|. . . . . . . . . ... . .. 4
[2.1 Formas de polimerizacao.|. . . . . . . . . . . .. ... .. 6
[2.2  Tipos de Cadeias Polimericas| . . . . . . . ... ... .. ... ... .... 7
2.3 Tipos de cadeias ramificadas.| . . . . . . . . . ... ... ... ... ... 8
[2.4  Configuracao de um polimero com cadeia altamente ramificada.| . . . . . . 9
[2.5 Possiveis regimes de solucoes de polimeros.| . . . . . . ... ... ... ... 10
[2.6  Distancia ponta-a-ponta de um polimero| . . . . . . . . .. ... ... ... 11
[2.7 Raio de giro de um polimero.| . . . . . . ... ... ... ... ... 11
[3.1 Representacao da regiao depletora em torno de uma particula estérica.. . . 16
[3.2  Dimensoes relevantes para a interacao de deplecao.| . . . . . .. ... ... 17
[3.3  Separacao de particulas de formas diterentes induzida por deplecao.| . . . . 19
[3.4 Formacgao de um rouleux.|. . . . . . . ... ... 20
[4.1 Representacao do complexo DNA+45s07d-C8 formando um polimero rami- |

ficadold . . . . 22
4.2 Nucleotideo: sbunidade da cadeia de DNAJ. . . . . ... .. ... .. ... 23
[4.3  Bases nitrogenadas presentes na molecula de DNA[. . . . ... .. ... .. 24
[4.4  Ligacao tosfodiéster entre nucleotideos adjacentes. . . . . . . . . . . . . .. 24
[4.5 Conformacoes A, B e Z para a molecula de DNA.| . . ... ... ... ... 25
[4.6 A proteina modificada Sso7d-C8.| . . . . ... oL 26
4.7  PEG - Polietilenoglicoll . . . . . . ... .. ... ..o o 27
4.8  Cuba de Eletroforesel) . . . . . . . .. .. o oo 29
[>.1 Imagem de um gel de agarose apos eletrotorese, contendo DNA e diferentes |

concentracoes de PEG&000.| . . . . . . . ... oo 32
[>.2  Migracao do polimero ramificado em gel de agarose, para diterentes pro- |

porcoes de proteina recombinante por pares de base.|. . . . . . ... .. .. 33
(5.3 Imagem de um gel contendo DNA recoberto com a proteina recombinante, |

na propor¢ao 1pt/1bp, para diferentes concentracoes de PEG8000, apos |

eletroforese) . . . . . . . . 33
[>.4  Representacao de dois seguimentos do polimero ramificado que se aproximam.| 34
[>.5 Diagrama de tases para o polimero ramificado, complexo DNA-+5so7d-C8, |

em comparacao com o complexo DNA+S5Sso7d, nao ramificado. | . . . . . . 35
[>.6 Diagrama de fases para o complexo DNA4-Sso7d-C8 e PEG de diterentes |

massas molares) . . . . ... L. 36

v



Resumo

NASCIMENTO, Viviane Valquiria do, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2016. CONSTRUCAO DE UM DIAGRAMA DE FASES PARA O COM-
PLEXO Sso07dC8 + DNA Orientador: José Esio Bessa Ramos Jinior. Coorientadores:
Marcio Santos Rocha e Marcelo Lobato Martins.

A proposta de estudar o comportamento de polimeros de origem bioldgica em solugoes
fisiologicas é de grande interesse para a fisica de polimeros devido a sua importancia em
seres vivos. Proteinas, polissacarideos, o acido desoxirribonucleico - DNA e acido ribo-
nucleico - RNA, sdo exemplos de polimeros biolégicos de extrema importancia. A partir
da necessidade de compreender e ser capaz de manejar tais polimeros, especialmente para
um possivel tratamento de doengas ou manipulagao genética, a fisica de polimeros tem fo-
cado intensamente no estudo do DNA e proteinas celulares. Além de um interesse pratico,
existe a possibilidade de usar o DNA, que configura um polieletrélito com elevado peso mo-
lecular de estrutura bem conhecida, para estudar fisica de polimeros pura e simplesmente.
Polimeros que apresentam cadeias ramificadas, por exemplo, tem propriedades singulares
ainda pouco esclarecidas. Neste trabalho é apresentado um estudo do comportamento de
fases de um polimero ramificado em funcao da densidade de ramificagoes e da quantidade
de polimero altamente flexivel necessaria para condensar o polimero ramificado, ocasio-
nando a separacao de fases. O DNA complexado com a proteina modificada Sso7d-C8,
configura o polimero ramificado e o polietilenoglicol o polimero altamente flexivel utili-
zado. O diagrama de fase para o complexo Sso7dC8 + DNA foi construido para dois pesos
moleculares de polietilenoglicol. A comparacao entre a quantidade de polimero flexivel de
diferentes pesos moleculares necessaria para observar a separacgao de fases condiz com as
predigoes tedricas. O comportamento de polimeros em solu¢ao depende principalmente
de interagoes eletrostaticas, de forcas de van der Walls e forcas de deplecao. Devido prin-
cipalmente a assimetria entre os componentes da solugao estudada nesta dissertacao, a
separagao de fases pode ser entendida em termos da interacao de deplecao, proposta por

Asakura e Oosawa (1954), como manifestacao de um efeito entrépico.



Abstract

NASCIMENTO, Viviane Valquiria do, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
CONSTRUCAO DE UM DIAGRAMA DE FASES PARA O COMPLEXO
Sso7dC8 + DNA Adviser: José Esio Bessa Ramos Jr. Co-Advisers: Marcio Santos
Rocha and Marcelo Lobato Martins.

The proposal of studying biological polymers behavior in physiological solutions, has
great interest to polymer physics due to its plentiful presence in living organisms. Pro-
teins, lipids, deoxyribonucleic acid (DNA) and ribonucleic acid (RNA), are examples of
biological polymers, completely essentials to life. The need to understand and be able
to manipulate these polymers, especially for a possible diseases treatment, justify the
intensive study of physical properties of biological polymers, mainly the study of DNA
and cellular proteins. In addition to this practical interest, the study of macromulecu-
les like DNA, a high molecular weight polyelectrolyte with a very well known structure,
provides a broad range of information about the physics of polymers itself. Branched
polymers, known as bottle brush polymers, has interesting and singular properties, and
exemplifies a little studied polymer class. In the present work a study of phase behavior
of a branched polymer, as function of side arms density and the amount of highly flexible
polymer necessary to condense the branched polymers, causing the phase segregation, is
shown. The branched polymer is configured by the DNA complexed with the modified
protein Sso7d-C8, the polyethylene glycol was used as the highly flexible polymer. The
phase diagram for the Sso7dC8 + DNA complex was obteined for two diferent polyethy-
lene glycol molecular weights. Comparing the amount of flexible polymer, of different
molecular weights, required to observe the phase separation is consistent with theoretical
predictions. The behavior of non adsorbing polymers in solution depends on double layer
interactions, van der Waals and depletion forces, mainly. Due to the asymmetry between
solution components studied in this work, the phase behavior can be understood as caused
by depletion interaction, first proposed by Asakura and Oosawa (1954), as expression of

an entropic effect.
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Capitulo 1

Introducao

Ter conhecimento do que existe a sua volta nunca foi suficiente para o ser hu-
mano, embora ecologicamente o reconhecimento do espago fisico tenha se provado uma
necessidade urgente para a sobrevivéncia de qualquer espécie, os seres humanos vao além,
interferindo e buscando insistentemente explicar o0 meio em que estao inseridos [1]. A
humanidade manifesta suas capacidades cognitivas em fun¢do de questionamentos cada
vez mais essenciais sobre o meio em que se encontra e com respeito ao proprio ser. A
pesquisa cientifica que se faz hoje, resulta portanto de todo questionamento ja feito pela
humanidade e sua principal finalidade é explicar a natureza de forma que possamos in-
terferir no mundo a nossa volta, garantindo que nossa espécie se estabeleca e continue
evoluindo [2].

A fisica biolégica é um dos ramos da ciéncia que tém se encarregado de buscar
explicacoes cada vez mais fundamentais para sistemas bioldgicos, construindo modelos
para descrever a natureza. Em escala macroscopica por exemplo, procura-se explicar a
formagcao de padroes como em dinamica de populagoes e propagacao de doencas epide-
miolégicas. E em escala microscépica por exemplo, procura-se compreender o fendmeno
individual de mobilidade celular, a caracterizagao de estruturas como o maquinario pro-
teico e processos pertinentes a molécula de DNAE].

Pode se dizer que o funcionamento e a estrutura de todos os sistemas biolégicos a
nivel molecular sdo definidos pelas propriedades de biopolimeros [3]. Portanto a fisica de
polimeros tem direcionado estudos intensivos para estas estruturas, conhecidas também
como polimeros bioldgicos, o latex, as proteinas, polissacarideos e o DNA - deozyribonu-
cleic acid, sdo exemplos dessa classe de polimeros. O DNA é sem duvida um dos polimeros
biologicos mais estudados, pois desempenha o papel principal no funcionamento de toda a
vida na Terra [4]. Caracteristicas importantes e a descri¢ao de alguns tipos de polimeros
estao descritas no capitulo 2]

A macromolécula de DNA se apresenta na forma de dupla hélice, estrutura eluci-
dada por James Watson e Francis Crick em 1953. Esta foi considerada uma das descober-
tas mais importantes do século XX, desde entao muito se evoluiu no quesito manipulacao
e decodificacdo genética. A aparente simplicidade da estrutura em si, principalmente
se comparada a outros polimeros biolégicos, como as proteinas, nao remete a extrema
complexidade dos processos em que atua, além de alta precisao na execucao destes. Em
pequenas partes da grande molécula de DNA, conhecidas como genes, estao dispostas as
instrugoes para a formagao e funcionamento de um individuo [5].

Para além de decifrar os mistérios com respeito a origem da vida, atualmente, o
estudo, manipulacao e compreensao desta molécula tem grande interesse pratico para o
desenvolvimento de possiveis tratamentos ou prevencao de doengas [4].

IMARTINS M. L. Fisica biolégica - notas de aula. UFV - Vicosa, MG. 2015. Néao publicado.



1 Introducao

Um gene é basicamente uma sequéncia especifica de nucleotideos que codifica uma
determinada informagao, a leitura deste codigo pode dar origem a construcao de uma
proteina, macromolécula que desempenha uma determinada fun¢ao biolégica [6]. Para
idealizar com simplicidade o papel desempenhado pelo DNA em uma célula, imagine que
esta incrivel molécula é um grande chefe de cozinha, que detém as receitas de pratos
cruciais para a sobrevivéncia de uma determinada comunidade. A célula, neste caso,
representaria a comunidade, os pratos seriam macromoléculas que exercem determinada
funcao bioldgica dentro ou fora desta comunidade. Quando se faz necessario, o pedido
de um prato é feito ao DNA, ele busca em sua memoria, por aquela determinada receita,
que esta armazenada em um gene e com a ajuda de muitas outras proteinas, que seriam
a equipe da cozinha, a receita é preparada. Os ingredientes sdo aminoacidos, que a
comunidade é responsavel por obter e disponibilizar para os cozinheiros, que confeccionam
o prato e o entregam a comunidade, onde cada proteina desempenha sua funcao especifica
retroalimentando o processo. A manipulacao genética poderia ser vista como uma forma
de mudar a memoéria do DNA, acrescentando ou modificando uma receita.

Uma molécula de DNA é utilizada no presente trabalho como cadeia principal
de um polimero ramificado. No capitulo [4] sdo apresentadas propriedades e uma breve
descricao dos biopolimeros utilizados neste trabalho.

Diversos biopolimeros requerem ainda muita atencao para que seu papel biologico
seja completamente elucidado e sua atuacao in vivo possa ser manipulada, por exemplo,
para evitar ou tratar doencas [4], |7], [8].

A célula é um meio com altas concentracoes de macromoléculasﬂ tal que entre 20
e 30% do volume total de um organismo vivo é constituido por macromoléculas. Estudos
de solugoes que possam imitar a condi¢ao intracelular nos permitem compreender mais
claramente a biologia de uma célula, pois o comportamento dindmico, e mesmo a situagao
de equilibrio nesse meio, nao podem ser explicados pela observagao do comportamento de
componentes individuais e em baixas concentragdes [9]. O estudo de solugoes coloidais
tem procurado desenvolver teorias e modelos para a compreensao de meios com altas
concentragoes moleculares [10].

