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RESUMO

REZENDE, Arthur Gomes Soares de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
dezembro de 2024. Interacao DNA-Ligantes: Corante Azure A. Orientador: Marcio
Santos Rocha.

Alguns tipos de tratamento de cancer e outras doencas requerem que 0S compostos
interajam com o DNA ou células tumorais para que possam agir de maneira
direcionada no combate ou na reparacao de células danificadas. Dessa forma, torna-
se essencial estudar corantes que funcionem como marcadores e possam atuar na
reparagdo de danos. Nesse contexto, o corante Azure A tem ganhado destaque.
Amplamente utilizado como marcador de células tumorais e com potencial em
terapias fotodinamicas, o Azure A ainda é pouco explorado no que diz respeito as
suas propriedades fisico-quimicas. Esse conhecimento € essencial, pois permite
entender como o corante interage com o DNA e como suas caracteristicas podem
ser otimizadas para atuar em ambientes bioldgicos diversos. Este trabalho, de
maneira pioneira, descreve a interacdo do Azure A com moléculas de DNA isoladas
em diferentes forgas ibnicas, oferecendo novos insights sobre o mecanismo de
interacdo em cada contexto. Os resultados apresentados aqui demonstram que a
interacdo € mediada pela forgca ibnica, com dois modos distintos, em alta e média
temos uma interagdo de fendas, em contrapartida temos intercalagcdo em condicées
de baixa forca ibnica. Esse resultado é de suma importancia para o entendimento do
comportamento em sistemas bioldgicos, abrindo caminho para aplicacées futuras
mais precisas em diagndstico e tratamento de céncer e outras patologias que
envolvam interagcbes com o DNA.

Palavras-chave: Interagdes DNA-Ligantes.; Corante fenotiazinico.; Azure A.; DNA;
Forca ibnica.



ABSTRACT

REZENDE, Arthur Gomes Soares de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
December, 2024. DNA-Ligand Interaction: Azure A dye.. Adviser: Marcio Santos
Rocha.

Some types cancer treatment and other diseases require compounds to interact with
DNA or tumor cells acting in a targeted manner to fight or repair damaged cells. It is
therefore essential to study dyes that work as markers and can act to repair damage.
In this context, the Azure A dye has gained prominence. Widely used as a marker for
tumor cells and with potential in photodynamic therapies, Azure A is still little
explored in terms of its physicochemical properties. This knowledge is essential
because it allows us to understand how the dye interacts with DNA and how its
characteristics can be optimized to act in different biological environments. This
pioneering work describes the interaction of Azure A with isolated DNA molecules at
different ionic strengths, offering new insights into the mechanism of interaction in
each context. The results presented here show that the interaction is mediated by
ionic strength, with two distinct modes: at high and medium ionic strengths we have a
cleft interaction, while at low ionic strengths we have intercalation. This result is
extremely important for understanding behavior in biological systems, paving the way
for more precise future applications in the diagnosis and treatment of cancer and
other pathologies that involve interactions with DNA.

Keywords: DNA-ligand interactions.; Phenothiazine dye.; Azure A.; DNA.; lonic
strength.



Lista de Figuras

2.1

2.2
2.3
2.4

2.5

3.1
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3

5.1

6.1
6.2
6.3
6.4

7.1
7.2

7.3
7.4

8.1

Difracao da dupla hélice do DNA obtida por Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins em 1951 . . . . . . . ..
Estrutura quimica da molécula de DNA com os pares de base . . . .. ..
Bases nitrogenadas da molécula de DNA. . . . . . .. ... ... ... ...
Estrutura dimensionada da molécula de DNA e emparelhamento dos pares
de base . . . . . ..

Formas estruturais do DNA . . . . . . . . .. ...

Rigidez de um polimero sob perspectiva geométrica . . . . . . . . .. ...
Representacao grafica de um polimero arbitrario . . . . . . . .. ... ...
Gréfico da for¢a em funcdo da extensao para uma molécula de DNA no

regime entroOpiCo. . . . . . . L. L Lo e

Intercalacao com DNA: Molécula entre pares de bases . . . . . . ... ...
Ilustracao representando a interacao entre fendas e o DNA. . . . . . . . ..

Representagao dos diversos tipos de interagoes possiveis entre compostos e
DNA . e

Estrutura quimica do Azure A e Azul de Metileno . . . . . . . . ... ...

Desenhos de Theodore Maiman ilustrando os principios fisicos do LASER.
[lustracao representando os diferentes regimes da pinga 6ptica . . . . . . .
Figura demonstrando as forcas épticas no regime da Optica Geométrica.
Representacgao das forcas opticas do LASER sob uma microesfera no regime
de Rayleigh . . . . . . . ..

Figura ilustrativa do aparato experimental e montagem optica. . . . . . . .
Representacao esquematica de preparo do porta amostras da laminula de

DNA.
Estiramento da molécula de DNA via pinca optica . . . . . . . . . ... ..

Porta amostras utilizados na armazenagem do corante Azure A . . . . . .

DNA: como molas entropicas no modelo Quenched-disorder . . . . . . . ..



9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

Graficos mostrando comportamento do comprimento de contorno do DNA

na presenca de Azure A diluido em forca idnica 150mM e 10mM. . . . . . . 53
Graficos mostrando comportamento do comprimento de persisténcia do
DNA na presenca de Azure A diluido em for¢a ionica 150mM e 10mM. . . 54
Grafico do comportamento Contorno x Concentragao em baixa forga iénica
ImM ..o 55
Grafico do comportamento Persisténcia x Concentracao em baixa forca
ionica ImM . . . ... 56

Graficos ajustados para interacao de fendas com base no modelo Queenched
Disorder para interacdo DNA-Azure A em alta e média forca idnica. . . . . 57

Concentragao em funcao do comprimento de contorno relativo em PBS 1mM 58



Sumario

1 Introducgao

I Revisao interdisciplinar

2 Bioquimica da molécula de DNA
2.1 Aspectos historicos do DNA . . . . .. ... oo
2.2 Estruturado DNA . . . . . . . ...
2.3 Tiposde DNA . . . . . .

3 Fisica de polimeros: Molécula de DNA
3.1 Mecanica de polimeros . . . . . . . ... ...
3.2 Modelo de Kratky - Porod . . . . . .. .. ... oo
3.3 Comprimento de correlacao e regime entropico . . . . . . . . . ... .. ..
3.4 Modelo Worm Like Chain (WLC) . . . . .. .. .. .. ... .. ....
3.4.1 Estiramento proximo do equilibrio . . . . . . ... 0oL
3.4.2  Estiramentos longe do equilibrio . . . . . ... ... 0oL

3.4.3 Estiramento arbitrario . . . . . . . ... .o

4 Interacoes DNA - Ligantes
4.1 Equilibrio quimico das interacoes DNA-Ligantes . . . . . . . .. ... ...
4.2 Tipos de interacgoes - Intercalacao . . . . . . . ... ... ... ... ...
4.3 Tipos de interagoes - Ligagao de fendas . . . . . . . . . ... ... ... ..
4.4 Multiplos modos de ligacao e interacao covalente . . . . . . . . .. ... ..
4.5 Modelo de McGhee-von Hippel . . . . . . ... .. ... ... .......

5 Corante fenotiazinico Azure A

II Técnica e metodologia

6 Pinca 6ptica
6.1 Aspecto historico . . . . . . ...
6.2 Teoria da pinga Optica . . . . . . . ..



6.3 Regimes Opticos - Pinca optica . . . . . .. .. .. ... ..
6.3.1 Optica geométrica . . . .. ... ... ... ....
6.3.2 Regime de Rayleigh - modelo do dipolo elétrico . .

7 Rotina experimental e abordagem metodolégica

7.1 Aparato experimental . . . . . . .. .. ... ...,
7.2 Preparodeamostra . . . . . . . ... ...
7.3 Experimento na pinga Optica . . . . . . . ... ..

7.4 Preparo de aliquotas de corante Azure A . . . . . . .. ..

8 Modelo Quenched Disorder

II1 Resultados e discussoes

9 Resultados obtidos

9.1 Interagao em forca idnica 150mM e 10mM . . . . . . . ..
9.1.1 Analise do comprimento do contorno . . . . .. ..
9.1.2 Analise do comprimento de persisténcia . . . . . . .

9.2 Interagao em baixa for¢a ionica - PBS ImM . . . . . . ..

9.2.1 Comprimento de contorno em baixa forca idnica . .

9.2.2 Comprimento de persisténcia em baixa forca idnica

9.3 Parametros fisicos em forca i6nicas 150mM, 10mM e 1mM

10 Conclusao

44
44
45
46
48

49

51

52
02
02
93
o4
24
95
o6

60



Capitulo 1

Introducao

O estudo da interagao entre o DNA e diversos compostos transcende as fronteiras das
disciplinas bioldgicas e quimicas, abrangendo também o dominio da fisica. Nesse cenério,
a fisica biologica emerge como um campo multidisciplinar e abrangente.

Na area experimental, varias técnicas podem ser empregadas, incluindo espectrofoto-
metria, eletroforese e microscopia de forca atomica. No entanto, dado o nosso interesse na
interacao de moléculas individuais, o foco nesse trabalho sera na técnica da pinca optica.
Desenvolvida nos laboratérios da Bell no final dos anos 1960 por Arthur Ashkin e cola-
boradores, a pinga 6ptica revolucionou a manipulagao de objetos microscopicos. No ano
de 2018, Ashkin foi laureado com prémio Nobel pelas aplicacoes da técnica em sistemas
biolégicos.

Nesse contexto, investigamos as mudancas nas propriedades mecanicas e quimicas da
molécula de DNA na presenca de diferentes concentragoes de Azure A. O Azure A é um
corante catidnico fenotiazinico, derivado da oxidacao do Azul de Metileno, com uma am-
pla gama de aplicagoes, desde coloracao em células até tecnologias eletrocromicas. Os
estudos sobre a interacao entre o Azure A e o DNA sao recentes, portanto, ainda nao ha
relatos dessa interacao ao nivel de molécula tnica.

A dissertacao foi dividida em trés partes: revisao interdisciplinar, técnica e metodo-
logia, e por fim os resultados e conclusdes. Na Sintese Interdisciplinar, sao realizadas
andlises da molécula DNA sob diferentes perspectivas disciplinares, desde sua estrutura
bioquimica e interagoes até as teorias fundamentais de origem Fisica, permitindo assim
essa abordagem interdisciplinar no estudo do DNA. Na sequéncia temos uma parte, inti-
tulada Detalhamento do Processo Experimental, onde é apresentada detalhadamente as
etapas experimentais. Nesse contexto, sao descritos os métodos e procedimentos utili-
zados na pesquisa, juntamente com a estrutura tedrica e experimental necessaria para o
bom funcionamento da técnica de Pinca Optica.

Na terceira e ultima parte, interacdo do DNA com Azure A, sao apresentados e dis-
cutidos os resultados obtidos via pinca 6ptica da interacao entre o DNA e o composto

quimico Azure A juntamente com a conclusao.
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Parte 1

Revisao interdisciplinar
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Capitulo 2
Bioquimica da molécula de DNA

Nesta se¢ao, sera explorado o acido desoxirribonucleico (ADN), mais conhecido por
Deoxyribonucleic Acid (DNA), sob uma perspectiva historica e bioquimica, abordando

desde sua descoberta até suas propriedades bioquimicas fundamentais.

2.1 Aspectos historicos do DNA

No século XIX, em 1865, o cientista tcheco George Mendel conduziu experimentos
com ervilhas, que foram pioneiros na compreensao inicial da hereditariedade das caracte-
risticas. Paralelamente, em 1869, o suico Friedrich Miescher realizou estudos utilizando
sémen de salmao e pus humano, onde foi identificado uma estrutura nuclear com alta
concentracao de fésforo, inicialmente denominada nucleina e posteriormente reconhecida
como DNA [1, 2].

Ja no século XX, por volta dos anos 1940, o biofisico alemao Max Delbriick, no Insti-
tuto de Tecnologia da Califérnia, contribuiu significativamente na compreensao dos me-
canismos de hereditariedade, mutacao e evolucao ao fundar o Grupo Fago, dedicado a
investigacao das relagoes entre genética e fisica. De maneira simultanea, o bioquimico
austriaco Erwin Chargaff tentava estabelecer regras e padroes sobre as bases nitrogena-
das na molécula de DNA, a fim de contribuir para o entendimento da estrutura molecular
do material genético [3].

Pouco mais de uma década depois, no ano de 1951, Erwin Chargaff e seus colabora-
dores estudando a composi¢ao quimica do acido desoxirribonucleico em ourigos-do-mar,
observou padroes nas concentracoes relativas de bases nitrogenadas. Anos depois, essas
observacoes foram confirmadas em diversos outros organismos, estabelecendo as chama-
das Regras de Chargaff [4]. Essas regras sao fundamentais para compreender a estrutura

e funcao do DNA, nas quais podem ser resumidas da seguinte forma:

I. A concentragdo molar de Adenina [A], é igual & Timina |T|, enquanto de Citosina
[C], é igual & Guanina [G]. [A] = [T] e [C] = |G].

14



IT. A molaridade de purinas em um DNA é a mesma de pirimidinas. [A| + |G] = [C] +
[T].

Ao longo do tempo, avangos cientificos continuaram a moldar nosso entendimento do
DNA. Em meados do século XX, os estudos de difracao de raio-X, realizados por Rosalind
Franklin, forneceram imagens que revelaram a estrutura fisica do DNA. As fotografias de
difracao de Franklin, especialmente a famosa Fotografia 51, demonstraram uma forma de

hélice, sugerindo fortemente a natureza helicoidal da molécula de DNA [5].

-

(e

g L
“
.
o

Figura 2.1: Difracao de raios-x do DNA demonstrando a estrutura em dupla hélice, obtida
por Rosalind Franklin e Maurice Wilkins em 1951 [5].

L

Inspirados por esses trabalhos e observando padrao obtido por Rosalind Franklin e
Maurice Wilikins via difragao de raios-x, assim como ilustrado na figura anterior 2.1,
James Watson e Francis Crick propuseram um modelo de hélice dupla para estrutura
tridimensional do DNA. Publicado no ano de 1953, o propunha duas cadeias polinucleoti-
dicas em espiral, unidas por pares de bases complementares (adenina com timina e citosina
com guanina), formando dupla hélice. Seu trabalho ndo apenas esclareceu a estrutura do
DNA, mas também lancou as bases para a moderna biologia molecular e genética, revo-
lucionando nossa compreensao sobre hereditariedade e evolucdo. Anos depois, Watson,
Crick e Wilkins foram laureados com o Prémio Nobel de Medicina em 1962 pelos seus
trabalhos relacionados as estruturas e propriedades do DNA [6, 7].

Nas secoes seguintes, serao apresentadas um pouco mais da estrutura quimica respon-

savel por moldar o DNA, além dos principais sub-tipos encontrados na natureza.

2.2 Estrutura do DNA

A molécula de DNA é formada por quatro nucleotideos basicos, cada um diferenciado
pela sua base nitrogenada. Cada nucleotideo é composto por um grupo fosfato (PO; ),

um agicar do tipo pentose (no caso do DNA, a desoxirribose) e uma base nitrogenada.
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Na ilustracao 2.2 podemos visualizar com maior clareza a maneira na qual esses grupos

funcionais estabelecem ligacoes quimicas entre si.

0
| NH,

Grupo B i f ] Base
Fosfato \ N N Nitrogenada
0 “—< | |

}\ /H N N H

OH H

Desoxirribose

Figura 2.2: Estrutura quimica da molécula de DNA com pares de base. Adaptado de 8]

As bases nitrogenadas sao essenciais para manutencao da estabilidade entre as cadeias,
sendo responsaveis pela distingao entre os nucleotideos. Em termos de classificacao, essas
estruturas sdo divididas em dois grupos: as purinas, que incluem adenina (A) e guanina
(G), e as pirimidinas, compostas por citosina (C) e timina (T) [9].

As pirimidinas, citosina e timina possuem uma estrutura molecular simples, com ape-
nas um anel, permitindo interacoes especificas, como emparelhamento de bases comple-
mentares no DNA. Por outro lado, as purinas, adenina e guanina, apresentam dois anéis,
possuindo assim uma estrutura mais complexa, podendo participar de uma variedade
maior de interagoes moleculares, incluindo processos metabolicos e sinalizacao celular
[10].

Na Figura 2.3 temos uma representacao visual dessa distingao estrutural, destacando

a organizacao dos anéis que compoem cada grupo de bases nitrogenadas.

Pirimidinas Purinas

NH; 0 ﬁ THZ

EI: Icl: CH N c N C
NZ cH HgRc” ¢ N7 ONH ¢ cT SN
L Ll - g ! Heg (|:
Cc CH C CH — P — ~CH

o N7 o? N7 N™ SN NNH, N™ SN

H H H H

Citosina Tiiiina Guanina Adenina

G

Figura 2.3: Bases nitrogenadas da molécula de DNA [11].

A formacao em fita da estrutura do DNA é um processo essencial e complexo, cuja
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estabilidade depende da ligacao fosfodiéster, covalente, que exerce uma interacao fun-
damental entre os nucleotideos adjacentes na cadeia de DNA. Em outras palavras, um
funcional hidroxila de um grupo fosfato do nucleotideo reage com duas hidroxilas de outra
molécula. Essa conexao entre os nucleotideos adjacentes é de suma importancia para a
integridade da molécula, uma vez que garante a estabilidade da estrutura e transmite a
informacao genética essenciais para hereditariedade [12].

A ligacao fosfodiéster desempenha um papel fundamental na estrutura do DNA ao
conectar os nucleotideos na mesma fita. Por outro lado, as ligacoes de hidrogénio entre
os pares de bases sao essenciais para a estabilidade das duas fitas de DNA, mantendo-as
unidas e permitindo a formacao da estrutura de dupla hélice. Sem essas ligacdes de hi-
drogénio, as fitas de DNA poderiam se separar facilmente, comprometendo a capacidade
da molécula de desempenhar suas funcoes biologicas essenciais [13].

A simetria na estrutura do DNA organiza a molécula de maneira precisa. A pentose,
que forma seu "esqueleto", possui carbonos numerados — uma convencao que facilita a
compreensao e comunicacao sobre a estrutura do DNA. A ligacao entre o carbono 5 de
uma pentose e o grupo fosfato é estavel, enquanto o carbono 1’ da pentose esta sempre
associado a base nitrogenada. Essa organizacao permite que o grupo fosfato de um nucle-
otideo se una ao carbono 3’ de outro nucleotideo, formando a cadeia de DNA. A coeréncia
na direcao da ligacao fosfodiéster é essencial, uma vez que estabelece a orientacao espe-
cifica da fita de DNA e mantém a integridade estrutural da molécula, no sentido 5’ —3’
[14], como ilustrado no diagrama 2.4.

A estrutura da segunda fita é gerada pela acao da enzima polimerase, que sintetiza
uma nova fita de DNA com orientacao 3’ para 5’. Isso resulta em duas fitas de compri-
mento aproximadamente igual, unidas por interagoes de hidrogénio e dispostas antipara-
lelamente. As pontes de hidrogénio sao estabelecidas entre uma purina e uma pirimidina,
onde a guanina se emparelha com a citosina e a adenina com a timina, formando assim
os pares de base [15].

Uma vez que ambas as fitas sao desenvolvidas, é possivel dimensionar as estruturas
do DNA. A distancia entre os pares de base adjacentes é aproximadamente 0,34 nm, en-
quanto o diametro da hélice é cerca de 2,0 nm.

Os processos quimicos relacionados a estrutura quimica do DNA, por exemplo o tipo
de ligacao entre os pares de base, bases nitrogenadas, desoxirribose, sao os mesmos para
qualquer tipo de DNA. No entanto, é possivel encontrar diferentes tipos de DNA, nas

quais as principais diferencas aparecem quando comparamos os parametros mecanicos.
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Figura 2.4: Estrutura dimensionada da molécula de DNA e emparelhamento dos pares de
base |16].

2.3 Tipos de DNA

A estrutura quimica da molécula de DNA é conservada em todos os seres vivos, permi-
tindo a generalizacao do estudo com qualquer tipo de organismo desde que as condigoes
do meio no qual ele se encontra seja conservada. Todos os individuos compartilham o
mesmo emparelhamento entre os pares de bases, uma pentose do tipo desoxirribose e um
grupo fosfato [17].

Apesar da semelhanca na estrutura basica, as diferencas entre os individuos residem
na relacao entre as concentragoes molares dos pares de bases e nas variacoes no formato
da molécula. Na natureza, podem ser encontradas mais de dez formas diferentes de DNA,
cada uma delas variando segundo as condi¢oes impostas pelo ambiente, levando a alte-
racoes nos parametros fisico-quimicos da molécula, como o didmetro da dupla hélice e a
localizacao das ligagoes na desoxirribose [18].

Entre as diversas conformacoes do DNA presentes na natureza, destacam-se as formas
A, B e Z apresentadas na figura 2.5. Essas diferentes conformagoes podem surgir devido
a variacoes nas condicoes ambientais ou a interacoes com proteinas especificas, e cada
uma delas possui propriedades tnicas que podem influenciar sua funcao biologica e sua

interacao com outros componentes celulares [19].

18



B-DNA

Figura 2.5: Formas A, B e Z do DNA. Adaptado de [20]

O DNA de forma A é 75% menos hidratado quando comparado a forma B, provocando
assim uma estrutura mais curta e afastamento relativo menor entre os pares de base da
molécula, sendo necessario assim mais pares de base para realizar uma volta completa na
dupla hélice [21]. Quando comparado ao DNA do tipo Z com os demais citados, formas
A e B, temos a estrutura mais diferente de todas, mas ainda assim importante uma vez
que pode ser encontrado em bactérias, seres eucariontes e virus. Entre os formatos men-
cionados, é o que apresenta a dupla hélice mais estreita e o mais comprido em termos de
extensao [19, 22].

Parametro DNA-A |DNA-B | DNA-7Z

Orientacao da hélice Direita Direita | Esquerda
Pares de base por volta 11 10 12
Afastamento pares de base adjacentes (nm) 0,26 0,34 0,46
Angulo de tor¢ao da hélice 33° 36° -30°
Diametro da base (nm) 2,3 2,0 1,8

Tabela 2.1: Comparacao dos parametros mecanicos dos diferentes tipos de DNA. Adap-
tado de [18].

No experimento de pinca Optica, é empregado o A-DNA, cuja origem esta em um virus
responsavel por contaminar a bactéria Escherichia coli. Esse A-DNA possui caracteristicas
de um DNA tipo B, contendo aproximadamente 48.500 pares de bases, resultando em um
comprimento estimado de 16,5 um, fazendo com que suas dimensoes se tornam adequadas

para o experimento de pinga Optica [23].
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Capitulo 3
Fisica de polimeros: Molécula de DNA

Neste capitulo, pretende-se mostrar a molécula de DNA sob a perspectiva da fisica
de polimeros, discutindo a origem e o significado dos principais parametros mecanicos da

molécula.