Solugoes poliméricas, ou dispersao de macromoléculas, sao também conhecidas
como solugoes coloidais e sdo basicamente misturas em que as particulas dissolvidas apre-
sentam dimensoes caracterfsticas variando de alguns nanometros (1072 m) até alguns
micrometros (107% m). Observe, portanto, que dispersao coloidal ¢ uma denominacio
muito geral, assim como grande parte de suas caracteristicas fisicas (no capitulo [2] é feito
um breve esclarecimento dessa terminologia). O sangue humano, por exemplo, pode ser
considerado uma dispersao coloidal ja que as células vermelhas e globulos brancos se
encaixam nas dimensoes caracteristicas [11].

Descrever e quantificar a dindmica e a estabilidade de misturas coloidais, tem sido
uma grande motivacao para estudo de quimica e fisica de polimeros. O ponto de partida
para este estudo consiste em considerar inicialmente os potenciais eletrostatico (W) e de
Van der Waals (W,qw ), teoria esta conhecida como DLVO. Estudos posteriores, propos-
tos por Sho Asakura e Fumio Oosawa (1954), consideraram uma interagdo denominada
deplegao, em que o conceito de entropia ¢ introduzido no estudo de dispersoes de ma-
cromoléculas, que obteve sucesso em descrever sistemas que somente a teoria DLVO nao
explicava [11]. A teoria proposta por Asakura e Oosawa que se aplica ao sistema estudado
nesta dissertagdo é apresentada no capitulo [3]

Interacoes entre coldides em solucao podem ser aplicadas para explicar desde a

20 termo macromolecular crowding, ou seja, aglomeracdo macromolecular, é utilizado para descre-
ver o meio intracelular, onde existem diversas macromoléculas em altas concentragoes, interagindo e
competindo por espago [9).



1 Introducao

agregacao de proteinas do leite, para produgao de iogurte por exemplo [11], até a segre-
gacgao de material genético em organismos procariotos [12].

passando pela utilizacao de polimeros que possuem carga liquida, chamados poli-
eletrolitos, para precipitar compostos contaminantes no tratamento de agua [13].

O sistema considerado no presente trabalho é constituido por uma dispersao de
polimeros neutros altamente flexiveis, o polietilenoglicol (PEG), e macromoléculas em uma
configuragao diferenciada, que consistem em polimeros de cadeia ramificada, denominados
"bottle brushes". As macromoléculas em questao serao melhor descritas no capitulo [4]
Esta dispersao coloidal foi feita em um solvente inerte em relagao aos polimeros e favoravel
a dissolugao de fons, o que caracteriza um bom solvente |11] e foi estudada considerando-
se em especial as interagoes de deplecao que ocasionam a separacao de fases para os
polimeros ramificados.

Modelos computacionais para polimeros de cadeias ramificadas sao delimitados
pela quantidade de parametros relevantes e resultados experimentais a respeito do com-
portamento desses polimeros, mesmo que qualitativamente, nos trazem informacoes a
respeito dos parametros relevantes e como estes devem contribuir para a modelagem e
construgao de teorias [14]. Enquanto que as dificuldades experimentais em arranjar si-
metricamente, variar o espacamento entre as cadeias laterais com precisao e promover
variagoes na extensao da cadeia principal, necessitam ainda de arduo esfor¢o para serem
vencidas [15]. Algumas possibilidades para variar tais pardmetros e perspectivas de outras
modifica¢oes estao expressas no capitulo [p| desta dissertacao.

Polimeros de cadeia ramificada desempenham papéis muito importantes no corpo
humano, esta é a motivacao mais fundamental para estudarmos polimeros ramificados e
suas caracteristicas fisicas mais fundamentais. O glicogénio é um exemplo deste tipo de
polimero que pode ser localizado principalmente no figado atuando como repositorio de
glicose para manter constante os niveis de aciicar no sangue, nos musculos, o glicogénio
atua como fonte de energia para a contracao das células musculares [6].

Um exemplo particularmente interessante de polimero com cadeia ramificada em
sistemas bioldgicos é uma glicoproteina constituinte do fluido sinovial’| em mamiferos,
chamada lubricina, que atua quando adsorvida nas superficies das cartilagens. A figura
¢ uma representacao desta proteina. Os dominios adesivos se aderem a cartilagem e
o dominio altamente ramificado fica imerso no fluido sinovial. A funcao da lubricina é
lubrificar os contatos diretos entre as cartilagens nas articulagoes [16].

Sabe-se que defeitos nas superficies das cartilagens devido ao atrito repetitivo ou
trauma, acometem grande parte de populagao mundial e o corpo humano tem uma capaci-
dade muito limitada de regenerar células cartilaginosas, de forma que esse tipo de defeito,
mesmo que pequeno, a longo prazo leva a uma enfermidade permanente, como a osteoar-
trite [17]. Portanto é crucial a compreensiao das caracteristicas fisicas mais basicas neste
tipo de sistema, onde um polimero ramificado atua como lubrificante e é basicamente
responsavel por evitar uma doenca. Com o intuito de intervir evitando ou resolvendo
este tipo de problema Banquy et. al [7], estudaram a possibilidade de obter um polimero
de cadeia altamente ramificada que imita a lubricina e suas propriedades, o que indica a
possibilidade de se desenvolver fluidos sinoviais artificiais.

Glicoproteinas também sao polimeros de cadeia ramificada constituidas por varias
moléculas de acicares. Ao se ligar diversas glicoproteinas em uma cadeia polimérica
constituida por um acido hialurénico forma-se um proteoglicano, que é uma estrutura com
ramifica¢des nas ramificagoes. Em geral, esta macromolécula tem como funcao conectar o
meio extra celular e a membrana, funcionando como um "cimento flexivel"entre as células.
Em alguns casos tem a funcdo de "ancora'para proteinas extracelulares [6].

3Fluido presente entre as articulacoes.
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Dominio Dominio
adesivo adesivo
) ()
A _/
~

Dominio altamente ramificado
Figura 1.1: Cadeia ramificada imitando a proteina lubricina. (Figura adaptada de |7])

A resiliéncia e flexibilidade do tecido cartilaginoso pode ser atribuida principal-
mente a proteinas do tipo proteoglicanos. O meio que envolve as células nesse tecido
contém uma enorme quantidade de proteoglicanos que formam uma matriz gelatinosa na
qual se incorporam as fibrilas de coldgeno e a elastina [6].

Outro exemplo de polimeros altamente ramificados sdo os neurofilamentos, pre-
sentes em células nervosas, também chamadas de axdnios. Os neurofilamentos sao clas-
sificados como estruturas denominadas filamentos intermediarios (FI), estes tltimos se
originam a partir da associacdo de varias proteinas e sdo responsaveis por manter a esta-
bilidade estrutural das células e prover resisténcia a tensao externa, formando um tipo de
rede no meio intracelular [6]. Cada tipo de célula possui filamentos intermedidrios cons-
tituidos por proteinas especificas e em quantidades que diferem entre células. No caso
dos neuronios, 85% das proteinas intracelulares sdo constituintes dos neurofilamentos, en-
quanto que em outras células apenas 1% do total de proteinas é dedicado aos filamentos
intermedidrios [8]. Essa abundéancia de neurofilamentos é certamente um indicio de sua
importancia e motivagao para seu estudo.

Doengas genéticas relacionadas com neurofilamentos podem advir da desorganiza-
¢ao destes, que entao, nao seriam capazes de intermediar o transporte de componentes
importantes através dos axénios. O acimulo anormal e ma organizagao de neurofilamen-
tos é uma caracteristica dos axonios em portadores de doencas neuro-motoras como a
esclerose lateral amiotréfica (ELA), atrofia muscular espinhal infantil e neuropatia senso-
rial motora hereditaria [8]. Algumas propriedades fisicas de neurofilamentos em funcao da
salinidade do meio e das caracteristicas das cadeias laterais tém sido estudadas e os resul-
tados ainda remetem a um desafio para a elaboragao de modelos e teorias para polimeros
de cadeia ramificada [18}/19).

Diante desta motivagao para estudar os polimeros de cadeia ramificada, neste tra-
balho foi construido um diagrama de fases para um polimero ramificado em condigoes
fisiologicas, cujo resultado se encontra no capitulo [d] estabelecendo uma relagao entre a
densidades de cadeias laterais e a condensacao desse tipo de polimero por deplecao, o que
propicia uma ideia sobre as condig¢oes em que esse tipo de polimero se encontra em uma
solucao estavel.



Capitulo 2

Polimeros

O estudo da fisica de polimeros é motivado principalmente por sua abundancia em
nosso cotidiano, pois podemos encontra-los desde sistemas bioldgicos até em aplicacoes
na industria, por exemplo plasticos, impermeabilizantes e lubrificantes. A humanidade
fez uso de polimeros naturais, como a seda, o latex e o amido, por séculos sem sequer
saber que estavam lidando com macromoléculas |20], espera-se que a compreensao destes
componentes nos permita manipula-los da melhor forma possivel.

Essencialmente, um polimero é uma grande molécula formada por muitas subu-
nidades, chamadas mondémeros, que se ligam através de reagdes quimicas. Diz-se das
subunidades que sao moléculas mais simples, pois geralmente apresentam um peso mole-
cular muito inferior ao do polimero como um todo. A molécula de DNA, por exemplo, é
um polimero muito grande, constituido por mais de 107 subunidades [21].

2.1 Breve histérico da fisica de polimeros

Hermann Staudinger, foi o responsavel por apresentar a atual definicdo de po-
limero, ao publicar em 1920 um trabalho no qual propds que polimeros seriam longas
cadeias formadas pela juncao de repetidas unidades menores, o que resultava em mo-
léculas de elevado peso molecular [22]. Em 1933 Staudinger usou pela primeira vez a
palavra macromolécula para se referir a um polimero de alto peso molecular. Na época
ele estudava a viscosidade de solugoes de macromoléculas e associou o comportamento
dessas moléculas em solugdo ao comportamento de coloides, acreditando que a formagao
de micelas, ou seja, o agregado de algumas macromoléculas, na forma de uma particula,
seria 0 motivo para o aumento da viscosidade [23].

Thomas Graham em 1861 usou pela primeira vez a palavra coloide, enquanto
estudava a viscosidade de substancias como o albumina, dextrina e amido. Graham criou
o termo coloidal acreditando que denominava um estado fisico da matéria, em que as
moléculas se agregavam em micelas, que se mantinham em suspensao no solvente como se
nao interagissem quimicamente com este, sendo que os agregados se mantinham unidos
por algum tipo de forca “fragil” [24] (em sua descricdo aparentemente nao se tratavam
de ligagoes covalentes). A ideia da dispersao coloidal como um estado fisico da matéria
nao se sustentou, pois em alguns casos, inicialmente classificados como solugao coloidal,
as moléculas somente se separam do agregado, sob processos que nao caracterizam uma
mudangas de estado fisico [25].

A palavra coloide foi usada por algum tempo para denominar aglomerados de
moléculas, sem se fazer distingdo entre moléculas unidas por ligacoes covalentes, por
exemplo na forma de polimeros, e moléculas mantidas juntas por interagoes nao covalentes,
na forma de micelas [25]. Atualmente essa terminologia tem sido aplicada de forma
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mais geral a particulas, ou macromoléculas, que compartilham propriedades fisicas em
fun¢do das dimensdes caracteristicas que variam de alguns nandometros (1072 m) até alguns
micrometros (107% m).

Nos anos que se seguiram ao trabalho de Staudinger (1920), a fisica de polimeros,
também chamada de fisica estatistica de macromoléculas, tomou forma como um ramo
da ciéncia. Um marco para as teorias e modelos que se sucederam foi a observagao do
fendmeno de alta elasticidade, caracteristica de macromoléculas semelhantes a borracha.
Observou-se que ao se distender uma amostra desses polimeros as cadeias passavam da
conformagao contorcida (ou coil)ﬂ para a conformacao estirada. Existem diversas formas
de se dispor as moléculas contorcidas enquanto que a forma estirada é unica, logo, o
processo de esticad-las implicaria em uma diminui¢ao na entropia do sistema e um conse-
quente aumento da energia livre. A partir dessa observagao os cientistas envolvidos nos
experimentos (W. Kuhn, E. Guth e G. Mark) se deram conta de que a estatistica da
conformacao das macromoléculas, seria capaz de determinar as propriedades fisicas dos
materiais de origem polimérica [3].