3.1 Mecéanica de polimeros

Unidades que se repetem ao longo de uma macromolécula sao chamadas de meros.
Quando essas unidades se adicionam formando uma cadeia extensa via ligagoes covalen-
tes, temos como resultado um polimero. Ao analisar a estrutura da dupla hélice do DNA
em uma escala macroscopica, observamos que nucleotideos repetem ao longo da dupla
hélice. Dessa forma, ao examinar o comportamento global percebemos a formacao de
uma estrutura polimérica, nos permitindo que seja possivel realizar uma analise do DNA
sem nos preocuparmos com a estrutura quimica dos nucleotideos e aplicar metodologias
similares as estudadas na area de Fisica dos Polimeros [24, 25, 26].

Na Fisica de Polimeros, dois parametros mecanicos fundamentais sao amplamente uti-
lizados para caracterizar esses materiais: o comprimento de contorno (L) e a persisténcia
(A). O comprimento de contorno ¢ definido como a extensao total da cadeia polimérica
em sua conformacao linear. No caso do “DNA natural” !, esse parametro é determinado
pelo nimero e tamanho dos pares de base. Ja o comprimento de persisténcia é uma me-
dida da correlacao espacial de perturbacoes locais na conformacao da molécula. Em um
modelo discreto, pode ser interpretada como a distancia média entre dobras consecutivas
da cadeia polimérica, enquanto no caso continuo, ¢ descrita por meio da funcao de au-
tocorrelacao dos vetores tangentes a estrutura. Dessa forma, quanto maior a rigidez do
material, maior serd seu comprimento de persisténcia [27].

A comparacao das escalas de comprimento, persisténcia e contorno, é essencial para

classificar os polimeros, permitindo determinar se estamos lidando com um polimero em

!Neste contexto, considera-se "DNA natural"aquele na auséncia de ligantes.
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um regime de cadeia rigida, onde a persisténcia é significativamente maior que o compri-
mento de contorno, ou em um regime de cadeia flexivel, onde o comprimento de contorno
¢ muito maior que a persisténcia, como representado na figura 3.1. Também podemos
encontrar um regime intermediario, onde o comprimento de contorno é maior que a per-

sisténcia [28].

a) b) o

Figura 3.1: Rigidez de um polimero sob o ponto de vista geométrico. a) Rigido: A > L ;
b) Semiflexivel: A < L; ¢) Flexivel: A < L [29].

O A-DNA, em sua forma natural, exibe caracteristicas mecanicas que estao em um
ponto intermediario entre o regime rigido e o flexivel. Suas dimensoes, com um valor de
A ~ 50 x 107 m para o parametro de persisténcia e L ~ 16,5 x 1077 m para o compri-
mento de contorno, colocam-no na categoria de polimeros semi-flexiveis [30].

Em solucao aquosa, a molécula de DNA esté sujeita a colisdes com outras particulas, o
que pode resultar em modificagoes até atingir um novo ponto de equilibrio. Essas confor-
magoes dependem principalmente da temperatura e composigao do meio [31]. Portanto, a
aplicacao de uma forca externa em uma das pontas também pode causar deformacoes na
extensao e no giro da estrutura, sendo necessario gastar energia para modificar a molécula
em relacdo & sua conformagao inicial [32].

Ao aumentar a temperatura do meio, aumentamos a taxa de colisbes com a molécula
de DNA, levando a um aumento no nimero de dobras e, consequentemente, a uma maior
variedade de conformacoes disponiveis, resultando em um aumento na entropia do sis-
tema. De forma analoga, em baixas temperaturas, a molécula de DNA tende a ficar mais

rigida, assemelhando-se a uma vareta rigida, diminuindo a entropia [33].

3.2 Modelo de Kratky - Porod

O modelo desenvolvido por Otto Kratky e Giinther Porod em 1949 representou um
marco na compreensao da relacao entre a curvatura de um polimero e sua energia. Por
meio de experimentos com a técnica de espalhamento de raio-X, conduzidos com o com-
posto policloreto de vinila, eles estabeleceram uma conexao direta entre a geometria mo-
lecular do polimero e sua energia [34].

Na sequéncia serd demonstrado como obter a energia de uma cadeia polimérica em

funcao da curvatura e de seus parametros mecanicos.
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Figura 3.2: Representacao grafica de um polimero arbitrario, cujo r(s’) e r(;”) repre-
Sl

—

sentam vetores que localizam pontos arbitrarios do polimero e os t(s') e t(s"”) vetores
tangentes a esses pontos.

Podemos definir a curvatura de uma curva como a taxa de variagao do vetor tangente
em relacao ao comprimento do arco da curva. Na Figura 3.2, a curva esta parametrizada
pelo parametro s, e o vetor 7(s) representa dois pontos arbitrarios sobre ela. Utilizando
técnicas do célculo diferencial, o vetor tangente f(s) pode ser definido como a derivada do

vetor posicao 7(s) em relagdo ao parametro s, ou seja,

-,

_ (977(5)'

t(s 3.1
(5) = =5 (31)
A partir disso, podemos expressar a curvatura em termos do vetor tangente.
0*r ot
— === (3.2)
0s? 0s

Seguindo o modelo Kratky-Porod e utilizando resultados obtidos via mecanica de
meios continuos, podemos definir a energia do sistema em funcao do seu comprimento de

contorno, L, e rigidez flexural ? r, pela equagao matematica a seguir [30].

1 L
FE = —
KP 2/<6f/0

3.3 Comprimento de correlacao e regime entrépico

2

o1 4 (3.3)

s

Considerando novamente a Figura 3.2, é possivel demonstrar que o angulo 6 formado
entre os vetores 7(s”) e 7(s') é igual ao angulo formado entre os vetores tangentes £(s”) e

t(s'). Dessa maneira, para um arco de circunferéncia com comprimento s e um angulo 6,

2 A rigidez flexural é a medida da resisténcia de um material & flexdo quando uma carga é aplicada.
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p(xienlos escrever a‘energia comao:

Hf@Q

Earco =
2s

(3.4)

Considerando pequenas curvaturas ao longo do polimero, podemos aproximar a ener-
gia associada ao arco como sendo aproximadamente igual & energia total E e sen(f) = 6.
Essas simplificacoes nos permitem calcular o valor quadratico médio da curvatura utili-

zando métodos estatisticos e integrais gaussianas [35]:

) == (35)
onde A = (ks é definido como o comprimento de persisténcia, 3 = k,T" com k; sendo a
constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta.

Podemos observar que o comportamento do comprimento de persisténcia reflete ca-
racteristicas fundamentais do material em diferentes condi¢oes de temperatura. Quando
a temperatura aumenta em dire¢ao ao infinito (T — +00), as interag¢oes térmicas se tor-
nam dominantes, levando as cadeias poliméricas a se movimentarem de forma mais livre
e aleatdria. Isso resulta em uma maior flexibilidade da molécula, ji que as ligacoes mo-
leculares sao menos restritas pela energia térmica, permitindo uma maior capacidade de
deformacao [36, 37].

Por outro lado, quando a temperatura se aproxima do zero absoluto (T — 0), a energia
térmica diminui significativamente, reduzindo a agitacao molecular e fazendo com que as
cadeias poliméricas se comportem de maneira mais ordenada e rigida. Nesse regime, as
ligagoes moleculares tém menos energia para se mover, resultando em uma estrutura mais
estatica e semelhante a uma vareta rigida [36].

Além disso, ao adotarmos uma abordagem geométrica para examinar o comporta-
mento das cadeias poliméricas, temos a oportunidade de explorar as direcoes locais ao
longo da curva da molécula. FEsses vetores delineiam a orientagao da cadeia polimérica
em varios pontos ao longo de sua extensao. Assim, podemos aprofundar essa andlise de
forma geométrica ao considerar o valor médio dos vetores tangentes a curva da molécula
[37].

Podemos conduzir essa mesma andlise de maneira geométrica, utilizando os vetores
unitarios tangentes a curva, representados por #(s”) e t(s'), conforme ilustrado na Figura
3.2. Desse modo, o valor médio desses vetores pode ser calculado utilizando a equacao a
seguir:

(t(s") - t(s")) = (cos(0)) (3.6)
cujo valor méaximo é 1.

No cenério de pequenas curvaturas, utilizando a série de Taylor e desprezando termos
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de ordem superiores chegamos na seguinte expressao:

(6°) s
cos(f)y=1——=1— —, 3.7
(cos(0)) = 1- 25 2 (37)
em que A é o comprimento de persisténcia e (#%) ¢ o valor quadratico médio da curvatura.
Essa aproximacao para pequenos arcos S possui semelhancas com a expansao em série
de Taylor da funcao exponencial f(x) = exp(—z). Dessa maneira, podemos reformular a

equacao 3.7 de modo mais sintético como:
((s') - (s")) = eap (—%) . (3.8)

A partir da equacao 3.8 é possivel demonstrar que, para uma vareta rigida, a persis-
téncia tende a infinito, isso, na pratica, significa que, mesmo sob forcas ou perturbacoes

externas, a vareta mantém tende a permanecer com sua orientagao original.

3.4 Modelo Worm Like Chain (WLC)

O modelo Worm Like Chain (WLC), conhecido em portugués como Cadeia Tipo Ver-
miforme, ¢ uma ferramenta fundamental para descrever o comportamento elastico da
molécula de DNA quando submetida a baixas forcas externas, até aproximadamente 5
pN. Esse cenario é denominado regime entrépico, uma vez que se concentra nas mudancas
conformacionais da molécula em resposta a estimulos externos [38|.

Dessa maneira, podemos tratar o sistema baseando-se em trés situacoes distintas. A
primeira situagdo denominamos de estiramento proximo do equilibrio (pequenos estira-
mentos), na segunda condi¢do, chamamos de estiramento longe do equilibrio (proximos
a configuragao retilinea). Por fim serd apresentado, aquela situacdo que realizamos um

estiramento arbitréario [39].

3.4.1 Estiramento préximo do equilibrio

Nessa secao iremos tratar o sistema em condicoes proximas ao equilibrio. Desprezando
efeitos de curvatura do polimero, e considerando que a cadeia é extensa e formada por
um processo de caminhada aleatoria é possivel mostrar utilizando o Teorema Central do
limite que a distribuicao de probabilidade do vetor ponta a ponta * desse polimero segue
uma distribuicao normal. Esse teorema estabelece que a soma de um grande ntimero de
varidveis aleatorias independentes segue uma distribui¢do normal [29).

Definindo R como o vetor distancia ponta a ponta, temos que a distribuicao de pro-

3Definido como o vetor que conecta as extremidades do polimero.
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babilidade desse vetor é dada por

Estamos interessados no comportamento macroscopico do sistema no equilibrio a uma
temperatura fixa T. Dessa maneira, podemos associar nossa distribuicao de probabilidade
ao fator de Boltzmann, exp(—FH(Q)), com Q é o grau de liberdade da nossa Hamiltoni-
ana [40]. Em nosso sistema, temos como grau de liberdade a distancia ponta a ponta da

cadeia; portanto temos que a nossa energia associada ao polimero pode ser estimada em:

3R?
ER)=———= (3.10)
26 (AR)
Nesse contexto, estamos interessadas na for¢a de estiramento, a qual podemos expres-
sar em termos da energia potencial pelo vinculo F, = waLp. Assim, para encontrar

a forca de estiramento ao longo de uma direcao precisamos do valor médio quadratico
do moédulo do vetor ponta a ponta. Esse parametro depende do regime em que estamos
considerando o nosso polimero, nesse caso entao iremos apresentar ele em dois regimes
extremos, flexivel e rigido. As demonstracoes para o calculo da distancia ponta a ponta
quadratica média nos dois regimes podem ser encontradas na referéncia [23|. Também
iremos considerar em nosso experimento que o estiramento ocorre ao longo da direcao z.

Dessa maneira, temos a seguir entao os dois casos:

I. No regime flexivel (L > A), a média quadratica da distancia ponta a ponta é dada
por (AR)> = 2AL. Em Substituindo esse resultado na funcio 3.10 e derivando

parcialmente em relacao a variavel z, obtemos:

(2) = 3k, T
- 2AL

z (3.11)

Temos que a forca é diretamente proporcional ao estiramento, cuja constante de propor-

3k, T
2AL "

sistema classico, tendo em vista que esse resultado seria o mesmo se fosse considerado

cionalidade é dada por Esse resultado evidéncia que estamos tratando como um

uma mola ideal que pode ser estirada em trés dimensoes e utilizado

IT. No caso oposto, A > L, a persisténcia é significativamente maior que o compri-
mento de contorno, caracterizando o regime rigido. Aplicando a mesma abordagem
utilizada anteriormente, obtemos que o valor quadratico médio da distancia ponta a

ponta ¢ igual ao quadrado do comprimento de contorno, ou seja, <AR>2 = L2

Esse resultado é previsivel, pois, nesse regime, a cadeia polimérica tem o comportamento
semelhante a uma vareta rigida. Assim, quando submetemos o polimero a forcas externas,

nao temos alteracao no seu comprimento de contorno.
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3.4.2 Estiramentos longe do equilibrio

Nesse regime, consideramos que a cadeia polimérica segue uma conformagdao quase
linear, tornando assim relevantes efeitos de curvatura. Para isso iremos usar o modelo de
Kratky-Porod, com um vinculo na energia que mantém a estrutura em uma conformacgao

quase linear [34]. Dessa forma, podemos escrever a energia como

L, 52
Rf 0°0 |2
E=" (—‘ ds — Fz, 3.12

2 /0 0s? (3.12)
de modo que F atua como um multiplicador de Lagrange para manter o comprimento z
constante. Nesse contexto, temos que o vetor tangente ao polimero é quase paralelo a

conformacgao da molécula e z ~ L [41].

kT
4A

F(z)

1
;|- (3.13)
) ]

sendo k, a constante de Boltzmann, T temperatura absoluta, A é o comprimento de

persisténcia, L é o contorno e z estiramento da molécula.

3.4.3 Estiramento arbitrario

Nas subsecgoes anteriores, foram analisadas as condicoes associadas a curtos e longos
estiramentos, respectivamente. Nesse contexto, espera-se que estiramento préximo do
equilibrio esteja contido em situagoes longe do equilibrio. De modo que quando feita
uma expansao em série de Taylor na funcao 3.13, em z ~ 0 retorne a expressao do curto
estiramento.

No entanto, esse processo nao é verdade, aparece a adicao de um termo independente

resultado obtido no regime elastico, como mostrado a seguir [30]:

kI (1 z
FO o 22 (2 2 14
A \ata (3:14)

Para corrigir essa expressao, foi proposto no ano de 1995, pelos pesquisadores John F.
Marko e Eric D. Siggia a inser¢ao do termo ¥ — %‘ na funcao 3.13 via interpolacao. Ao
adicionar esse termo, torna-se possivel estimar os parametros de contorno e persisténcia
em quaisquer condigoes, estiramentos curtos e longos [42].

Adicionando esses dois termos, obtemos, assim, a expressao generalizada forca entro-

pica do DNA em funcao da extensao.

T
T A

F(z)

Lz 1 (3.15)
t-g)° Lo |
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O modelo permanece valido até valores proximos de 0,9L, equivalente, assim, a um
sistema em que o DNA estd submetido a poucos piconewtons. Em outras palavras, a
equacao de Marko e Siggia é valida apenas ao regime entropico. Na Figura 3.3 temos um
grafico obtido para um DNA natural da forca em funcdo da extensdao, em azul o ajuste

com funcao de Marko Siggia e preto sao pontos experimentais.

(3]

A=5201 nm
L =18,87 um

Forca aplicada (pN})

=
L
—
=
=
L

Extenséo (um)

Figura 3.3: Grafico da for¢a em funcao da extensao para uma molécula de DNA no regime
entropico, os pontos experimentais foram ajustados utilizando a funcao de Marko Siggia
para a obtencao dos parametros mecanicos. Fonte: Proprio autor.
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Capitulo 4
Interacoes DNA - Ligantes

Discutiremos aqui os tipo de interacdes da molécula de DNA com ligantes que, em
geral, modificam as propriedades mecéanicas do complexo resultante em relacdao ao biopo-

limero original.

4.1 Equilibrio quimico das interacoes DNA-Ligantes

Em um sistema fechado com dois ou mais componentes, as reacoes ocorrem até al-
cancar um estado de equilibrio. A estabilidade desse sistema é influenciada por fatores
externos, como temperatura, umidade e pressao, assim como por fatores internos, in-
cluindo concentracao, volume e pH. As alteracoes e ajustes no equilibrio resultantes de
perturbacoes externas nas reacoes quimicas foram inicialmente descritas por Fritz Haber
e Carl Bosch no inicio do século XX e posteriormente formalizadas pelo francés Henri Le
Chatelier [43].

O equilibrio quimico é atingido quando a transferéncia de matéria e energia entre o sis-
tema e 0 meio sao mantidas constante. Neste estudo, tanto o DNA quanto um composto
em solucao serao expostos as mesmas condi¢oes ambientais, permitindo que as constantes
de ligagao sejam determinadas [44].

Nesse contexto, consideraremos a reacao quimica entre dois reagentes e provocando a
formacao de um produto: A reage com B, resultando na formacgao da nova estrutura C,

conforme descrito na reacao abaixo:
K;
A+ B=—=C (4.1)
Ka

Os coeficientes K; e K, recebem o nome constante de equilibrio da associacao e dis-

sociagao, respectivamente [45]. Esses parametros definem a afinidade da ligagdo quimica
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em determinada concentracao, em termos matematicos podemos definir como:
K= ——— Kyg=K'=""= (4.2)

No experimento com molécula tnica de DNA e ligante, duas situacdes podem ser
observadas: as moléculas do composto estao ligadas ao material genético ou livre em
solugao. Tendo em vista que estamos interessados em como um composto interage com
DNA, é interessante redefinir as grandezas em termos da fracao ligada. Em seu caso mais
simplificado, podemos definir [A] = Cf como a concentracao de ligantes livres, [C] = ),
concentragdo de ligantes ligada ao DNA e por fim, [B] = Cy, — G, em que Cp, ¢ a
concentragao de pares de base. Assim, podemos reescrever a equacao (4.2) em termos dos

novos parametros da seguinte forma,

KiC;

" 1+Ki0f’

(4.3)

nesta equacao de equilibrio, introduzimos a variavel r, definida como a fracao ligada,
dada por r = c%l;’ que representa a razao entre a concentragdo de moléculas ligadas (Cj)
e a concentragao total de pares de bases disponiveis (Cj,). Em outras palavras, r pode
ser interpretada como a quantidade de moléculas ligadas por par de base do DNA. Essa
maneira de descrever o sistema foi proposto pela primeira vez por George Scatchard em
1949, escrevendo a fracao ligada em funcao da concentracao de ligantes e a constante de
associacao. Esse modelo, conhecido como Isoterma de Scatchard, é aplicivel a sistemas
nos quais a temperatura ¢ mantida constante [46].

A equacao formulada dessa maneira possui simplificacoes importantes. A primeira
simplificacao esta relacionada ao fenémeno conhecido como cooperatividade, no qual uma
molécula, ao interagir com outra, pode influenciar as ligacdes subsequentes e a segunda
simplificacdao, presume que apenas uma molécula é capaz de se ligar a um par de bases

do DNA, o que seréa discutido com mais detalhes ao final do capitulo.

4.2 Tipos de interacoes - Intercalacao

A interagao de intercalagao no DNA é um fené6meno em que certas moléculas podem
inserir-se entre os pares de bases nitrogenadas adjacentes da dupla hélice de DNA, como
ilustrado na figura 4.1. Essas moléculas intercaladoras sao frequentemente compostos
planares e aromaticos, com uma estrutura que lhes permite se encaixar entre os anéis
de bases do DNA. Isso ocorre devido a formacao de ligagoes m-m stacking, uma atracao
eletrostatica entre os orbitais 7 das moléculas intercaladoras e as bases do DNA [47].

Um dos primeiros relatos de intercalacao ocorreu em 1960, quando a técnica difracao

de raio-x foi empregada para investigar a interacao entre compostos da classe Acridina.
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Esses compostos sao utilizados para controlar a acao de bactérias e parasitas, além de
serem empregados como corantes biologicos [48].

Quando uma molécula intercaladora se insere entre os pares de bases do DNA, ela
modifica as propriedades estruturais da molécula de DNA. O ligante ao ligar entre essas
estrutura, provoca uma torcao na dupla hélice no sentido de desfazer a estrutura causando
um aumento no espagamento entre os pares de base [49).

A capacidade dos compostos intercaladores de modificar a estrutura do DNA tem sido
explorada terapeuticamente, especialmente no desenvolvimento de agentes anticancerige-
nos e antimicrobianos. Esses compostos podem inibir a acao de enzimas responsaveis pelo
superenrolamento e desenrolamento do DNA, processos fundamentais para a replicacao,
transcricao e reparo celular. Dessa forma, a interrupc¢ao dessas fungoes pode levar a morte
de células tumorais ou patogénicas. Além disso, a intercalacdo do DNA pode interferir
na correcao de regioes genomicas danificadas, dificultando a recuperacao de mutagcoes.
Esse mecanismo é utilizado para potencializar o efeito de tratamentos quimioterapicos,

aumentando sua eficacia [50, 51].
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Figura 4.1: Representacao da interacao de intercalacdo no DNA: molécula inserida entre
os pares de bases da dupla hélice. Fonte: Préprio autor.

4.3 Tipos de interacoes - Ligacao de fendas

Durante a formagcao da dupla hélice do DNA, os grupos fosfato presentes nos nucleo-
tideos conferem uma carga liquida negativa a molécula, abrangendo as fitas e as fendas.

Dessa forma, compostos cationicos em solugao aquosa, que perdem elétrons e adquirem
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carga positiva, podem interagir com o DNA por meio de ligacoes eletrostaticas. Essas in-
teragoes ocorrem preferencialmente nas fendas maior e menor da hélice, onde a exposicao
dos grupos funcionais dos pares de bases facilita a ligacao, sendo a forca e estabilidade
dessas interacoes influenciadas pela forga idnica do meio [13].

Em uma escala macroscopica, as interacoes de longo alcance sao predominantemente
de natureza coulombiana, resultando na atracao entre os grupos fosfato negativamente
carregados do DNA e os grupos funcionais organicos dos compostos cationicos. Por outro
lado, em uma escala microscopica, as interagoes de curto alcance ocorrem, onde os dipolos
das moléculas interagem para formar estruturas permanentes ou induzidas. Esse tipo de
interacao é mediado pelas forcas de Van der Waals, as quais sao interagoes intermolecula-
res fracas, mas importantes na estabilizacao das associacoes entre os compostos cationicos
e o DNA [52].