Nas décadas que se seguiram a estatistica das macromoléculas, ou fisica de poli-
meros, recebeu massiva contribuicao de nomes como P. J. Flory nos Estados Unidos da
América, M. V. Volkenstein e I. M. Lifshitz na antiga Unido soviética, S. F. Edwards
no Reino Unido e P. G. de Gennes na Franga. Em 1953 com a descoberta da estrutura
de dupla hélice da molécula de DNA, por James Watson e Francis Crick, foi dado um
impulso ainda maior ao estudo das conformagoes de macromoléculas [3].

2.2 Tipos de cadeias

A acdo de construir um polimero é chamada polimerizacao. Para se polimerizar
uma cadeia é preciso que os monodmeros tenham pelo menos dois sitios de ligacao. O sitio
de ligacao ¢ o grupo funcional da molécula que tem disponibilidade para se ligar a outras
moléculas [3]. A figura [2.1}a) representa um mondmero A com dois sitios de ligacdo e
b) representa um monomero com trés sitios de ligacao.

a) mondmero b)
. 3 sitios de ligacéo
AT [T
\, 2 sitios de )/ \ |
ligacéo ——A
mondmero

¢)
—A—~A—~A—A—. . . —A—=|—~A—

d)
A— |+ |—A—]| = |—a—

n m n+m

Figura 2.1: Representagio de sitios de ligagdo em um monomero e as formas de polimerizagao
de uma cadeia.

LA palavra coil remete & configuracdo de um pedaco de barbante deixado cair sobre uma mesa.
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As cadeias poliméricas podem se formar de duas formas: pela adigdo consecutiva
de mondmeros, (modelo na figuraf2.1}¢)), ou pela fusdo de cadeias com valéncias livres nas
extremidades, (modelo na figura d)) As cadeias param de crescer depois da adicao de
um mondmero monovalente, ou seja com um unico sitio de ligacdo, ou pelo esgotamento
de mondmeros disponiveis na solugao [3]. O grau de polimerizagao, n, quantifica o nimero
de monomeros em uma cadeia e é um fator que influi em importantes propriedades dos
polimeros [20].

Os chamados heteropolimeros, sao polimeros provenientes da combinacao de dife-
rentes tipos de mondmeros em uma unica cadeia. As propriedades dos heteropolimeros
podem depender da proporcao de cada monémero e da sequéncia em que esses mondémeros
estao alocados ao longo da cadeia. A grande maioria dos biopolimeros sao heteropolime-
ros, por exemplo as proteinas [20]. (Ao longo desta dissertagao nao se faz essa distingao
de terminologia).

Algumas propriedades de materiais poliméricos (ou solugoes de polimeros) sdo
provenientes da arquitetura do polimero [20]. Podemos destacar algumas arquiteturas
possiveis para as cadeias poliméricas: lineares, figura a), que se dao pela associacao de
mondmeros que apresentam um ou dois sitios de ligagao, cadeias com ligacoes cruzadas

(cross-links) 2.2}b) e cadeias ramificadas, figura [2.2}c).

a) b)

Figura 2.2: a) Cadeia linear, b) cadeia com ligagoes cruzadas, ou cross-links, destacadas em
vermelho, e c¢) cadeia ramificada.

Polimeros que apresentam conexoes entre seguimentos da cadeia, chamadas cross-
links, como o representado na figura b), podem se originar a partir de um monomero
com mais de dois sitios de ligacdo em um seguimento da cadeia que portanto, pode se
ligar a outro seguimento da mesma cadeia ou a uma cadeia proxima [3].

Muitas conexoes entre cadeias geram um tipo de macromolécula que pode ser cha-
mada rede polimérica, apresentando especificidades bastante interessantes. Por exemplo,
um alto grau de ligagoes cruzadas entre os polimeros em uma solugao pode levar a solidifi-
cacao dessa solugdo, ou a constituicdo de um gel. Ao se preparar uma gelatina em casa, o
que propicia a mudanca do liquido aquecido para um sélido gelatinoso ¢ a intensa conexao
entre as cadeias poliméricas das fibrilas de coldgeno que se estabelecem na solucao apos
a diminui¢do da temperatura [20].
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2.2.1 Polimeros de cadeia ramificada

Os polimeros ramificados, que sao objeto de interesse neste trabalho, podem se
manifestar de diversas formas, principalmente em funcao das muitas possiveis associagoes
de mondémeros que disponibilizam trés ou mais sitios de ligagao. Inicialmente as cadeias
ramificadas podem ser classificadas como tipo pente - comb-like, tipo estrela - star-like e
randomicamente ramificada [3]. Esses tipos de polimeros estdo esquematizados na figura
2.0l

a) b)

Figura 2.3: a) Polimero tipo pente, b) polimero tipo estrela e c) cadeia randomicamente rami-
ficada.

Uma propriedade interessante dos polimeros de cadeia ramificada é que estes apre-
sentam um tamanho médio menor que cadeias lineares com o mesmo grau de polimeri-
zagao. Pode se esperar a partir dessa caracteristica que os efeitos de exclusao de volume
em cadeias ramificadas sejam mais fortes que em cadeias lineares [3].

Se for possivel determinar uma cadeia a partir da qual as ramificagoes despontam,
esta serd chamada cadeia principal, ou coluna do polimero ramificado [20], a cadeia repre-
sentada em vermelho na figura 2.3}a) seria considerada a coluna desse polimero. Em uma
cadeia randomicamente ramificada é menos provavel que se faca essa identificagdo, en-
quanto em um polimero tipo pente, ou tipo escova, a cadeia principal é bem determinada.
O ato de acondicionar uma cadeia lateral a cadeia principal é geralmente denominado
enxerto.

A defini¢do de um polimero altamente ramificado se deve ao fato de que as cadeias
laterais sao enxertadas ao longo da cadeia principal relativamente proximas umas das
outras, isso quando essa distancia é comparada ao tamanho total do polimero. Nessa
conformacao os polimeros apresentam propriedades diferentes de polimeros fracamente
ramificados [26]. Por exemplo, polimeros altamente ramificados possibilitam o estiramento
da cadeia principal somente com base nas interac¢oes de exclusao de volume entre as cadeias
laterais densamente enxertadas [15]. Um polimero de cadeia altamente ramificada em sua
configuracao tridimensional se assemelha a uma escova cilindrica, por esse motivo podem
ser chamados de “bottle brushes” moleculares, a figura representa um polimero do tipo
“bottle brush”.
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RO
R

Figura 2.4: Configuracdo de um polimero com a cadeia altamente ramificada.

2.3 Polimeros em solucao

Solugoes de polimeros podem ser encontradas em dois regimes, sao eles: diluido
e semi-diluido. Para categorizar uma solugao polimérica em um desses regimes ¢ preciso
analisar a concentracao em massa do polimero ¢, dada pela razao entre a massa total de
polimero em solugdo e o volume da solucao [20].

Uma alternativa a medida da concentracao é definir a fragdo do volume ¢, obtida
pela razao entre o volume ocupado pelo polimero e o volume da solugao, que pode ser
dada também em termos da porcentagem em massa w. E possivel ainda relacionar a
fracdo do volume e a concentracao com a densidade do polimero, p, da seguinte forma:

/U’ITLO’N,N

5 c
p ¢ Mmon ’
onde N é o nimero de Avogadro, v,,0, ¢ 0 volume e M,,,, é a massa molar do mondémero
[20].

A extensao que uma tnica molécula ocupa no volume da solucao é o que chamamos
de volume preenchido, V. Observando a figura [2.5] é possivel ter uma ideia do volume
preenchido pelas moléculas representado por circunferéncias em torno das cadeias. O
volume preenchido por uma cadeia do polimero em soluc¢ao é maior que o volume ocupado
de fato pela cadeia polimérica [20].

O volume real de uma cadeia com n monémeros é dado por nv,.,. A fracdo
ocupada por uma Unica molécula no volume preenchido é chamado fracao de sobreposicao,
ou overlap ¢*, equagao e a concentragao correspondente ¢ chamada concentragao de
sobreposicao ¢*, equacao , [20].

(2.1)

_ NUmon

= (2.2)
¢t = pm;wn (2.3)

Para uma solugdo em que a fragdo do volume de polimero é menor que a fragao
de sobreposicao (¢ < ¢*), diz-se que esta se encontra em regime diluido, figura a),
as cadeias estao longe umas das outras e as moléculas do polimero se movem livremente
pelo solvente, de forma que praticamente nao interagem. A maioria das propriedades de
solugdes de polimeros diluidas sdo parecidas com as propriedades do solvente [20].

Em uma solugao em que a fragao do volume de polimero ¢é igual a fragao de sobre-
posicao (¢ = ¢*), o volume preenchido (V), pelo total de cadeias ocupa toda a extensao
da solugdo [20], situagdo representada na figura [2.5}b).
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Figura 2.5: Possiveis regimes de solugoes de polimeros: a) diluido ¢ < ¢*. b) sobreposigao -
¢ = ¢*. c) semi-diluido ¢ > ¢*. Figura adaptada de [20]

Para solugoes em que a fragado do volume de polimero é maior que a fracao de sobre-
posicao (¢ > ¢*), a solugao é dita semi-diluida, nessas condigdes as cadeias se encontram
menos contorcidas e se superpoem, com isso o solvente ocupa a maior parte do volume da
solucao. No entanto as moléculas do polimero sao responsaveis por ditar a maior parte
das propriedades fisicas das solugbes semi-diluidas, por exemplo a viscosidade [20].

O volume preenchido por uma cadeia (V) pode mudar em fungao da concentragao
de polimero, pois o tamanha da cadeia dispersa na solu¢ao deve mudar, essa recorréncia
pode fazer com que as defini¢coes dadas para V, e consequentemente para ¢*, parecam
vagas, no entanto esta se faz necessaria ja que a sobreposi¢ao de cadeias ocorre para uma
gama de concentragoes, em funcao de outros pardmetros da solugao [20].

Como dito anteriormente, uma cadeia ramificada define um volume preenchido
menor que uma cadeia linear de mesmo peso molecular, portanto a fracdo de sobreposicao
para o polimero ramificado é maior que a fracao de sobreposicao para a cadeia linear
(0 )ramificado > (@ )iinear- Uma consequéncia dessa propriedade no presente trabalho
¢ que de acordo com que os polimeros ramificados sao montados, ou seja, o complexo
DNA+Ss07d-C8 vai se formando, as macromoléculas resultantes interagem menos entre
elas, efetivando a atuagdo do polimero neutro como agente depletante.

Uma cadeia polimérica em solucao adquire uma conformagao tridimensional que
pode ser caracterizada pela distancia quadratica média entre suas extremidades, ou dis-
tancia ponta-a-ponta quadratica média , R,.., representado na figura 2.6, pelo raio de giro
da cadeia R, representado na figura , e pelo comprimento de persisténcia da cadeia,
L. )

E possivel obter um valor para a distancia ponta-a-ponta quadratica média de um
polimero R.., em funcdo das posi¢des do monoémero inicial (r() e final r} E|:

R.. = \/< (ry —7r9)% >. (2.4)

O raio de giro de um polimero em solucao R, figura 7 consiste em uma abstracao,

caso tivesse a forma de uma esfera o polimero ocuparia um volume igual a %W(Rg>2.

Podemos equacionar o raio de giro do polimero em funcao da posicao de seu centro
geométrico 7, da seguinte formaﬂ:

2ROCHA, M. S. Introducédo & mecanica de polimeros. In: ROCHA, M. S. Interacdes DN A-ligantes:
uma introdugdo. Vigcosa, MG, 2014. Nao publicado
2Idem.
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Monbémero

\J

Figura 2.6: Em vermelho o vetor que representa a distancia ponta-a-ponta de um polimero.
Em destaque um mondmero, a subunidade constituinte de um polimero.