A interacao entre compostos cationicos e as fendas do DNA é essencial para a qui-
mioterapia e o desenvolvimento de antibioticos, pois permite a ligagao seletiva desses
compostos ao DNA de células cancerigenas, tornando a terapia mais eficaz e segura. Essa
seletividade induz a apoptose das células doentes, preservando os tecidos saudaveis e re-
duzindo os efeitos colaterais [53, 54]. Além disso, ao atuarem de forma direcionada, esses
compostos aumentam a eficiéncia do tratamento e minimizam as reacoes adversas asso-
ciadas & quimioterapia convencional, proporcionando uma abordagem terapéutica mais
precisa e uma melhor qualidade de vida para os pacientes [55].

Essa capacidade de minimizar os efeitos colaterais indesejados podem tornar os tra-
tamentos mais confortaveis e menos invasivos, proporcionando uma experiéncia mais po-
sitiva para os pacientes. Esses avancos nao apenas beneficiam diretamente os pacientes,
mas também tém o potencial de impulsionar o desenvolvimento de novas terapias e abor-

dagens terapéuticas inovadoras para uma variedade de condi¢oes médicas [56].

Figura 4.2: Representacao da interacao entre fendas maior e menor com DNA. Fonte:
Proprio autor.
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Alguns compostos podem manifestar mais de um tipo de interacao, como o caso da
Cloroquina que dependendo da forca ionica do meio pode apresentar tragos de intercalacao

ou ligacao de fendas [57].

4.4 Multiplos modos de ligacgao e interacao covalente

Alguns farmacos desenvolvidos para o tratamento do cancer, como os complexos de
platina, exemplificam agentes capazes de estabelecer miltiplos tipos de interacao com o
DNA ou manifestar ligagoes covalentes. Essas ligacoes covalentes implicam na formagao
de vinculos estaveis entre 4&tomos, como os presentes na cisplatina, e os &tomos de nitro-
génio das bases nitrogenadas do DNA. Essa versatilidade de interacao é influenciada nao
apenas pela estrutura quimica desses compostos, mas também por fatores ambientais,
como a for¢a idnica do meio, concentragao, pH, entre outros aspectos. [58] Tais distor¢oes
interferem na replicacao e transcricao do DNA, bloqueando a sintese de novas moléculas
necessarias para o crescimento e sobrevivéncia das células cancerigenas.

Um composto famoso, Psoralen, utilizado para o tratamento de melanomas, vitiligo e
outras doencas relacionadas ao tecido epitelial possui interacoes mais complexas. Esse
ligante quando exposto a luz UVA, Ultravioleta A (A ~ 320 — 400nm), forma liga-
cao covalente com DNA, diferentemente quando sujeito & acao do UVB, Ultravioleta
B (A ~ 280 — 320nm), cuja interacdo com a molécula de DNA ocorre via intercalacao
[59, 60].

Os complexos de platina, representados pela cisplatina e carboplatina, constituem uma
classe essencial de compostos na quimioterapia do cancer, estabelecendo uma conexao in-
dissolivel com o DNA. Sua capacidade de estabelecer ligacoes covalentes com o DNA,
entre os atomos de platina e nitrogénio das bases nitrogenadas, desestruturam a dupla
hélice do DNA, interferindo na replicacao e transcricao do material genético resultando
na inibi¢ao do crescimento celular [61, 62].

Psoralen e complexos de platina sao exemplos que ilustram a complexidade e a sofis-
ticacao das abordagens terapéuticas na batalha contra o cancer. Suas interacdes multi-
modais com o DNA, como ilustrado na figura 4.3, fornecem informagdoes valiosas sobre os
mecanismos moleculares subjacentes ao cancer, estabelecendo um alicerce para o desen-

volvimento de novas estratégias terapéuticas [63].
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Figura 4.3: Tlustragao demonstrando diversos tipos de interagoes possiveis entre compostos
e o DNA. Adaptado de [64]

Dado que um composto pode interagir com o DNA por diferentes mecanismos, ocu-
pando distintos modos de ligacao e exibindo variadas origens de interacao, torna-se fun-
damental o desenvolvimento de uma isoterma capaz de quantificar e caracterizar esses
processos com precisao. Na secao a seguir, serd apresentada a isoterma de McGhee-von
Hippel, adotada como base deste estudo, a qual permite a obtencao de parametros bi-
oquimicos essenciais, como a fragao de moléculas ligadas, o nimero de sitios ocupados e
a constante de associacao quimica, proporcionando uma compreensao detalhada da inte-

racao.

4.5 Modelo de McGhee-von Hippel

A interacao de um composto com a molécula de DNA pode modificar de diversas
maneiras o funcionamento do DNA, dependendo da natureza do composto e do modo de
interacdo. Dessa forma, considerando que uma molécula pode interagir de mais de uma
maneira, a depender do meio e ocupando mais de um sitio de ligacao, surge o modelo de
exclusao de vizinhos [65].

Desenvolvido a partir de modelos estatisticos de probabilidade condicional e principios
fisico-quimicos, no ano de 1974 os pesquisadores, James D. McGhee e Peter H. Von Hip-
pel, sugerem um modelo novo para avaliar a interacao entre compostos organicos com a
molécula de DNA, destacando por considerar uma abordagem probabilistica e bioquimica
de um novo parametro N. A variavel N, nimero de exclusao dos sitios ligados,ou seja
quantos pares de base por molécula de ligante possibilitou a melhor compreensao de que

um composto pode ocupar mais de um sitio [66].

I
Cy

Se considerarmos o caso mais simples, um ligante ocupa apenas um sitio de ligacao,

(4.4)

K(1— N7) { L= N )J o

1—-(N-1
ou seja parametro IN igual a 1 na equacao 4.4, retornamos a isoterma anterior descrita
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por Scatchard 4.3. Evidenciando assim, a versatilidade do modelo proposto, se adap-
tando a diferentes contextos de ligacao molecular, fornecendo informacoes valiosas sobre

as interagoes moleculares em estudo [67].
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Capitulo 5
Corante fenotiazinico Azure A

Os corantes fenotiazinicos representam uma classe de compostos organicos notaveis
por suas ligacoes quimicas arométicas contendo Nitrogénio e Enxofre em suas estruturas
moleculares [68]. Dentro dessa classe, destaca-se o Azure A, devido seu papel significativo
em diversas areas cientificas e industriais, tais como marcadores de células tumorais e
desenvolvimento de dispositivos eletrocromicos [69, 70].

Derivado do Azul de Metileno, descoberto em 1906 por meio do processo de desmeti-
lacao, eliminagao do grupo metil da molécula (C'Hj) destacado na Figura 5.1, o Azure A
compartilha propriedades quimicas semelhantes, como fotossensibilidade e solubilidade,
o tornando aplicavel em diversos contextos cientificos, desde marcadores biologicos até
sensores no meio comercial. Embora ambos, Azul de Metileno e Azure A, sejam corantes
fenotiazinicos de coloragao azul, suas propriedades fisico-quimicas apresentam algumas
diferencas. O corante Azure A comparado ao Azul de Metileno é mais estavel quimica-

mente (maior vida ttil), seguro e eficaz em processos bioquimicos |71, 72].

Azul de metileno Azure A
Cl
N HoN S N

~ / ™~

~

N

Figura 5.1: Diferenca na estrutura quimica do Azure A e Azul de Metileno. Circulada
em preto a presenca dos radicais CHy no Azul de Metileno.Fonte: Proprio autor.

Podemos também ver depoimentos na literatura demonstrando que o Azure A com-
parado a geracoes anteriores de corantes, como Azure B e Azul de Metileno, demonstra

maior eficdcia no tratamento de doencas neurodegenerativas. Isso ocorre, uma vez que
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ele inibe enzimas responséaveis pela apoptose e agregados de proteinas que formam os
emaranhados neurofibrilares, fazendo com que ele se torne mais indicado para aplicacoes
biologicas e terapéuticas [73].

Outra caracteristica notavel do Azure A é a fotossensibilidade, tornando o composto
particularmente 1til em diversos tipos de terapias. Sua capacidade de absorver energia da
luz e transferi-la para moléculas proximas o torna eficaz na geracao de espécies reativas de
oxigénio, resultando em danos seletivos as células-alvo. Essa propriedade ¢ amplamente
explorada em aplicacoes terapéuticas inovadoras, especialmente na terapia fotodinamica,
onde o Azure A é utilizado para induzir efeitos terapéuticos especificos em células-alvo.
Essa abordagem é aplicada com sucesso no tratamento de diversas condigoes médicas,
incluindo cancer e doencas infecciosas |74, 75].

Essa caracteristica também desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
de novos materiais e tecnologias, uma vez que é capaz de interagir com substratos e mate-
riais ao nivel molecular. Sua estabilidade e confiabilidade em uma variedade de condi¢oes
ambientais o tornam um candidato ideal para o desenvolvimento de dispositivos eletro-
cromicos, sensores e outros equipamentos avangados [72].

Dessa maneira, ha uma preferéncia crescente pelo uso do Azure A devido a sua menor
toxicidade e melhor relacao custo-beneficio. Essa escolha reflete nao apenas as proprie-
dades quimicas dos compostos, mas também consideracoes praticas e de seguranca em
diversas aplica¢oes, como processos terapéuticos e novos materiais [76].

Quando buscamos na literatura resultados da interacao entre o corante Azure A e a
molécula de DNA, nota-se que temos poucos estudos. No estado da arte, temos resultados
utilizando apenas técnicas de multiplas moléculas, de modo que temos efeitos coletivos
entre a interacao do corante com as moléculas de DNA, tais como Espectroscopia UV-
Vis e dicroismo circular [77, 78]. Também foi encontrado um estudo teorico estabelecendo
um vinculo entre potenciais termodinamicos e a isoterma de MCGhee-Von Hippel, cujo
objetivo era obter os parametros fisico-quimicos de interacao [79]. Nesses trabalhos foi
verificado que a molécula de Azure A interage com o DNA via intercalacao independente
da forca ionica, com parametro de exclusao (N) estimado em torno de 4,5 e constante de

associagao quimica (K;) na ordem de 10° M~
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Parte 11

Técnica e metodologia
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Capitulo 6
Pinca 6ptica

Neste capitulo serd discutido com mais detalhes a respeito da histéria e desenvolvi-
mento da pinga dptica, com os aspectos gerais do funcionamento da técnica aplicada ao

estudo de sistemas DNA - Ligantes.

6.1 Aspecto histérico

Ao final do século XVII, no periodo posteriormente conhecido por Iluminismo surge
a pergunta provocadora "O que ¢ a luz?", aparece assim duas linhas de pensamento
em busca de respostas a pergunta. Em 1690, o fisico holandés Christiaan Huygens
(1629-1695) em seu livro Traité de la Lumiére: Ou sont expliquées les causes de ce qui
Iuy arrive dans la reflexion dans la refraction*(1690) ao tentar responder essa pergunta
desenvolveu uma teoria que defendia a hipotese de que a luz possui um carater ondula-
torio e os fendmenos como reflexao, refracao ocorrem devido & presenca e interagao do
Eter no universo. Posteriormente esses argumentos serviram de alicerce para Teoria On-
dulatoria. Em oposigao a Huygens, o fisico britanico Isaac Newton (1642-1727) em seu
livro Opticks: or, A treatise of the reflections, refractions, inflexions and colours of light
5 (1704) argumenta, a partir da formagao de penumbra e fendomenos astrondomicos, que a
luz é formada por pequenas particulas de massa muito pequena, fundamentando assim o
que posteriormente recebeu o nome de Teoria Corpuscular (80, 81, 82].

Quase 150 anos depois, apos uma série de experimentos e hipoteses, em 1865 James
Clark Maxwell propoe em seu artigo A Dynamical Theory of the Electromagnetic Field
a unificacao entre o eletromagnetismo e a Optica, dando origem assim a teoria cléssica
que temos hoje [83]. Além disso, Maxwell demonstrou de maneira teorica a pressao de
radiacao, relatada pela primeira vez em 1619 por Johannes Kepler observando as caudas

de cometas sendo repelidas pelo Sol [84]. Faltava assim observar o fenomeno de maneira

4Tratado sobre a Luz: Onde sdo explicadas as causas do que acontece com ela na reflexio e na refracio,
em portugueés.
5Optica: ou, um tratado das reflexdes, refraces, inflexdes e cores da luz, em portugués.
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experimental, ao longo dos anos foram realizados diversos experimentos, mas haviam di-
ficuldades relacionadas ao espalhamento e baixa intensidade da luz.

A partir dos estudos teoéricos de Albert Einstein sobre radiacao estimulada e com cris-
tal rubi, nos laboratorios da universidade da Califérnia durante a década de 1960 com
Theodore Maiman e colaboradores, se tornou possivel desenvolver o LASER, (Light Am-
plification by Stimulated Emission of Radiation), feixe de luz monocromatico, coerente
e colimado. Pouco tempo depois, elaborou desenhos ilustrando a éptica dos LASERsS,
ilustrados na figura 6.1, e como ocorre a focalizacao da luz, refragao em sistemas com-
postos por lentes, filamentos metalicos,etc. que posteriormente serviram como base para

dispositivos e desenvolvimento de novos materiais [85].

o
Ridrancel AN, I

Figura 6.1: Desenhos de Theodore Maiman ilustrando os principios fisicos do LASER.[86]

O desenvolvimento do dispositivo possibilitou Arthur Ashkin em 1986 a criar uma téc-
nica de aprisionamento, posteriormente denominada de pinca 6ptica [87]. Recentemente,
no ano de 2018, Ashkin foi laureado pela academia sueca de ciéncia com o prémio Nobel
de Fisica pelo desenvolvimento da técnica de pincamento 6ptico e as suas aplicacoes em

sistemas biologicos [88].

6.2 Teoria da pinga Optica

A técnica de pinca o6ptica é fundamentada no uso de um LASER focalizado, cuja o
objeto aprisionado seja da escala microscopica. Para que ocorra o pincamento sao ne-
cessarias duas condi¢oes, primeira condi¢ao é que o campo elétrico nao seja uniforme e a
outra que o indice de refracao da particula seja maior que o meio circundante. Respei-
tadas essas condicoes, a interacao da luz com a matéria provoca uma competicao entre

duas forcas Opticas, gradiente e espalhamento, cujos modulos dependem da poténcia do
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equipamento e do perfil de intensidade do feixe [89].
Para estimar a forca aplicada sobre uma microesfera podemos utilizar a segunda Lei

5. Po-

demos relacionar a energia do fo6ton com o momento linear da seguinte maneira p = %,

de Newton, a forga resultante é igual variacao temporal do momento linear, F' =

em que p é o momento linear do féton, E é a energia total e ¢ é a velocidade da luz. Dessa
maneira, ¢ possivel estimar a forca que o fo6ton exerce sobre uma microesfera da seguinte

maneira:

ol <5_E> _ Bota-. (6.1)
c \ Ot c
em que P € a poténcia do LASER, estabelecida pela fonte e ¢ é a velocidade da luz.
A poténcia do laser é uma variavel que podemos controlar experimentalmente, que nos
permite alterar a constante de aprisionamento. Para um experimento de ping¢a 6ptica no
regime entropico do DNA, operamos um LASER cuja poténcia estd na ordem de miliwatts
(1073 W). Substituindo esse valor na equagao 6.1, podemos estimar a ordem de grandeza

da forca aplicada da seguinte forma:

1x1073 1

6.3 Regimes 6pticos - Pinca 6ptica

A manipulagao de particulas com a pinca 6ptica sera analisada em dois regimes extre-
mos: o regime de Rayleigh e 6ptica geométrica.

O regime da oOptica geométrica é aplicado quando temos particulas cujas dimensoes
sao muito maiores do que o comprimento de onda da luz incidente. Nesse regime, nao ha
efeitos de interferéncia, diferentemente de quando a luz interage com objetos de tamanho
comparavel ao seu comprimento de onda. No contexto da 6ptica geométrica, os feixes de
luz propagam-se em linha reta, sao independentes entre si e sao reversiveis, sendo assim
nao ha fenomenos de interferéncia e difragdo nesse regime [91].

Ja no regime oposto (Rayleigh), é valido quando as dimensoes das particulas sdo muito
menores que o comprimento de onda da luz incidente, nesse contexto podemos aproximar
as particulas por dipolos elétricos. Para que seja possivel aprisionar nesse regime é neces-
sario uma nao uniformidade no campo elétrico [90].

Nas proximas secoes, serd realizada uma anélise mais detalhada do processo de apri-
sionamento, considerando as caracteristicas de cada regime 6ptico, conforme ilustrado na

figura 6.2, que exemplifica cada regime 6ptico.
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Figura 6.2: Representagao dos diferentes regimes da pinca éptica, a esquerda Rayleight e
direita optica geométrica. Fonte: Proprio autor.

Com a técnica de pinga 6ptica é possivel aplicar forgas na escala de femtonewton (10715
N) até centenas de piconewton (1072 N), dessa maneira ela ¢ classificada como uma
técnica nao invasiva e precisa. Permitindo assim, explorar e compreender propriedades
das mais diversas dreas, como por exemplo na biologia na manipulacao de células, tecidos,

etc. e ligas de materiais ndo usuais como nanoparticulas semi-condutoras [92].

6.3.1 Optica geométrica

No regime da 6ptica geométrica, consideramos as dimensoes do objeto sao muito mai-
ores que o comprimento de onda da luz incidente, e que a luz se propaga em linha reta.
Para que ocorra o aprisionamento 6ptico com, sao necessarias duas condicoes: o indice de
refracao da particula seja maior que o do meio em que ela estd inserida e uma abertura
numérica alta [93].

A primeira condicao esta relacionada ao efeito da refragao. O fendémeno de refragao
ocorre quando a luz atravessa a interface entre dois meios com indices de refragao diferen-
tes, resultando em uma mudanga na sua direcao de propagacao. Quando a luz passa de
um meio com indice de refracao menor para um meio com indice maior, ela se aproxima
da normal da superficie de incidéncia. Tendo em vista que a luz carrega momento linear, a
variagao da quantidade de movimento faz com que a microesfera se movimente em direcao
a regiao focal do LASER [91]. A for¢a que permite o aprisionamento na regiao de maior
intensidade do LASER recebe o nome de gradiente.

Outro fendmeno relevante é a reflexao, que ocorre quando parte da luz incidente nao
é transmitida para o meio adjacente, mas sim refletida de volta para o meio de origem.
A reflexao contribui para a conservacao do momento linear do sistema, impulsionando a
particula na direcao de propagacao do feixe de luz. Ja essa forca que empurra a particula
na dire¢ao de propagagao damos o nome de forca de pressio de radiagao [94].

Na Figura 6.3 temos uma representacao simplificada das forcas do sistema feixe-

microesfera no regime da 6ptica geométrica.
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Figura 6.3: Forcas 6pticas no regime da Optica Geométrica. Na figura (a) o raio refletido
resulta numa forca que empurra a esfera na direcao de propagacao da luz e a refracao da
luz resulta numa forca que direciona a esfera para o foco. Na figura (b) o efeito da refragao
dos raios leva a um ganho de momento transversal pela luz e, assim, resulta numa forca
lateral liquida no sentido oposto. [95].

Além do indice de refracao da particula ser maior que o meio para que ocorra o apri-
sionamento, é necessario que tenhamos uma lente objetiva com alta abertura numérica.
Ao utilizar uma lente com essa condig¢ao conseguimos fazer com que a forca aprisionadora

seja maior que a espalhadora [96].

6.3.2 Regime de Rayleigh - modelo do dipolo elétrico

No regime de Rayleigh, consideramos as dimensoes das particulas muito menores que
o comprimento de onda da luz incidente, dessa maneira podemos aproximar a microesfera
por um dipolo elétrico. Nesse cenario, podemos escrever a forca de Lorentz adaptada
para um dipolo elétrico, apresentada em 6.3, cuja demonstracao pode ser encontrada na
referéncia [97]
dp =

F=(pV)E + - X B, (6.3)

—

onde p é o momento de dipolo elétrico, £ e B sao os campos elétricos e magnéticos
externos, respectivamente. Considerando que a microesfera é simétrica e estd em um

meio linear, podemos reescrever a equacao 6.3 em termos da polarizabilidade elétrica, a,
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a0 invés do momento de dipolo. Assim, a equacao anterior pode ser reescrita como:

Feol|tvidp+ L@« B) (6.4)

2 dt
Devido a intensidade do feixe, a variacao temporal do vetor de Poynting ¢ pequena,
embora presente, pode ser aproximada como constante ao longo do tempo de interacao.
Isso faz com que a contribuicao da variacao temporal do vetor de Poynting seja irrelevante
em comparacao com a forca exercida pelo gradiente do campo elétrico. Assim, ao descrever

o comportamento das particulas na pinga 6ptica, podemos desprezar o segundo termo [98|

=~ 1
|F'| o ozZV] (6.5)

O moédulo do vetor campo elétrico nos da a intensidade do feixe de luz incidente na
microesfera. Assim, quando analisamos na equacao anterior (6.5), temos que a forca
atuante sobre a particula é proporcional ao gradiente da intensidade do LASER. Nesse

caso, estamos trabalhando com um feixe cujo perfil de intensidade é gaussiano.
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Figura 6.4: Forcas opticas do LASER em uma microesfera no regime dipolar. Fonte:
Proprio autor.

Na Figura 6.4, temos uma representacao das forcas 6pticas em dois pontos diferentes
do LASER, em verde a pressao de radiacao e em azul temos a forca de gradiente. Na
primeira (A) temos uma particula localizada a esquerda e em cima do foco, enquanto na

segunda (B) temos a mesma particula posicionada sob o foco do LASER.
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Capitulo 7

Rotina experimental e abordagem

metodologica

Neste capitulo serd apresentado com detalhes a metodologia utilizada no preparo de

amostras e especificacoes dos equipamentos utilizados ao longo da pesquisa.

7.1 Aparato experimental

Na representacao esquematica do experimento de pinga Optica utilizada em nosso
laboratério na UFV, empregamos um microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U. Este mi-
croscOpio possui uma lente objetiva com aumento de 100x e abertura numérica de 1,4.
As microesferas sao deslocadas em relagao ao meio com um sistema de deslocamento,
piezoelétrico, especificamente o modelo PI nano E-727. Este piezoelétrico é conectado
a um computador equipado com um software capaz de produzir deslocamentos na es-
cala nanométrica. O software permite o controle preciso e detalhado do deslocamento da
amostra, fornecendo uma manipulacao altamente controlada das particulas. Além disso,
0 equipamento conta com um estigio manual, que consegue movimentar a amostra ao
longo dos eixos vertical e horizontal (eixos X Y).

Em nossos experimentos utilizamos um LASER infravermelho, modelo MIL III, cuja
poténcia maxima é 1,5 W e comprimento de onda A = 1064 nm. O feixe do laser percorre
um trajeto 6ptico que inclui lentes, cuja funcao é expandir e colimar o feixe, além de
espelhos, que direcionam o feixe em direcao ao microscopio.

Outro fator importante é a calibracao da pinca Optica, processo realizado toda vez
em que ha uma modificagao na montagem experimental ou na poténcia utilizada. Esse
procedimento é essencial para o experimento de DNA, pois a partir dele conseguimos
determinar a constante de forca, qual a forca necessaria para deslocar a microesfera em

uma diregao [99].
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Figura 7.1: Figura esquemaética do aparato experimental a esquerda, e a direita, uma
fotografia da montagem optica utilizada nas medidas. Fonte: Proprio autor.