[

Figura 2.7: A seta em vermelho representa o raio de giro de um polimero. A linha em azul é
uma representacao em linha do polimero.

R, — \/% /OL (7 — )2l (2.5)

onde 7 é o vetor que localiza cada ponto na linha que representa o polimero, (isso é
uma idealiza¢do no espago continuo que remete a cada monémero do polimero real). O
comprimento total da cadeia polimérica estirada é chamado comprimento de contorno L
e dl é um elemento de comprimento ao longo da cadeia polimérica. A definigdo para o
centro geométrico ¢ dada p01E|,

R
Ty = Z/o rdl. (2.6)

A propriedade que caracteriza a flexibilidade, ou rigidez, de um polimero é seu
comprimento de persisténcia,l,. Quanto maior seu comprimento de persisténcia menor
sua flexibilidade e vice-versa. Essa propriedade é funcao da quantidade de dobras que

2ROCHA, M. S. Introducdo & mecanica de polimeros. In: ROCHA, M. S. Interacdes DN A-ligantes:
uma introdugdo. Vigosa, MG, 2014. Nao publicado
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possui o polimero. Em geral, a ligacao entre dois monémeros permite que se movimentem
em relacdo um ao outro. A variacao do adngulo de torcao, ¢, entre os monoémeros concede
a caracteristica de flexibilidade ao polimero. Para ter uma ideia do adngulo de torgao,
imagine que se o angulo ¢ for nulo para todos os mondmeros, a cadeia estaria em um
mesmo plano. Além do angulo de torcao, é preciso se considerar o angulo de ligagao,
0, entre os atomos que constituem cada mondémero da macromolécula. Se o dngulo de
ligacao, 6 é fixo e o 4ngulo de torgao é nulo, a cadeia se encontra totalmente estirada [20].

Os possiveis angulos de torgao e de ligagdo sao determinados pela estrutura quimica
dos polimeros. Alguns polimeros, por exemplo o polietilenoglicol, sdo altamente flexiveis,
isso significa que o polimero é flexivel mesmo em pequenas escalas de comprimento, ou
seja a movimentacao entre os monomeros é facilitada, tanto § quanto ¢ assumem valores
muito maiores que a unidade [20].

Outros sao considerados semi-flexiveis, isso quer dizer que o polimero tem grande
limitacao de movimento em pequenas escalas. O movimento relativo entre os monémeros
adjacentes é pequeno, mas quando observado em grandes escalas de comprimento o po-
limero apresenta flexibilidade. Os angulos de ligagao 6, assumem valores menores que a
unidade para um polimero semi-flexivel.

A dupla hélice de DNA, por exemplo, é considerada um polimero semi-flexivel.
Para se ter uma ideia das escalas de comprimento em questao: o comprimento de per-
sisténcia, [,, da dupla hélice do DNA ¢ aproximadamente 50nm, [20], enquanto o espa-
¢amento entre monomeros é 0,34nm. Ou seja, seria preciso olhar uma sequéncia de pelo
menos 150 pares de base na dupla fita de DNA para se perceber uma dobra na molécula.

2.3.1 Interagoes entre polimeros

Ao considerarmos as interacao entre coldides, ou polimeros, em solucao, entende-se
que forgas ionicas e de Van der Waals, além da forca de deplecao, atuam entre as particulas
em solucao. A forca idnica, ou interacao eletrostitica, depende nao s6 da carga efetiva
das particulas em suspensao mas também da existéncia de ions dispersos na solucao. Essa
interagao é mediada pelo potencial eletrostatico (W,;) que decai exponencialmente com
o afastamento entre os objetos carregados, para uma solucdo em que ions se encontram
dispersos esse potencial é repulsivo. A interacio eletrostatica é bem conhecida e existem
varios modelos para estudar polieletrolitos em solugdo, uma vasta complementagao tedrica
a respeito de polieletrélitos pode ser encontrada em Polyelectrolytes [27).

Para uma grande aproximagao entre as macromoléculas se manifestam forcas de
Van der Waals, a atragao devido a esta interacao é muito forte para distancias de separagao
muito pequenas. O potencial W4, que media a interagao, se deve a oscilagao cooperativa
entre as nuvens eletrénicas dos dtomos quando as moléculas estdo muito préximas [11].

Na década de 40, a teoria DLVO definiu um potencial total para a interacao entre
coloides. Proposta simultaneamente por Derjaguin e Landau, na antiga USSR, e Verwey
e Overbeek, na Holanda, a teoria adota a aditividade dos potenciais estabelecidos para
as forcas i6nicas e de Van der Waals:

Wprvo = We + Weaw. (2.7)

Dessa expressao é possivel inferir que o comportamento de fase das dispersoes coloidais
advém da concorréncia entre as interagoes eletrostaticas repulsivas de longo alcance e as
interacoes atrativas de curto alcance de van der Waals. Havendo uma estabilidade no
potencial total, isto é, um equilibrio entre as interagoes eletrostaticas e de van der Waals,
a dispersao se mantém [11].

12
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O excesso de fons em solugao, por exemplo, ocasiona uma blindagem na repulsao
eletrostatica e as moléculas podem se agregar, formando-se condensados que caracterizam
a existéncia de duas fases na solugao. Contudo a teoria DLVO nao explica todas as
situagoes de condensacao, como ocorre por exemplo com a molécula de DNA em células
procariotas e, em maior escala, a forma como as células vermelhas do sangue de um
paciente enfermo coalescem [11], para estes sistemas a forca de deplecao é capaz de fornecer
uma explicagdo. Bostrom et al. (2001) [28], afirma que para condigoes fisiolégicas a teoria
DLVO, sem as devidas complementagoes, ¢é falha.

2.4 Proteinas

As proteinas s@o polimeros (heteropolimeros) cujos monoémeros constituintes sao
aminoacidos, que por sua vez sdo pequenas moléculas organicas. Cada aminoacido apre-
senta em sua estrutura um carbono a, um atomo de hidrogénio (H), um grupo amino,
um grupo carboxil e finalmente um radical (R). O radical é a porcao que difere os tipos
aminodcidos, (algumas vezes o radical pode ser chamado de cadeia lateral do aminodcido).
Existem 20 aminoacidos, ou seja 20 possiveis subunidades, para se construir as proteinas
(existem outros 40 aminodcidos na natureza que em geral ndo aparecem na constitui¢ao
funcional das proteinas) [6].

Ao se polimerizar aminodcidos o carbono (C) de um grupo carboxil se liga co-
valentemente ao nitrogénio (N) do grupo amina no aminodcido seguinte, liberando uma
molécula de dgua, a ligagdo covalente C-N é conhecida como ligagdo peptidica, por esse
motivo as proteinas também sdo chamadas peptideo, ou ainda polipeptideo. A sequéncia
especifica de aminoacidos que configura uma proteina da-se o nome de estrutura prima-
ria [6].

O resultado das interagdes entre os mondémeros em polimeros biolégicos é que estes
adquirem uma conformacao tridimensional caracteristica, tal que essas macromoléculas
mantém seu raio de giro, (R,), e distdncia ponta a ponta, R.., aproximadamente cons-
tantes (existe uma flutuagao persistente nas posigoes dos monémeros devido aos choques
com moléculas do solvente, por esse motivo as grandezas relevantes devem ser definidas
em termos de médias). Para que uma proteina seja capaz de exercer sua atividade biold-
gica, ou seja, se torne funcional, a cadeia linear (ou possivelmente as cadeias), deve estar
arranjada em um forma tridimensional precisa, tnica, predeterminada para assumir um
papel especifico [6].

Para as macromoléculas bioldgicas, por exemplo as proteinas, diz-se que sua con-
formagao funcional (ou forma nativa) em uma solugao fisiologica se mantém estavel. Isto
significa dizer que em uma solugdo onde a forga i6nica, pH e temperatura (T) se mantém
dentro de uma faixa, que é caracteristica para cada proteina, no interior de uma célula
por exemplo, as posi¢oes dos aminodcidos que constituem essa macromolécula (princi-
palmente em relagao a posicao de suas cadeias laterais) sao mantidas aproximadamente
constantes [6].

Quando ocorre interacdo entre aminoacidos nao adjacentes na cadeia linear de
um peptideo originam-se as chamadas estruturas secundarias que podem se apresentar
como hélices, chamadas a-hélices ou como associacdes coplanares entre seguimentos do
polimero, denominadas folhas-3. Por exemplo leucina, metionina e glutamato sdo ami-
noacidos comumente encontrados em estruturas do tipo a-hélices [6].

As interacoes de van de Waals, interacoes hidrofébicas e eletrostaticas, mas princi-
palmente as ligacoes de hidrogénio, sao responsaveis por estabilizar a estrutura das protei-
nas, atuando entre partes de uma mesma cadeia e mantendo uma ordenacao local, ou seja,
a organizacao de uma dada porgao do polimero em forma de folhas- ou a-hélices, (em al-
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2 Polimeros

gumas situacgoes ligacoes covalentes podem unir dois seguimentos do polimero - pontes de
dissulfeto). A interacao entre duas estruturas secundérias (por exemplo, duas a-hélices),
permitindo que estas permanecam juntas, da origem a chamada estrutura terciaria, que
é basicamente um grau de organizacao mais global envolvendo partes do polimero ou o
polimero como um todo. Diz-se que a proteina encontra-se desnaturada no caso de ter
perdido a sua forma funcional, que pode ocorrer caso as estruturas secundarias e terciarias
sejam desfeitas [6].
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Capitulo 3
Forca de deplecao

Primeiramente estudada por Sho Asakura e Fumio Oosawa em 1954, a interacao
entre corpos imersos em solucgoes de macromoléculas, conhecida como interagao de deple-
¢ao, exprime o efeito entropico experimentado por estes corpos em fungao da exclusao de
volume que sofre a solugdo de macromoléculas [29).

De um ponto de vista da fisica mais fundamental, pode se dizer que a forca de
deplecao que atua entre corpusculos que se encontram dispersos em solucoes poliméricas
(ou em meio a pequenas particulas), é uma forca ocasionada pela pressao da solugdo,
portanto possui caracteristicas em comum com outros sistemas [11]. Antes de explicitar
as caracteristicas e efeitos da interagdo de deplecao observemos no experimento de Von
Guericke, um exemplo classico da for¢a em funcao da pressao exercida pelo meio.

O experimento de Von Guericke

Para exprimir sua visdao a respeito do vacuo, em 1657 Otto Von Guericke
juntou dois hemisférios ocos feitos de cobre, e retirou o ar de seu interior
originando entre eles um vacuo parcial. Os hemisférios foram preparados
para serem puxados por cavalos com a intencao de separa-los. Apesar de
exercerem grande forca sobre os hemisférios, os cavalos nao foram capazes
de separa-los. Ha alguma forga atuando sobre os hemisférios que os mantém
unidos, embora nada exista entre eles. O experimento de Von Guericke
mostrou que as as moléculas de ar em torno dos hemisférios os empurra-
vam de alguma forma contra a forca exercida pelos cavalos, atualmente
atribuimos esse efeito 4 pressao atmosférica. A pressao osmotica em uma
solugao ¢é capaz de desempenhar um papel semelhante a pressao atmosférica
neste experimento. (Adaptado de Colloids and the Depletion Interaction, [11]).

3.1 Interacao entre particulas e macromoléculas em
solucao

Consideremos duas placas paralelas imersas em uma solucao de macromoléculas,
Asakura e Oosawa [29], definiram que para a situacdao em que a distancia, h, entre estas
placas se faz menor que o didmetro, d, das moléculas em solugdo, nenhuma destas pode
permear a regiao entre as placas. Com isso passa a existir entre as placas uma fase de
solvente puro, enquanto a solucao ao redor das placas esta permeada por macromoléculas.

Estabelece-se entao uma diferenca de pressao entre a regiao que entremeia as duas
placas e seu entorno. Portanto passa a atuar de fora pra dentro na superficie de cada placa,
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3 Forga de deplecao

uma forga associada a diferenca entre a pressao osmética da solugao de macromoléculas,
Iy, e a pressao osmoética do solvente puro, II;.