Na Figura anterior, 7.1 , temos a esquerda uma representacao esquemaética da pinca
optica utilizada no laboratorio de Fisica Biologica da Universidade Federal e a direita

uma fotografia demonstrando o aparato experimental.

7.2 Preparo de amostra

Neste experimento, é fundamental que 0 DNA-)A (New England Biolabs) esteja firme-
mente fixado tanto ao porta-amostras quanto a uma microesfera em suas extremidades.
Para realizar este procedimento, é necessario seguir um protocolo pré-estabelecido. Esse
processo implica na montagem de um porta-amostras, onde um anel de borracha do tipo
O-ring é aderido ao centro de uma laminula de vidro com parafina. No interior deste
anel, é aplicada uma solugao contendo o DNA-) juntamente com uma microesfera de
poliestireno de 3,0 um revestida por estreptavidina (Bangs Laboratories,Inc), em meio a
solugao salina Tamponada com Fosfato (PBS 150). Esse meio ¢ utilizado afim de garantir
condigoes salinas proximas aquelas encontradas no corpo humano.

Para o preparo da amostra de DNA, inserimos em um microtubo tipo Eppedorf, micro-
esferas de poliestireno revestidas com estreptavidina, DNA biotinalado e PBS 150. Uma
vez homogenizado esse meio com auxilio de uma pipeta, deixamos essa solucao em banho
térmico a 37°C' durante uma hora, permitindo com que uma das extremidades do DNA
se ligue a microesfera.

Para o preparo do porta amostra utilizamos uma laminula de vidro revestida por 20

pL da solugdo de proteina albumina de soro bovino biotinilada (BSA-Biot), diluida em
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Tampao A ® na concentragao de 1,8 mg/ml, e colocada no fluxo de luz ultravioleta afim de
evitar a proliferacdo de bactérias. Apds esse processo, retiramos o excesso de BSA-Biot e
lavamos com Tampao A. Em seguida, repetimos o mesmo protocolo na mesma laminula
com uma solucdo de Estreptavidina diluida em PBS 150 na concentragao 0,1-0,25mg/ml e
lavamos com PBS 150. Apos seguir esse protocolo, levamos o porta amostra até o micros-
copio e aguardamos a formacgao do padrao de estreptavidina. Uma vez formado padrao,
adicionamos a solucao de DNA que estava em banho térmico e comecamos o experimento.

Na sequéncia, Figura 7.2, temos um esquema resumido demonstrando os passos para

o preparo do porta-amostra.
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Figura 7.2: Representacao esquemética de preparo do porta amostras da laminula de
DNA.

7.3 Experimento na pinca Optica

Uma vez depositada a amostra no microscopio, é possivel encontrar configuracoes di-
ferentes, como microesfera em movimento Browniano livre, presa ao fundo da laminula
e DNA aderido a microesfera. Para identificacao de uma microesfera com DNA, é ne-
cessario que ao pinca-la e deslocar a laminula temos microesfera retornando a posicao de
equilibrio. Somente assim sera possivel retirar medidas mecanicas do DNA. Apos encon-
trar essa configuracao, serao realizadas cinco medidas a partir da posicao de equilibrio e
retirada a média simples dos valores obtidos.

Para realizar uma medida é solicitado, via software, que o piezoelétrico se movimente
ao longo de uma direcao com velocidade constante. Em nosso experimento filmamos a

microesfera presa em uma das pontas pelo DNA aderido ao fundo da laminula e outra pela

6Solucdo preparada a partir de dgua deionizada com 10 mM de MgCl, , 40 mM de KCl, e 25 mM de
Tris-HCI, cujo resultado final é uma solugdo com pH 8.
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pinga Optica, e deslocamos esse sistema com velocidade de 0,1 um/s. A partir do filme
obtido, utilizando o software ImageJ torna-se possivel obter informagoes sobre a posi¢ao
da microesfera e quantidade de frames. A partir da relagdo pixel-micrometro (obtida
anteriormente), é possivel determinar a posi¢do da particula e assim, obter a distancia
percorrida pela microesfera. Utilizando um software para analise gréafica e ajuste de curva,
podemos utilizar a equacao 3.15 para estimar persisténcia e o contorno do DNA.

Para um experimento ideal de pinga 6ptica é necessario que seu contorno natural L
esteja em torno de 16,5 pm e que a persisténcia esteja proxima de 50 nm [100]. Apoés
completar as analises com o DNA natural, realizamos a troca do meio, depositando a
solucao de ligantes.

Durante o processo de troca do meio, retiramos a solucao contida no anel de vedagao,
com DNA solto, e adicionamos cerca de 100uL de reagente. Aguardamos o tempo neces-
sario para ocorrer a reacao entre o ligante e a molécula de DNA. Em seguida, realizamos
cinco medicoes adicionais para obter os novos comprimentos de contorno e persisténcia do
complexo DNA-ligante. Outras aliquotas sao trocadas com concentragoes crescentes € o
processo é repetido, visando construir uma curva das propriedades mecanicas em relacao
as concentracoes finais.

Na Figura 7.3, temos uma ilustracao demonstrando como o experimento de estira-
mento do DNA é conduzido. Podemos ver em azul a laminula, forca que o DNA faz sobre

a micro-esfera em verde e por fim, em amarelo a forca gerada pela pinca 6ptica.

\ /
POTENCIAL \ /
OPTICO

FORCA DNA

LAMINULA |

Figura 7.3: Estiramento da molécula de DNA via pinca 6ptica. Fonte: Autoria propria.
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7.4 Preparo de aliquotas de corante Azure A

Considerando a fotossensibilidade do corante Azure A e a auséncia de metodologias
para a sua conservagao, foi necessario desenvolver um protocolo que prevenisse a degra-
dagao e processos fotoquimicos, assegurando a manutencao do padrao de qualidade do
composto.

Neste experimento, foram prepararadas solucoes a 5 mM e 100uM, que foram arma-
zenadas em tubos Eppendorf escuros para protecao contra a luz. Esses tubos foram, por
sua vez, colocados em caixas vedadas com papel aluminio e mantidos na geladeira por
no maximo 7 e 15 dias, respectivamente. Na figura 7.4 temos a fotografia demonstrando

como as solugoes-mae foram armazenadas.

-
-

ﬁr‘-h‘d" 6;,,1;., - &bcll\

Figura 7.4: Porta amostras utilizados na armazenagem do corante Azure A, & esquerda
a caixa revestida por papel aluminio e direita microtubos translicidos. Fonte: Proéprio
autor.

As solucoes-filha, utilizadas no experimento de DNA possuiam concentracoes de 0,5-

3,0 uM, nas eram feitas no dia do experimento e deixadas para reagir com DNA por um

periodo de 30 minutos, apds esse tempo eram feitas as medidas de forca por extensao.
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Capitulo 8

Modelo Quenched Disorder

Afim de obter os parametros fisico-quimicos de interacao DNA-Ligantes via proprie-
dades mecanicas, podemos utilizar o modelo proposto por Rocha. Nesse contexto, o DNA
¢ tratado como uma associagao de molas entropicas’ revestidas por ligantes [101].

Por fins didaticos iremos comparar ao modelo de molas classicas que seguem a Lei de
Hooke. As constantes elasticas de mola sao substituidas por comprimentos de persistén-
cia locais e os deslocamentos sao trocados por fungoes de probabilidade da fracao ligada,
dessa forma obtemos funcao 8:

I fo(r) i fi(r) )

A Ay oA, T a,

(8.1)

Na fun¢ao anterior (8), temos no denominador valores Ag, como comprimento de
persisténcia efetivo, A; do DNA natural, e por fim A; ao valor de saturacao, quando a
molécula estd parcialmente revestida por ligantes [102].

Vamos introduzir uma nova variavel, x , que representa a fracdo normalizada de sitios

r

ligados, ou seja r = ——. Tomando como base no principio de que a soma das probabili-

méax

dades é 1, a probabilidade de encontrar um sitio desocupado é 1 — . Assim, reescrevendo

a equagcao anterior temos:
1 1—=z T

A A A&

Ao definir x dessa maneira, podemos relacionar essa probabilidade a uma isoterma ade-

(8.2)

quada. O método de Quenched-disorder consiste em estabelecer uma relacao entre o
comprimento de persisténcia, determinado experimentalmente, e a concentracao de um
composto por meio de uma isoterma de ligacao apropriada. Neste experimento especifico,
os dados foram analisados utilizando a isoterma de McGhee-Von Hippel (4.4), a fim de
obter os parametros fisico-quimicos que regem essa interacao.

Na figura 8.1 temos uma representacdo do DNA sem a presenca de ligantes, com com-

"Mola entrépica é um polimero ou macromolécula em solucdo cuja elasticidade estd no regime entré-
pico.
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primento de persisténcia Ay (imagem A), na sequéncia (imagem B) o mesmo DNA com

parte revestido por ligantes.

Figura 8.1: Na figura (A) temos o DNA natural, sem a presenca de ligantes, enquanto na
figura (B) temos o polimero revestido parcialmente por ligantes. Fonte: Proprio autor.

Considerando que o modelo de exclusao de vizinhos apresenta um ntmero maior de
parametros a serem determinados do que aqueles considerados livres, é necesséario utili-
zar um software adicional para estimar esses valores, nesse caso, foi utilizado o Matlab.
No experimento, foi considerado apenas A, uma vez que a persisténcia apresentou um

comportamento monotdnico em relagao a concentragao

20



Parte 111

Resultados e discussoes
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Capitulo 9

Resultados obtidos

Neste capitulo, apresentaremos os resultados obtidos com a técnica de pinca oOptica
para a interacao entre DNA e Azure A nos regimes de for¢a i6nica 150mM, 10mM e
1mM em PBS. Além disso, discutiremos possiveis razoes para as diferencas observadas
em relagao aos resultados descritos na literatura, que explicam a variagao dos parametros

mecanicos do DNA em func¢ao da concentragao de Azure A.

9.1 Interacao em forca idnica 150mM e 10mM

9.1.1 Analise do comprimento do contorno

Cada ponto preto nos graficos apresentados na Figura 9.1 representa a média simples
de 5 medidas do contorno para cada concentracdo de corante Azure A. A margem de
erro, indicada em vermelho, foi calculada de forma independente para cada conjunto de
medidas. Para obter cada valor em cada concentracao, utilizamos a equacao de ajuste
3.15. As amostras foram diluidas em trés diferentes forcas i6nicas, com o objetivo de
reduzir a ordem de grandeza dos contra-ions em solugao e avaliar possiveis mudancas no
modo de interacao.

Para garantir a precisao e confiabilidade dos resultados, o experimento foi repetido
mais de uma vez, sempre seguindo o mesmo protocolo adotado anteriormente. Essa repe-
ticao foi necessaria devido a sensibilidade do composto & luz. Com esse procedimento, foi
possivel manter a estabilidade da solucao e assegurar o equilibrio quimico entre o DNA e

0 composto.
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Figura 9.1: Gréfico do comportamento do comprimento de contorno do DNA na presenca
de Azure A diluido em PBS 150mM (A) e 10mM (B). Os pontos em preto representam a
média obtida em cada concentragao, em vermelho a barra de erro relativa a média. Dados
do proéprio autor.

Comparando o comprimento de contorno em alta forca idnica, 150mM, e em inter-
medidria, 10mM, notamos uma tendéncia do parametro se manter constante sob essas

condicoes.