Sob a luz desse raciocinio, Asakura e Oosawa definiram que a forca, F, atuando
entre duas particulas imersas em uma solugdo de macromoléculas, (de uma tnica espécie
e consideravelmente diluida) pode ser obtida da seguinte forma:

oln@)
F=KTN 1
—v(z,h)
= —%T 3.2
Q= [ i, (32)

onde N denota o nimero total de macromoléculas do soluto, k é a constante de Boltzmann
e T é a temperatura da solugao. V é o volume total da solugao e v(z,h) é a energia potencial
de uma macromolécula posicionada em z em virtude de sua interagdo com as particulas
em suspensao, quando estas estao separadas por uma distancia h [29].

3.1.1 Interacao entre particulas esféricas e macromoléculas em
solucao

Para se aplicar a teoria a um sistema real, fazendo a consideragao mais simples
possivel, idealizemos uma dispersao de particulas esféricas, impenetraveis, cujo didmetro é
D, (esferas maiores representadas na figura em uma solucao de macromoléculas, que
em solugdo assumem uma conformacao aproximadamente esférica, representadas pelas
esferas menores na figura 3.1, com didmetro d.

Figura 3.1: A regido depletora é delimitada pela linha pontilhada. As setas na cor laranja
indicam a atuacgao da pressao osmética sobre as particulas maiores.

A maioria das suspensoes coloidais consiste em uma mistura de particulas que
podem ser consideradas rigidas, entre as quais a interagdo de exclusao de volume, ou
repulsao estérica, é bastante relevante. Isto quer dizer simplesmente que duas particulas
nao ocupam o mesmo lugar simultaneamente |10].

Caso as particulas esféricas em suspensao nao interajam com as macromoléculas,
a funcdo Q na equagao 3.2 deve ser interpretada simplesmente como o volume disponivel
para cada macromolécula se mover livremente pela solu¢ao. Portanto, é possivel obter-se
Q subtraindo do volume total da solugdo o volume em que as macromoléculas ndo podem
adentrar impedidas pelas particulas maiores [30].
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3 Forga de deplecao

-

E preciso considerar aqui a exclusao de todas as configuragoes para as macromo-
léculas que as levariam a adentrar a regiao delimitada pelas particulas maiores, efeito
de exclusao de volume, também chamada repulsao estérica. Devido a essa exclusao de
configuragoes a probabilidade de encontrar macromoléculas em torno das particulas é
menor, dando origem ao que se denomina camada de deplegao (ou regido depletora) em
volta das particulas. Esta limitacdo para a configuracao das macromoléculas implica uma
diminuigao na entropia [11].

Veja na figura 3.1 a representacao da regiao depletora delimitada pela linha pon-
tilhada em torno das particulas maiores, em uma solu¢ao de macromoléculas aproxima-
damente esféricas e menores. A pressao osmotica da solucdo de macromoléculas tende
a aproximar duas regioes depletoras expulsando as macromoléculas da regiao entre as
particulas maiores.

Figura 3.2: Representagao das dimensoes relevantes para a interagao de deplecao.

Em geral a espessura ¢ da regido depletora, representada na figura [3.2] deve ser
definida para cada sistema considerando-se a flexibilidade da macromolécula e a rigidez da
particula, assim como suas respectivas dimensoes. No caso mais simples, aqui considerado,
a espessura da regidao depletora ¢é igual ao raio das particulas menores: § = % [11].

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

A pressao osmotica devido a solugao de macromoléculas atua igualmente sobre a
superficie das particulas, com excecdo de uma area A na regiao entre as duas particulas,
que esta em contato apenas com o solvente puro. Nesse caso obtemos a seguinte equacao
para a forca de deplecao que atua sobre cada particula esférica:

F = —TlyA, (3.3)

A=Z[(D+d)?*—-h*, D<h<D+d
(3.4)
A=0, h>D+d.
A corresponde a area de segao circular que corta o volume de sobreposigao V;, exatamente
no meio da distancia entre as duas particulas g, Iy é a pressao osmotica ideal da solugao
de macromoléculas, ou corpo da solugao [30].
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3 Forga de deplecao

O potencial devido a essa for¢a F' pode entao ser escrito da seguinte forma:

W (h) = ~TgVip, (3.5)

ou entao em termos das distancias relevantes,

W(h) = —Ho%P(D +d)? —3h(D+d)?+h’, D<h<D+d
(3.6)

W (h) =0, h>D+d.

Da expressdo para o potencial de interagdo W(h), obtém-se a confirmagio de que
a forga é atrativa, cujo alcance é igual a d, ou seja, 2J, e nesse caso portanto, as esferas
tendem a se aproximar |11].

3.2 Efeitos de forma em interacoes de deplecao

A interacao de deplecao depende do volume de sobreposi¢do, que por sua vez
depende da regiao depletora definida em torno das particulas, que se define em funcao
de caracteristicas mecanicas das macromoléculas depletantes, como flexibilidade e raio de
giro.

A flexibilidade e as interacoes entre seguimentos afastados de uma cadeia poli-
mérica definem a forma das macromoléculas interagentes em solucao, tanto depletadas
quanto depletantes. A concentracdo do agente depletante também é um fator que influ-
encia a interacao, através da pressao osmotica da solugao. No entanto para uma dada
concentracao do agente depletante a forca de deplecao depende apenas do volume de
sobreposicao [11].

O alcance da forga e o potencial de deplecao experimentam um aumento de acordo
com que se aumenta a assimetria entre os constituintes da solugao [30], pois o volume
de sobreposicao, V;,, depende do tamanho e formato dos coldides em suspensao. Para
cada formato geométrico dos corpusculos interagentes o potencial de deplecao assume
uma forma diferente, embora dependa sempre da pressao osmotica da solugao, II;. O
livro Colloids and the Depletion Interaction, [11], apresenta os célculos para o poten-
cial de deplecao que atua em dispersoes coloidais para algumas geometrias de particulas
interagentes.

Como dito anteriormente, a rigidez das particulas dd origem a regidao depletora
que implica uma diminui¢do na entropia, S, das macromoléculas. Sob o ponto de vista
entrépico (vamos desconsiderar por hora as demais interagoes possiveis entre particulas),
o comportamento de fase de uma suspensao coloidal é obtido maximizando-se a entropia,
0 que ird minimizar a energia livre /= U - TS. A energia de interacdo, U, é nula para as
particulas consideradas nesse caso |10].

O volume livre de uma suspensao composta por uma mistura de macromoléculas é
maximizado quando os componentes se separam. Isso ocasiona um aumento na entropia
translacional das macromoléculas, ao custo de uma diminui¢do na entropia da mistura
como um todo, podemos chamar esse fendmeno de ordenagao entropicamente dirigida [10].

Em uma mistura de componentes acentuadamente assimétricos portanto, a inte-
racao de deplecao é intensificada, tornando-se possivel separar particulas de diferentes
tamanhos e formatos [30], para uma certa concentra¢ao dos componentes nessa mistura.

A separacao dentre particulas esféricas e cilindricas induzida por polimeros esta
esquematizada na figura 3.3 nesse caso dizemos que os polimeros (curvas representadas
em preto na figura abaixo) sdo agentes depletados. A separacao é um fendmeno reversivel,
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3 Forga de deplecao

pois ocorre para algumas concentracoes do agente depletante, acima, ou abaixo, das quais
a mistura é mantida |11]. Esta caracteristica permite a elaboragdo de um diagrama de
fases para misturas coloidais.

/‘—
/®\ O @:'
\ @. @ Separa(;”g?6>

@\oo o0 o

Figura 3.3: As particulas de diferentes formatos sdo induzidas a se separar sob a influéncia de
polimeros, representados pelas curvas pretas. (Adaptado de )

A separagao de particulas coloidais em fungao de sua forma tem ganhado atencao
devido as varias aplicagoes nanotecnolégicas, como por exemplo em dispositivos éptico-
eletronicos, um vislumbre de tais aplicagoes e esclarecimentos sobre os procedimentos
experimentais podem ser encontrados em [11}[31}32].

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

Uma interessante possibilidade, a ser mais estudada, é que o meio intracelular, onde
existe uma grande diversidade de macromoléculas, seja regido por interagoes de deplecao,
juntamente com outras interagoes ja bastante conhecidas. Por exemplo, dentre toda sorte
de polimeros que existem no meio intracelular entidades com caracteristicas parecidas
tendem a se aproximar, enquanto ocorre a segregacao de corpusculos com caracteristicas
muito diferentes. Esta separacao da origem a uma questao bioldgica conhecida como mi-
crocompartimentalizacao celular que se refere a observacao de que as macromoléculas em
uma célula nao se distribuem uniformemente, mas tendem a se separar sem a necessidade
de qualquer membrana [10].

Uma manifestacao qualitativa dos efeitos de forma em interacoes de deplecao en-
tre coldides pode ser vista também em trabalhos experimentais como entre o virus
Mosaico do Tabaco (TMV) que pode ser aproximado por um cilindro, e a proteina BSA
(bovine serum albumin), que pode ser aproximada por uma pequena esfera. Neste traba-
lho fez-se a comparagao entre a condensagao pela BSA e a condensacao devido ao Polie-
tilenoglicol de peso molecular 100000g/mol (PEG 100000): para baixas concentragoes de
BSA os virus formam pequenos agregados com forma cilindrica, com um alinhamento bas-
tante organizado, (essa organizagio é caracteristica da atuagao da deplegao, pois significa
que mais espaco esta sendo disponibilizado para as moléculas depletadas ) Um au-
mento na concentracao dessa proteina faz com que os agregados percam a forma cilindrica
apresentando-se como glébulos em solugao, o que indica uma separagao de fases .

A interagao entre polimero neutro (PEG) e os virus leva a formagao de agrega-
dos, que em altas concentragoes de PEG 100000, apresentam uma organizagao estrutural
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3 Forga de deplecao

denominada fase nematica, basicamente, os virus que apresentam a forma de bastoes,
se alinham em uma mesma direcao. Para moléculas de PEG com massa molar inferior
a 100000 g/mol nao se observa essa organizagdo, nem mesmo a formacao de agregados
é pertinente. Elevando-se a massa molar do polimero a fase de agregados de virus se
apresenta completamente livre de moléculas do polimero, ou seja, o polimero neutro é
totalmente depletado da regido onde se encontram os virus [10] a a separacao de fases na
solugao é mais evidente.

Um outro exemplo da interagdo entre coldides em suspensao pode ser observado
na coalescéncia de células vermelhas do sangue, denominadas eritrdcitos, figura [3.4ta, que
pode ser explicada em termos da for¢a de deplecdo. No sangue de uma mulher gravida
ou de uma pessoa com doenga infecciosa grave, observa-se que a concentracao de certas
proteinas do plasmaﬂ aumenta consideravelmente [34], o que contribui para o aumento da
pressdo osmética do plasma onde os eritrécitos atuam como depletantes [30)].

A indicacao da atuacao da forca de deplecao deve-se principalmente & forma como
estas células se agregam, em uma estrutura bem organizada, conhecida como rouleaux
figura [3.4}b, onde as células que sdo aproximadamente pequenos discos se agrupam face
a face, o que aumenta o volume de sobreposigao, V;,, depletando quaisquer particulas da
regido que as entremeia [30].

Figura 3.4: a- Célula vermelha do sangue, ou eritrdcito e b- a formacao denominada rouleouz.
(Figura obtida em [35].)

Conhecer intimamente a interacdo que leva a agregagao de células sanguineas é
interessante principalmente porque a taxa de sedimentacao de eritrocitos é um processo
simples e rapido que pode ser usada como um indicador de doencas infecciosas [34], [36].

3.3 Interacao entre particulas carregadas e macromo-
léculas

Além do efeito de assimetria entre os componentes da solu¢do, um aumento consi-
deravel na forca de deplegdo ocorre se as moléculas interagentes possuirem cargas. Para
considerarmos a interagao de deplecao entre macromoléculas carregadas fagamos uma ana-
logia ao caso mais simples, particulas esféricas com diametro D, carregadas e mergulhadas
em uma solu¢do de macromoléculas, com didmetro d (d << D), também carregadas. A
pressao osmotica da solucao de macromoléculas carregadas II é maior que a pressao os-
moética para uma solugdo na mesma concentragao quando descarregada 11y [30].

A adicao de sal ocasiona uma blindagem das cargas efetivas nas entidades em solu-
¢a0, no entanto nao é capaz de igualar a situacao de neutralidade, por hora nao considere
a adicao de sal. Quaisquer duas particulas dispersas em uma solu¢do de macromoléculas,
ao se aproximarem por uma distancia menor ou igual a d, criam entre elas uma regiao
onde nao é permitido encontrar macromoléculas, regiao de deplecdo. A area de secao
transversal desta regido (A) a meia distancia entre as particulas (h/2) é dada por [30]:

1Solucdo na qual as células do sangue estdo suspensas.

20



3 Forga de deplecao

/

A 4#(2)2 — (D +d)? — h2), (3.7)

onde D’ ¢ o didmetro da area onde nao se encontram macromoléculas, no centro da regiao
de deplecao se estendendo em direcao & solugcdo de macromoléculas. A forca de deplecao
devido somente as macromoléculas é dada entao pela seguinte equacao,

F = —IIA, (3.8)

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

Alguns contra-ions podem ser encontrados na regiao delimitada pela area A, en-
quanto os outros dispersos na solucao tentam se aproximar dessa regiao e sao retirados
dai pela acao das macromoléculas, existe, portanto uma regido em torno da area A onde
contra-ions estao se movendo. Diminuindo-se a distancia h entre as particulas, D’ fica
maior, e a regiao onde se encontravam os contra-ions se dispoem entre as particulas,
fazendo com que uma pressao correspondente aos contra-ions comece a atuar sobre as
macromoléculas, na diregao da solugao [30].

Como nessa situagao as macromoléculas sofrem, além de uma limitacao de espago
ocasionada pelas particulas, uma contribuicao da pressao osmoética dos contra-ions proxi-
mos as particulas, o efeito resultante em aproxima-las, liberando espaco na soluc¢ao para
as macromoléculas, é intensificado.

Na auséncia de sal a quantidade de contra-ions é pequena e sua contribuicao para a
pressao osmotica também o é. A adicao de sal no entanto ocasiona um aumento relevante
na quantidade de contra-ions em solu¢ao que contribuem para um aumento na forca de
deplegao [30].
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Capitulo 4

Materiais e métodos

4.1 Complexo DNA+Sso7d-C8

O complexo DNA+Ss07d-C8 da origem a um polimero ramificado cuja cadeia prin-
cipal, ou coluna da estrutura, é uma molécula de DNA com trés mil pares de base (3kbp)
e as cadeias laterais sdo sequéncias de aminoécidos (C8) provenientes da proteina recom-
binante Sso7d-C8. Cada parte do complexo é descrita a seguir. A figura representa
um seguimento do polimero de cadeia ramificada resultante desse complexo.

A Fenda Menor

Cauda 88/ : = M

g N
i |
— N

Sso7d > = N’)

Figura 4.1: Representacdo de um seguimento da molécula de DNA, estrutura na cor preta,
recoberto pela proteina recombinante Sso7d-C8.

A proposta deste trabalho é o estudo da separacao de fases para este polimero de
cadeia ramificada. Os polimeros ramificados formam um condensado devido a forca de
deplecao estabelecida a custa de polimeros neutros e altamente flexiveis, utilizou-se para
tanto o polietilenoglicol (PEG) em dois pesos moleculares: PEG 8000 e PEG 20000g/mol.

O diagrama de fases foi construido como funcao da densidade de ramificacoes
enxertadas e a quantidade critica de PEG para qual se observa a separacao de fases entre
o polimero ramificado e a solucdo de PEG. A densidade de ramificagoes ¢ é o mesmo que
a proporc¢ao em cada amostra entre proteinas modificadas e pares de base da molécula de
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DNA:

concentracao de proteina recombinante
Q =

(pt/bp). (4.1)

A condensacao é verificada através da separacao entre a fase condensada e a solugao
restante, por meio de centrifugacao. Em posterior eletroforese das amostras defini-se a
quantidade critica de polietilenoglicol necesséaria para tanto, estes processos sao descritos
a seguir.

concentracao de pares de base

4.1.1 DNA

O DNA é uma cadeia polimérica onde cada unidade constituinte é um nucleosideo
monofosfatado, ou nucleotideo. A macromolécula de DNA naturalmente se apresenta
como uma dupla hélice, a qual nos referimos por dupla fita (dAsSDNA), que se forma a partir
da associacao complementar de duas fitas iinicas de DNA. Comumente identificamos cada
dois nucleotideos associados de forma complementar na dupla fita como par de base. Por
ser uma molécula carregada, apresentando duas cargas elementares a cada 0,34 nm na
dupla fita, a macromolécula de DNA é denominada polieletrolito [6].

Um nucleotideo é composto por um grupo fosfato, um agtcar (2-desoxirribose) e
uma base nitrogenada, como mostra a figura [£.2l A molécula de DNA apresenta quatro
possiveis bases nitrogenadas, duas bases purinas, adenina (A) e guanina (G) e duas bases
pirimidinas, timina (T) e citosina (C), estas bases sdo complementares e se associam por
meio de ligagdes de hidrogénio na dupla fita de DNA [5]. Veja uma representagdo da
associagdao das bases na figura [4.3|

Base
Acucar 0

?
_ — Grupo
O_IIJ_S Fosfato

O
Base

|
O=p=S"

Figura 4.2: Sequéncia de dois nucleotideos que sdo as subunidades, ou mondémeros em uma
cadeia de DNA. (Figura adaptada de [4].)

A cadeia do DNA ¢ feita adicionando-se um nucleotideo a outro pela ligacao fos-
fodiéster entre os carbonos 3’ do agticar de um nucleotideo ao fosfato ligado ao carbono
5" do préoximo nucleotideo, esta cadeia polinucleotidica constitui o que se denomina fita
simples, veja a figura [4.4]

O actucar e o grupo fosfato sao hidrofilicos, enquanto as bases nitrogenadas sao
hidrofébicas, e portanto, tendem a se manter proximas e em oposi¢ao a presenca de agua,
gracas a esta caracteristica e aos angulos especificos possiveis entre as ligacoes fosfodiéster
o resultados final estével ¢ uma molécula de DNA na forma de uma dupla hélice [37]. Esta
estrutura se sustenta em fungao das ligacoes de hidrogénio entre as bases complementares
em duas fitas adjacentes [5]
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Figura 4.3: Estruturas das quatro bases nitrogenadas existentes na molécula de DNA e suas
associagoes através de ligagoes de hidrogénio. (Figura adaptada de [5].)
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Figura 4.4: Ligacao fosfodiéster entre nucleotideos adjacentes. Figura retirada do livro DNA
Topology [5].

Embora altamente estavel a estrutura do DNA nao é singular, técnicas como di-
fracdo de raios-X em estudos da cristalinidade do DNA revelam que a dupla hélice pode
adotar uma variedade de conformagoes devido a variagdo em parametros especificos da
estrutura. Algumas dessas variacoes originam conformacgoes ja bastante estudadas, cha-
madas A, B e Z-DNA [5]. A figura [4.5| mostra estas trés estruturas mais conhecidas.

Por ser encontrada em maior quantidade no meio intracelular a conformacao B é
largamente estudada [5], o que nos motivou a utilizd-la neste trabalho. Os anéis das bases
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B-DNA Z-DNA
Figura 4.5: Conformacodes A, B e Z para a molécula de DNA. (Figura adaptada de )

nitrogenadas nessa conformacao sdo perpendiculares ao eixo da dupla hélice e a cada
volta em torno desse eixo sdo acrescidos 10,4 pares de base. A distdncia entre as voltas
sucessivas ¢ 3,4 nm (34 A) e a espessura da dupla hélice é aproximadamente 2 nm [4].

A dupla hélice do DNA é uma estrutura estavel, contudo temperatura e pH elevados
provocam sua separacao em duas fitas simples, processo conhecido como desnaturagao.
A desnaturacgado ocorre pela quebra das ligagoes de hidrogénio, ndo obstante, este é um
processo intrinseco as func¢oes do DNA in vivo, neste caso, a separacao da dupla fita se
deve a intervencao de proteinas intracelulares que atuam sobre o DNA com o objetivo de
replicagdo ou transcrigdo de novas proteinas [5].

O DNA utilizado no presente trabalho é um DNA produzido por PCR (Polymerase
Chain Reaction), que consiste em uma forma de obter varias moléculas praticamente
idénticas de DNA através da replicagao controlada de fragmentos de DNA. Este processo
permite por exemplo controlar o nimero de pares de base (bp) polimerizadas ou até a
sequéncia de nucleotideos , no caso deste trabalho utilizamos moléculas com 3000 pares
de base (3kbp) sem uma sequéncia especifica de nucleotideos.

4.1.2 Proteina recombinante - Sso7d-C8

A proteina Sso7d constitui o sitio de ligagdo entre a cadeia lateral e a coluna de
um polimero ramificado estudado neste trabalho. Esta proteina foi polimerizada atra-
vés da técnica de DNA-recombinante, [39], na sequéncia de uma cadeia de aminodcidos,
denominada C8, dando origem a proteina recombinante Sso7d-C8.

A cadeia de aminoacidos C8 se apresenta na forma de uma longa cauda hidrofi-
lica. Essencialmente, a sequéncia C8 é uma proteina polimérica semi-flexivel na qual os
mondmeros sao aminoacidos . A figura ¢ um modelo desta proteina modificada
resultante da associacao de duas moléculas com caracteristicas substancialmente distintas.

O raio hidrodinamico da proteina recombinante Sso7d-C8 é aproximadamente
7,9nm, determinado por espalhamento de luz no laboratério de Fisico-quimica e Matéria
Mole da Universidade de Wageningen. Onde verificou-se também que a proteina recom-
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Figura 4.6: Proteina modificada ligada a fenda menor do DNA: em vermelho o sitio de ligagao
Sso7d e em verde a cauda polimérica C8. Figura retirada de [42].

binante é capaz de recobrir moléculas de DNA em diversas conformagoes [40], a saber:
fita simples, fita dupla, DNA circular com ou sem enrolamento e o DNA do bacteriéfago
T4.

A proteina DNA-ligante empregada nesta associacao, Sso7d, é bastante compacta,
sendo constituida por 63 aminoédcidos. Esta proteina é encontrada no nucledide da ar-
queobactéria Sulfolobus solfataricus. Esse género foi isolado, em sua maioria, a partir de
habitats no Parque Nacional de Yellowstone, no fim da década de 60 [41].

Arqueobactérias geralmente sdo organismos termoacidofilicos e seu habitat com
caracteristicas muito extremas chamou atencao para o estudo desse tipo de organismo.
Atualmente as arqueobactérias constituem um de trés dominios dentre os seres vivos,
distinguem-se seres eucariotos, procariotos e arquea [43].

Arqueobactérias do género sulfolobus dispoem de algumas familias de proteinas
nucleoides DNA-ligantes, a Sso7d faz parte da familia Sul7 e é o membro mais estudado
desta familia de proteinas. Dada a abundancia de proteinas do tipo Sul7 no meio intra-
celular, acredita-se que essas proteinas mantenham uma estreita conexao com o material
genético desses organismos, a partir dessa observacao tém se estudado a relagao dessa pro-
teina com a molécula de DNA in vitro e a proteina Sso7d mostrou-se capaz de compactar
DNA circular com enrolamento [43].

A proteina que desempenha o papel de sitio de ligagdo no presente trabalho, Sso7d,
foi também estudada em termos de sua agdo condensante por Ramos Jr. [44], na tentativa
de explicar a condensacao do material genético em organismos procariotos. Os resultados
mostraram que em uma solugao fisiologica essa proteina por si s6 nao é capaz de condensar
a macromolécula de DNA linear.

No entanto, ao se ligar a molécula de DNA | a proteina Sso7d aumenta seu didmetro
efetivo, fazendo com que o alcance do potencial de deplecao aumente. Portanto, ao
recobrir o DNA, a proteina contribui para uma diminui¢do na quantidade de polimero
neutro necessaria para efetivamente condensa-la [44].