9.1.2 Analise do comprimento de persisténcia

Da mesma forma que foi discutido anteriormente na secao dedicada ao gréafico de
comprimento de contorno, aqui adotamos uma abordagem semelhante para obtencao dos
pontos experimentais.

Em solugdo salina com [Na']=140mM e [Na']=10mM, na presenca do corante Azure
A, ocorre uma neutralizacdo parcial das cargas do Azure A devido a blindagem dos ions
presentes no PBS. Isso facilita a aproximacao das cadeias de DNA, reduzindo a repulsao
eletrostatica entre elas. Consequentemente, o DNA adota conformagoes mais compactas,
onde as cadeias se dobram e enrolam sobre si mesmas, resultando em uma diminuicao dos
parametros mecéanicos de persisténcia e contorno do DNA. Essa reducao indica um au-
mento na flexibilidade do DNA, com implicacoes em processos biologicos como a corregao
de danos em pares de bases e os processos de transcrigao e replicagao [103].

Na Figura 9.2 estao apresentados os dados obtidos para o comprimento de persisténcia

em forca ionica 150mM e 10mM, respectivamente.
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Figura 9.2: Grafico do comportamento do comprimento de persisténcia do DNA na pre-
sencga de Azure A diluido em PBS 150mM (A) e 10mM (B). Os pontos em preto represen-
tam a média obtida em cada concentracao, em vermelho a barra de erro relativa a cada
medida.

Comparando a persisténcia nos dois regimes percebemos nitidamente que a molécula
apresenta um carater mais flexivel em forca ionica intermediaria quando comparada a alta
forca ionica. Em ambos os casos, PBS 150 e 10 mM, temos uma interacao entre as fendas
menores do DNA.

9.2 Interacao em baixa forca ionica - PBS 1mM

A forca ionica do meio desempenha um papel fundamental como mediadora no sis-
tema DNA-Ligantes, especialmente quando se trata de eletrélitos, estruturas capazes de
dissociar em soluc¢ao aquosa e liberar ions [104]. Atentando ao fato que o composto estu-
dado possui carater cationico em meio aquoso foram realizados experimentos também no

regime de baixa forga idnica (1mM).

9.2.1 Comprimento de contorno em baixa forca i6nica

Ao diminuir a forca ioénica da solucao, reduzimos a blindagem eletrostatica entre os
grupos fosfato do DNA e o Azure A, devido a presenca do Na™ do PBS. Dessa forma, ao
reduzir a concentracio de Na™ em solucio, favorecemos a ligacio do corante Azure A com
o DNA, permitindo que a molécula possa apresentar outros modos de interagao entre as
estruturas.

Na Figura 9.3 temos ilustrado o comportamento do contorno na presenca do Azure A
diluido em PBS 1mM.
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Figura 9.3: Grafico do comportamento Contorno x Concentracao em baixa forca ionica
1mM. Os pontos azuis representam medidas experimentais, as barras em vermelho a
margem de erro.

Observando o comportamento do comprimento do contorno em solucao de Azure A
com PBS 1 mM e comparando com resultados anteriores, nota-se que a interacao apre-
senta um comportamento distinto. Diferentemente das solucoes de PBS 150 mM e 10
mM, que mostraram um padrao tipico de interacao com as fendas do DNA, nesta condi-
¢ao vemos um crescimento monotonico do contorno em funcao da concentracao, o qual é
a principal caracteristica de uma interacao via intercalacao.

O mecanismo de interagao por empilhamento (ou intercalagao) desempenha um papel
essencial na eficacia dos quimioterapicos. Ao se inserir entre as bases do DNA, o com-
posto induz uma torcao na dupla hélice, no sentido de desfazer a estrutura, aumentando
o contorno e impedindo a interacao com outras moléculas. As modificagoes nas bases
nitrogenadas resultantes bloqueiam a replicacao do DNA, tornando o empilhamento uma

estratégia eficaz no tratamento do cancer [50].

9.2.2 Comprimento de persisténcia em baixa forga idnica

Em sec¢oes anteriores, o comprimento de persisténcia foi apresentado sob o ponto de
vista qualitativos e quantitativos. Esse parametro mecanico fornece informacoes impor-
tantes sobre a rigidez do sistema e ocupa um papel fundamental como vinculo no modelo

Queenched Disorder.
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Figura 9.4: Gréfico do comportamento Persisténcia x Concentracao em baixa forca ionica
1mM. Os pontos azuis representam medidas experimentais, as barras em vermelho a
margem de erro e a linha preta serve apenas como guia visual para experimento.

Ao analisar o grafico do comprimento de persisténcia em funcao da concentracao em
condigoes de baixa forca ionica, Figura 9.4, observa-se um comportamento distinto do
registrado anteriormente. Nessas condicoes, a menor presenca de contra-ions Na' em
solucao reduz a dissociacao do composto Azure A, diminuindo a blindagem eletrostatica.
Com isso, os anéis aroméaticos do composto podem interagir diretamente com os anéis das
bases nitrogenadas do DNA, formando ligagoes mais fortes e aumentando o comprimento
de persisténcia do DNA.

O aumento no comprimento de persisténcia do DNA exerce um impacto significativo
na eficicia de agentes quimioterapicos intercalantes. Moléculas como o Azure A, ao se
intercalarem, modificam a estrutura e rigidez do DNA, afetando processos celulares essen-
ciais, como a reparacao do DNA e a estabilidade cromossémica. Além disso, o aumento da
rigidez do DNA devido a interacao intercalante pode interferir na compactacao do mate-
rial genético, reduzindo a capacidade das células cancerigenas de manter sua integridade

estrutural e funcional [105, 106].

9.3 Parametros fisicos em forc¢a ionicas 150mM, 10mM
e 1mM

Para obtencao dos parametros fisico-quimicos da interacao entre o Azure A e DNA
foram utilizados o modelo Quenched Disorder para as forcas idnicas de 150mM e 10mM,
tendo em vista que o comprimento de contorno manteve-se aproximadamente constante.

Na Figura a seguir (9.5), temos novamente os graficos de persisténcia em func¢ao da
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concentracao de ligantes em alta e baixa forca ionica, ajustados utilizando o modelo teérico
Quenched Disorder.
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Figura 9.5: Grafico do modelo Queenched Disorder da interacao Azure A aplicada em
duas forgas ionicas diferentes; a) PBS 150mM b) PBS 10mM. Em preto os pontos obtidos
experimentalmente, vermelho margem de erro e em azul curva de ajuste. Fonte: Proprio
autor.

A partir do ajuste tedrico foi possivel estimar os parametros da interacao, utilizando
o método de minimos quadrados. Em forca idnica 150mM, obteve-se um valor para
persisténcia local A; = 19,3 nm, com uma constante quimica de associacao K; = 8,5 x 10°
M~1 e o parametro de exclusdo, sitios ocupados por molécula de ligante, N = 0,48, ou
seja para que ocupar um sitio de ligacao é preciso ter duas moléculas de Azure A.

Para analisar e estimar os parametros da interagao em forca ionica intermediaria, PBS
10 mM, uma ordem de grandeza menor na forca ionica, foi adotada uma metodologia
similar & aquela utilizada em solugao PBS 150 mM. Para essa condigao, foi obtido A; =
36 nm, com uma constante de associacao K; — 1 x10°M ! e ntimero de exclusao, N = 1,
uma molécula para cada sitio de ligacao. Esses resultados endossam de que o modo de
interacao em alta e intermediaria forca idnica ocorre entre as fendas do DNA.

Em condigoes de baixa forga idnica, observamos que o modo de interacao entre o Azure
A e o DNA difere daquele observado em situagoes anteriores. Nessa faixa de forca ionica,
ocorre um aumento significativo no comprimento de contorno, resultante da torcao da
dupla hélice, que tende a desfazé-la a medida que o ligante se insere entre os pares de
bases.

Para obtencao dos parametros fisico-quimicos usaremos a mesma isoterma, MCGhee -
Von Hippel, com adaptacoes nos parametros para que seja possivel analisar a concentracao

em func¢ao do contorno. Nessa adaptacao, iremos reescrever os parametros em fungao dos
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novos, apresentados a seguir

L—L N,
=7 ==y LS, Cr=Cr—C=0Cr—1Cy (9-1)
0

6 2 =2 =
Nbp Obp

Nessa formulagao, © representa o comprimento de contorno relativo, v é definido como
a fracao do espagamento causado pelo ligante em relagao ao espacamento entre cada par
de bases no DNA sem ligante, r é a fragdo ligada e C'r como a concentragao total [107].

Escrevendo a isoterma de MCGhee-Von Hippel em termos desses novos parametros,

temos a equacao a seguir:

1-N
oc, S 1-— 28
Cr = P 7 9.2
T AT [1—<N—1>% 92

Ao escrever a isoterma dessa maneira, temos parametros a determinar, v, K; e N,
e como parametro livre temos ©. Assim, podemos plotar o grafico da concentracao e
calcular os parametros fisico-quimicos. Na Figura 9.6, esta apresentado o grafico da con-

centracao total em funcao do contorno relativo, cujo o ajuste teorico foi feito com a funcao

anterior.
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Figura 9.6: Concentracao em func¢ao do comprimento de contorno relativo em baixa forca
ionica (PBS 1mM).

Como discutido anteriormente, o ajuste de curva é uma ferramenta fundamental para
a determinacao precisa dos parametros fisico-quimicos que regem a interacdo entre as
moléculas. Ao analisar o comportamento em baixa forca idnica, observou-se um valor de
N = 1,23, indicando que a interacao entre o Azure A e o DNA tem uma ocupacao de
miltiplos sitios de ligacao por cada molécula de corante.

Além disso, a constante de equilibrio estimada, K; = 3,0 x 10 M™', confirmando a
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estabilidade dessa interacao, indicando que o processo de intercalacao entre o Azure A e
o DNA ¢é altamente favoravel em condicoes de baixa forca idnica. Em baixa forca i6nica,
temos uma menor blindagem eletrostatica favorecendo a aproximacgao do corante as bases

nitrogenadas do DNA, favorecendo assim o modo de intercalacao.
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Capitulo 10
Conclusao

Com o uso da técnica de pinca Optica, é possivel analisar a interacao entre o DNA
e ligantes de forma mais precisa e nao invasiva, uma vez que podemos fazer a anélise
individualizada e sem danos estruturais na molécula, obtendo os parametros bioquimi-
cos de interacao a partir de mecanicos individuais. O aprofundamento no entendimento
dessas interacoes pode abrir novos horizontes para a aplicacao desse composto em &reas
estratégicas.

A interacao entre o corante Azure A e a molécula de DNA ainda é escassa na literatura.
Esse foi o primeiro trabalho estudando a interacao entre o corante fenotiazinico Azure A
e a molécula individual de DNA, foi constatado que a interacao é diretamente modificada
pela forca idnica do meio. Em condi¢oes de alta e média forca ionica, 150mM e 10mM,
temos uma interacao entre fendas menores, enquanto em baixa forca i6nica temos uma
interacao similar aquela encontrada na literatura, intercalagao.

Como mencionado ao longo do texto, ao longo desse trabalho tornou-se necessario
criar um protocolo para armazenagem do ligante e estabelecer um tempo para atingir o
equilibrio. Nesse contexto, cabe-se aqui a possibilidade de estudar a interacao e desen-
volver novas metodologias tomando como base fatores relacionados a fotossensibilidade,
auséncia de luz, modos de interacao dependentes da luz,etc. esses fatores sao importantes,
uma vez que permitem o desenvolvimento de novos marcadores biolbgicos, dispositivos

eletrocromicos e sensores oncologicos, entre outros.
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