A temperatura de desnaturacdo para a proteina Sso7d esta entre 370.8 e 371.9
K e sua conformagdo tem méaxima estabilidade entre os pH 4,5 e 7,0 [45]. Esta é uma
proteina DN A-ligante nao especifica, isso significa que a proteina Sso7d tem a capacidade
de se acoplar a dupla hélice ou a uma fita simples de DNA independendo da sequéncia de
nucleotideos local. A proteina apresenta uma carga total igual a 6+, [43], o que facilita
sua interacao a distancia com o a molécula de DNA que possui carga negativa.

O numero de ocupagao, ou seja, a porcao do DNA que a proteina efetivamente
cobre ao se acomodar, é de quatro pares de base. A proteina Sso7d se liga a dupla hélice
alocando uma folha-3 de cadeia tripla através da fenda menor do DNA [46]. Ao se ligar
a proteina ocasiona uma dobra de 60° na dupla hélice, resultado da intercalacao de uma
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cadeia lateral hidrofébica especifica entre os pares de base [47].

Devido a sua alta afinidade pela molécula de DNA (seja fita simples ou fita dupla),
a proteina Sso7d tem sido usada para estabilizar processos de q-PCR, (quantitative Poly-
merase Chain Reaction), para tanto a proteina Sso7d é polimerizada em associagao com
a DNA-polimerase. Este composto estd disponfvel no mercado pela Phusion” (Bio-Rad
laboratorios) [43].

A cauda polimérica C8 é constituida por cerca de 800 aminoacidos, oito repeticoes
de 100 sequéncias, contendo principalmente aminoacidos hidrofilicos. O peso molecular
dessa cauda polimérica é aproximadamente 73kDa e ndo apresenta estruturas secundarias
ou tercidrias, atuando como um polimero bastante flexivel em solugao [40].

Conhecendo-se a sucessao de nucleotideos que codifica a proteina Sso7d, é possi-
vel agregar a ela dois fragmentos de DNA correspondente a sequéncia de aminoacidos
conhecida como C4, que deverd origina a cauda C8. A esta técnica em que se associam
fragmentos de DNA com o intuito de modificar uma informagao genética da-se o nome de
DNA recombinante, a proteina resultante ¢ denominada proteina recombinante [39).

A sequéncia de DNA contendo a informagao necessaria para dar origem a proteina
modificada é integrada ao genoma de uma espécie de levedura, Pichia pastoris, através de
recombinac¢ao homologa. Esta técnica consiste em retirar-se um gene do cédigo genético
da levedura e colocar a informagao desejada em seu lugar, com isso a levedura produz a
proteina recombinante Sso7d-C8 [40].

Esta proteina recombinante e as informagoes referentes a sua producao, foram
concedidas ao grupo de pesquisa em fisica biolégica da Universidade Federal de Vigosa
pelo grupo de fisico-quimica e matéria mole da Universidade de Wageningen - Holanda,
através do professor e colaborador Renko de Vries.

4.2 Polietilenoglicol - PEG

O polietilenoglicol - PEG, é um dos polimeros sintéticos soliveis em agua mais
estudados, tanto por sua ampla variedade de aplicagdoes como pela busca da compreensao
fundamental do comportamento de solu¢des poliméricas. O PEG é um polimero neutro
altamente flexivel e hidrofilico, bastante solivel em metanol e dgua, o que dificulta a
formagao de agregados nesses solventes [4§].

O mondmero que constitui este polimero é um 6xido de etileno diidroxilado denomi-
nado etilenoglicol. Em sua forma nao polimerizada é especialmente usado como solvente.
PEG de varios pesos moleculares tém ampla aplicagdo no meio industrial como estabili-
zante em diversos tipos de suspensées, umectantes, lubrificantes, dentre outras [49).

0 H
H oy
n

Figura 4.7: Representagao da férmula estrutural do PEG [50].

A férmula estrutural para o polietilenoglicol é apresentada na figura e a deno-
minagao oficial segundo a IUPAC é poly(ethylene oxide) - PEO ou poly (oxyethylene). A
massa molar do polimero pode ser calculada em fungao de seu grau de polimeriza¢ao (n):
M = 44n + 18. Variando-se o grau de polimerizacao, podem ser obtidos produtos liqui-
dos ou sélidos, dentro de uma ampla faixa de viscosidade, consisténcia e ponto de fusao.
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Uma das vantagens em utilizar-se o PEG para interagir com outras macromoléculas ¢é a
disponibilidade de massas moleculares no mercado a pregos acessiveis [49].

Ainda por volta de 1986 Parsegian [51], fez um estudo a respeito da pressao os-
motica de diversos polimeros em solugao aquosa. Dentre suas conclusoes destaca-se que
a pressao osmotica da solugao de um polimero, II, depende basicamente de sua massa
molecular, a temperatura ambiente. Para o PEG, definiu-se a seguinte equagao:

log[To(w)] = po + pw®*, (4.2)

onde w ¢é a massa molecular do polietilenoglicol. Os coeficientes o e py sdo fatores que
dependem da temperatura, principalmente. Nao foi feita a andalise quantitativa destes
parametros, pois a construc¢ao de um diagrama de fases, a qual se propde esta dissertacao,
inicialmente nao a requer.

O uso de PEG no presente trabalho se motiva pela sua vasta aplicagao como agente
condensante no estudo de dispersdes de macromoléculas. Como exemplo, podemos citar
os seguintes estudos de condensagao de DNA induzida por este polimero: [10], [52], [53],
[54], [55], [56].

A principal razao de se utilizar o PEG é que este polimero nao interage com as
macromoléculas em solugao, apresentando-se como um polimero quimicamente neutro. De
forma que o efeito do polietilenoglicol é simplesmente ocupar volume na soluc¢ao, o que
de fato, é interessante para a interacao de deplecdo que é considerada como motivadora
da separacgao de fases nos ensaios realizados.

Se a interacao v(x, h) entre as moléculas em solugao, no caso o PEG, e as particulas
suspensas (polimero ramificado) puder ser descartada, o potencial de deplegdo deve ser
o mais simples possivel. Observe a equagdo que expressa o volume disponivel para as
moléculas:

Q:/‘/ewlg?h>d:c, (4.3)

sob essa aproximagao, a funcao () passa a depender, apenas do volume de sobreposicao
Vsp € da pressao osmotica da solugao. Com isso a equagao para a interacao de deplecao ¢é
simplificada.

Quaisquer outros polimeros, por exemplo o polivinilpirrolidona (PVP), possuindo
propriedades tais quais o polietilenoglicol, podem ser usados como agente condensante
sem perda de generalidade.

Embora particulas de origem biologica sejam claramente de maior interesse como
agentes condensantes de DNA, seu estudo se torna um tanto mais complexo, pois em geral
a interacao entre as moléculas, v(z, h), ndo pode ser descartada e passam a atuar outras
interacoes além de deplecgao.

Yoshikawa et. al [57], por exemplo, realizou um estudo de condensacao de DNA
utilizando como agente condensante a proteina BSA (bovine serum albumin) que é uma
proteina de formato globular com carga negativa. Nesse caso a interacao eletrostatica nao
pode ser deixada de lado ao se estudar a condensacao. Levando isso em consideragao,
Yoshikawa et. al, construiu um diagrama de fase para o DNA em funcao do acréscimo de
sal e da concentragdo de proteina. Os resultados de Yoshikawa et. al, indicam que um
aumento na concentragao de sal retarda a acdo condensante da proteina BSA.

Portanto, para simplificar as interagoes de deplecao, a concentracao de sal nas
amostras, experimentadas no presente trabalho, foi mantida constante e igual a 150mM.
Inclusive ao solubilizar-se o polietilenoglicol.
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4.3 Eletroforese

A penetracao de moléculas carregadas em um gel sob a influéncia de um campo
elétrico é chamada eletroforese em gel, e tem se mostrado um poderoso método experi-
mental para separar moléculas de acidos nucleicos (DNA e RNA). Como a mobilidade
das moléculas depende de seu tamanho (dentre outras propriedades, como as cargas das
moléculas e os poros do gel), uma mistura de moléculas de DNA, depois de passar por
eletroforese, pode ser separada e localizada em diferentes regides do gel, em funcao de
seus tamanhos [3]. A eletroforese em gel de agarose ¢ um método muito utilizado em
pesquisas que requerem a manipulagao de fragmentos de DNA .

O procedimento experimental se da da seguinte forma: o gel de agarose contendo as
amostras é alocado em uma cuba de material acrilico, contendo uma solugao eletrolitica,
onde se estabelece um campo elétrico. No presente trabalho utilizou-se o TAE, diluido
dez vezes, como solugao eletrolitica.

A figura mostra a cuba utilizada nos ensaios realizados. Entre as extremidades
da cuba estabelece-se uma diferenca de potencial de cerca de 70V, originando-se um
campo elétrico através do gel, o que faz com que as moléculas carregadas ai presentes se
movam . Os ensaios de eletroforese foram realizados utilizando-se um gel em 1% de
agarose.

Fonte de tensao

Cuba de Eletroforese

Figura 4.8: Cuba de eletroforese, associada a uma fonte de tensdo, contendo um gel com
capacidade para alocar 6 amostras.

A funcao do gel é basicamente alocar as moléculas para que nao se dispersem

na solu¢do. Em técnicas de manipulagao genética, o DNA fragmentado é separado por
tamanhos através da eletroforese e o gel permite recupera-los para posterior utilizagao .
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4.4 Preparacao das amostras e procedimento experi-
mental

Em todas as solucoes usadas na preparacao das amostras nesse trabalho, foi usado
um tampao (pH 7,4) de TRIS+HCI(10mM) a 150mM de NaCl. Essas condi¢oes para
as solugoes foram escolhidas, por imitar condigoes in vivo, o que chamamos de solucao
fisiolégica. Todo o processo experimental foi realizado a temperatura de 22 + 1°C.

Inicialmente o DNA 3kbp, fornecido pela Thermo SCIENTIFIC na concentracao
nominal de 0,5ug/pl é diluido para a concentragao de 40ng/ul, a partir dessa aliquota de
DNA extrai-se 1ul para cada amostra. Dessa forma a massa de DNA presente em cada
amostra é 40ng, portanto a concentracao em pares de base é constante e igual a 2uM
em um volume total de 30ul ao final da preparagdo de cada amostra. As amostras sao
alocadas em tubos plasticos de 1,5ml, onde permanecem até que sejam centrifugadas.

O polietilenoglicol, fornecido pela Sigma-Aldrich em forma de flocos, ¢ inicialmente
dissolvido em uma concentragao de 20% em massa, na solugao tampao de TRIS+HCI(10mM)
a 150mM de NaCl. Como a solugao de PEG tem viscosidade bastante significante, o pro-
cesso de solubiliza-lo requer um breve aumento na temperatura, nao acima de 50°C.

Em cada ensaio, para fins comparativos, uma amostra necessariamente apresenta
DNA puro. As amostras que se seguem, a proteina Sso7d-C8 é adicionada ao DNA de
forma a se obter a proporcao desejada entre pares de base e proteina. Nesse estagio
o complexo DNA+Sso7d-C8 se apresenta como um polimero de cadeia ramificada e a
proporc¢ao entre proteina e pares de base é o que se denomina densidade de cadeias laterais.

Depois de uma hora em repouso, o polietilenoglicol (PEG) é adicionado as amostras
de forma a se obter a porcentagem em massa pré-determinada para cada amostra. Nessa
etapa da preparacao é preciso que a amostra sofra uma leve agitacao para garantir a
interacao dos polimeros ramificados com o polietilenoglicol, dada a viscosidade da solugao
de PEG, em seguida as amostras descansam durante mais uma hora.

Espera-se que para alguma massa de PEG, devido a pressdao osmoética que este
exerce em solucao, ocorra a agregacao das moléculas de polimero ramificado, na ocasiao
em que isso ocorre o agregado passa a ter uma densidade maior que a solucao de polimeros
neutros ao seu redor. Portanto depois de um periodo de uma hora de interagao entre os
polimeros de cadeia ramificada e os polimeros neutros, as amostras sao centrifugadas
durante 50 minutos, processo através do qual a parte mais densa da solucao, o polimero
condensado, é compelida para o fundo.

Ap6s a centrifugacao, sao retirados, cuidadosamente, 15ul do sobrenadante da so-
lucdo em cada amostra. A parte inferior, contendo possivelmente o material condensado,
é adequadamente descartada, enquanto as aliquotas retiradas do sobrenadante sao colo-
cadas em pequenos sulcos num gel de agarose em 1%. O gel é entdo alocado na cuba
de eletroforese, ( veja a figura , onde permanece 50 minutos sob uma diferenca de
potencial de 70V.

Ao ser retirado da eletroforese, o gel contendo as aliquotas do sobrenadante é
mergulhado em uma solugao de brometo de etidio (BrEt), na concentracao de 2ug/ml. O
brometo de etidio é uma substancia que fluoresce em rosa avermelhado, quando iluminado
por luz ultravioleta (UV). A emissdo aumenta quando a molécula de BrEt se encontra
intercalada entre os pares de base na dupla fita de DNA, situagdo em que atinge seu
méximo de emissao em 590nm [59).

A molécula do brometo de etidio tem aproximadamente a dimensao de um par de
bases e é altamente hidrofébica, portanto se alocar entre os pares de base do DNA é muito

favoravel para sua estrutura [4]. Dessa forma essa susténcia se tornou o que chamamos
de marcador de DNA.

30



4 Materiais e métodos

O gel embebido em brometo de etidio é entao iluminado com luz UV em um
Transluminador, onde podemos identificar em cada uma das aliquotas a presenca, ou nao,
de DNA e fazer imagens do gel, algumas das quais sdo apresentadas no capitulo [5]

31



Capitulo 5

Resultados e Discussao

O ensaio para o DNA nao complexado com a proteina modificada é tomado como
base para a construcao do diagrama de fases e para a andlise dos demais experimentos.
Diz-se sobre o DNA nao complexado, ou seja, o DNA puro, que a densidade de cadeias
laterais é nula.

A figura mostra uma imagem obtida em um Transluminador, de um gel de
agarose, com amostras contendo apenas DNA e PEG8000 em concentragoes que variam
em uma unidade de 15 a 22%. Observe que a partir de 20% em massa do polimero
neutro, o DNA nao aparece nas amostras, esta é a indicacdo que o DNA foi condensado
e precipitou.

Figura 5.1: Imagem de um gel de agarose apds eletroforese, contendo DNA e diferentes con-
centragoes de PEG8000, a seta na figura indica a partir de que concentracdo o DNA precipitou.

Outro ensaio que tem relevancia para a analise dos resultados é feito para o com-
plexo, DNA+Sso7d-C8, com diferentes densidades de cadeias laterais. A partir da imagem
do gel na figura[5.2] é possivel comparar a migracao das moléculas de DNA recobertas com
diferentes proporgoes de proteina recombinante por pares de base.

Observe na figura 5.2, que os polimeros altamente ramificados, ou seja, para altas
proporgoes da proteina recombinante por pares de base, quase nao se deslocam no gel
de agarose se comparados com o DNA nao complexado, ou DNA puro. Ja para baixas
densidades de ramificagdes, o complexo, DNA+Sso7d-C8, se move comparativamente ao
DNA puro, ou seja, o polimero menos ramificado sofre um deslocamento maior através
do gel. Isso se explica pelo fato de cargas negativas da molécula de DNA serem blindadas
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Figura 5.2: A figura apresenta migragao do polimero ramificado em gel de agarose, para dife-
rentes proporgoes de proteina recombinante por pares de base.

pela interagdo com o sitio de ligagdo Sso7d, que é carregado com carga positiva. Na
eletroforese tanto menor é o deslocamento quanto menor a carga da macromolécula.

A incerteza para os resultados apresentados nesta dissertacao, que dao origem aos
desvios expressos nos diagramas de fase, reside na impossibilidade de se afirmar que o
polimero ramificado precipita completa e imediatamente para uma quantidade exata de
polietilenoglicol.

A imagem do gel apresentada na figura foi feita para um ensaio em que o
polimero altamente ramificado, na proporcdo de uma proteina para cada par de base,
interage com o polietilenoglicol 8000g/mol em concentragoes de 6 a 10%. Observe que
a presencga do polimero ramificado, ou seja, do complexo de DNA+Sso7d-C8, indicada
pelas manchas escuras na figura 5.3, diminui gradativamente entre 7 e 8% desaparecendo
em 9%, o desaparecimento indica que todo polimero ramificado precipitou, ou seja, foi
condensado.

Figura 5.3: Imagem de um gel, apds eletroforese, contendo DNA recoberto com a proteina
recombinante na proporgao 1pt/1bp para diferentes concentragdes de PEG8000.
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Essa diminui¢do gradativa de DNA+Sso7d-C8 na aliquota sobrenadante indica
que parte do complexo foi condensado e precipitou, enquanto parte ainda resiste em
dispersao. A diminui¢do na quantidade de polimero ramificado no sobrenadante configura
uma incerteza de pelo menos 1% no resultado, tomado como 9% para este ensaio.

Mesmo que os polimeros ramificados estejam associados formando agregados para
uma dada concentracao de polimero, esse agregado pode manter uma densidade proxima
a da solucao de polimeros, de forma que a centrifugacao ainda nao é capaz de forga-lo
para o fundo do tubo plastico. Ramos Jr. [44] fez um estudo da condensacao do complexo
DNA+Sso7d, induzida por PEG 20000, utilizando-se da mesma técnica experimental em-
pregada no presente trabalho, onde explicita também essa caracteristica da condensagao.
No ensaio para o DNA ndo complexado mostrado na figura [5.1, pode-se observar da
mesma forma uma diminui¢do gradativa na quantidade de DNA no sobrenadante.

Esperava-se que segmentos de DNA com didmetro efetivo maior, fossem mais sus-
ceptiveis a condensacao [44], ou seja, uma menor massa de PEG deveria ser capaz de
condensar o DNA na configuracao de polimero altamente ramificado. Isso porque com
um aumento no didmetro efetivo do polimero, a interagao de deplecao, que depende o
diametro das moléculas, aumentaria e portanto a condensacao seria facilitada.

O aumento no didmetro da molécula de DNA ramificada pode ser entendido
observando-se uma idealizacao de dois seguimentos do polimero ramificado que se apro-
ximam, representados na figura [5.4), onde as setas azuis representam diametro efetivo do
polimero ramificado e as setas pretas indicam o diametro da cadeia principal. As ramifi-
cagoOes estabelecem um limite para a interagao entre seguimentos do polimero ramificado,
o que pode se manifestar como um aumento no didmetro efetivo da cadeia principal.

didmetro da cadeia principal

Figura 5.4: Representacao de dois seguimentos do polimero ramificado que se aproximam. As
setas azuis representam o didmetro efetivo do polimero ramificado.

O diagrama de fase obtido para o polimero ramificado, configurado pelo complexo
de DNA+Sso7d, em compara¢ao com o complexo DNA+Sso7d, que configura um poli-
mero de menor didmetro, ndo condiz com a expectativa de que o polimero com maior
didametro é condensado mais facilmente. A curva em vermelho na figura [5.5] apresenta os
resultados das concentragoes de PEG20000 necessarias para condensar o DNA recoberto
com proteina modificada Sso7d-C8. A curva verde, que se estende sempre abaixo da
curva vermelha, deixa claro que a porcentagem de PEG20000 necessaria para condensar
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o DNA recoberto apenas pelo sitio de ligacao Sso7d, é menor. Este resultado indica que o
polimero ramificado, com diametro efetivo maior necessita de um pressao osmoética maior
para se condensar.

== DNA+S507d-CS - PEG 20000
»—» DNA+Sso7d - PEG 20000
10 n
= | |
E
)
CHE i
oo
0 | | | L | L | |
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
pt/pb

Figura 5.5: Diagrama de fases para o polimero ramificado, complexo DNA+Sso7d-C8, curva
apresentada em vermelho, em comparac¢ao com o diagrama de fases obtido por Ramos Jr. [44],
para o complexo DNA+Sso7d, nao ramificado, representado pela curva verde.

Ao conceber os seguimentos do polimero ramificado simplesmente como cilindros
com maior didmetro, deixamos de considerar as interacoes entre as cadeias laterais. Sob o
ponto de vista em que seguimentos adjacentes do polimero ramificado interagem, conside-
rando a exclusao de volume, ou repulsao estérica, entre as cadeias laterais, um potencial
desfavoravel a condensagao pode vir a surgir entre polimeros ramificados. Logo, a forca
de deplecao induzida pelos polimeros neutros precisa ser aumentada para se atingir a
condensacao. Portanto é possivel que para os polimeros ramificados a forca de deple¢ao
apenas nao seja capaz de explicar o comportamento dos sistemas.

As porcentagens em massa estao ligadas a pressao osmética exercida pela solucao
de polimeros neutros, equagao 5.1} espera-se que ocorra um aumento na porcentagem em
massa, quanto mais dificultada for a deplecao dos polimeros ramificados.

log[Mo(w)] = 1o + (5.1)

O diagrama de fases obtido para o polimero de cadeia ramificada e diferentes
tamanhos de polimero neutro (PEG), apresentado na figura , corrobora com o resultado
esperado. A quantidade de PEG necesséria para induzir a condensagao aumenta de acordo
com que a massa molecular do PEG diminui [53].

Como o potencial da forca de deplecao depende diretamente do volume das ma-
cromoléculas depletantes, no caso o PEG. Podemos afirmar que polimeros flexiveis com
mais alto grau de polimerizacao, PEG20000, possuindo maior raio de giro e portanto
ocasionando maior deplecao, demandem menor porcentagem em massa para condensar
as macromoléculas. Comparando-se as curvas do diagrama de fases na figura [5.6| fica
clara esta caracteristica para os polimeros depletantes de diferentes massas moleculares,
ao condensar o polimero ramificado, configurado pelo complexo DNA+Sso7d-CS8.
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Figura 5.6: Diagrama de fases para o complexo DNA+Sso7d-C8 e PEG de diferentes massas

molares.

O polimero ramificado estudado nesta dissertacao também foi estudado por Storm
[60], que observou experimentalmente um enrijecimento da cadeia principal, devido ao en-
xerto de novas cadeias laterais, até que em certo ponto, quando a concentracao de cadeias
laterais em solugao atinge o regime semi-diluido, a cadeia principal se torna flexivel.

Devido a essa transi¢ao de regimes de flexibilidade para a cadeia principal, limitamo-
nos portanto a concentracao maxima de uma cadeia lateral por par de base em solugao,
com o intuito de evitar o regime semi-diluido.

Os resultados expressos na figura[5.6mostram que para uma proporgao de proteinas
recombinantes por pares de base maior que 0,25, ou seja, 1pt/4bp, nao se observa mudanca
de comportamento do polimero ramificado, indicando que este é um valor limitante.

Esta estabilizacao foi interpretada como sendo em razao do ntimero limitante de
proteinas ligadas a cadeia principal, que é uma funcao dos sitios de ligagao disponiveis na
molécula de DNA para a Proteina Sso7d, que é condizente com a literatura, 1pt/4bp.
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5.1 Perspectivas

Fez-se uma reflexdo a respeito da prépria técnica experimental, talvez haja uma
sutileza na agregacao das macromoléculas, de forma que os agregados de imediato nao
estejam suficientemente condensados a ponto de sua densidade compelir a precipitagao
nas condi¢oes em que analisamos. Isso implica que é preciso modificar alguns parametros
na metodologia experimental para conclusoes mais precisas. Um aumento no tempo de
interacao e na forga da centrifugacdo, utilizar-se espalhamento de luz para identificar a
formacao de agregados e suas possiveis distribui¢coes de tamanho, devem incrementar as
observacoes para o sistema estudado.

O trabalho de Storm [60] indica que uma variagdo na concentracao de sal influ-
encia o enxerto de cadeias laterais, portanto a avaliacdo da condensacao em funcao da
concentragao de sal forneceria um diagrama de fase de grande interesse.

Existe a possibilidade de se variar com alguma facilidade um pardmetro muito
importante para os sistemas de polimeros com cadeias altamente ramificadas que é o
tamanho da cadeia principal e construindo-se um diagrama de fases para a quantidade
de agente depletante necessaria para a condensagao em funcao da extensao da cadeia
principal.
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