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Resumo

BAZONI, Raniella Falchetto Ph.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2016.
Efeitos de forcas externas nas propriedades mecanicas de complexos DNA-
ligantes. Orientador: José Esio Bessa Ramos. Coorientadores: Marcio Santos Rocha
e Marcelo Lobato Martins.

Os estudos de complexos formados com a molécula de DNA normalmente visam obter
informagoes sobre as propriedades fisico-quimicas para aplicagoes biomédicas, como
por exemplo, o niimero de exclusdo (quantos sitios de ligagdo do DNA sado ocupados na
interagao), a constante de ligagao k;, etc. Neste trabalho, o enfoque se torna um pouco
diferente. Além de realizar a caracterizagao fisico-quimica (variagao das propriedades
mecénicas com a concentracao do ligante) analisou-se a influéncia de forgas externas
nas propriedades mecanicas dos complexos. Ja é sabido que no regime entalpico (altas
forgas) a estrutura do polimero se altera levando até a desnaturagdo. Porém, nosso
objetivo foi estudar o regime onde as propriedades da molécula de DNA nao se alteram,
o regime entropico. Os resultados mostram que os polimeros analisados (complexos
formados com intercalantes (Doxorrubicina e Brometo de Etidio) e com a proteina
recombinante Sso7d-C8) se comportam de maneira intrigante. Ou seja, as propriedades
(principalmente elasticidade) dos complexos dependem da técnica utilizada e da forga
externa aplicada. Isso fornece a liberdade de sintetizar um polimero especifico que
modifique suas propriedades dependendo da forca aplicada sob o mesmo. Além disso,
o comportamento observado por esses polimeros equivale ao de uma mola convencional
variando sua constante de for¢a dentro do regime elastico, o que é algo inesperado,
ja que os cientistas do ramo consideram que forcas dentro do regime entrépico nao

causam alteragoes nas constantes mecanicas.
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Abstract

BAZONI, Raniella Falchetto. Ph.Sc., Universidade Federal de Vigosa, august 2016.
External forces effects on mechanical properties of DNA-binding complexes.
Adviser: José Esio Bessa Ramos. Co-Advisers: Marcio Santos Rocha and Marcelo
Lobato Martins.

The studies performed with DNA molecules usually aim to obtein the physico-chemical
properties for biomedical applications. Such as exclusion number (how many DNA si-
tes will be ocupped in interaction), the binding constante k;, etc. In this work, the
focus is a little different. In addition to perform the physico-chemical caracterization
(mechanical properties variation with the binder concentration), we anylized the influ-
ence of an external force influence on the mechanical properties of the complex. It is a
fact that in the Enthalpic regime (high forces) the polymer structure changes achieving
the denaturation. However, our aim was to study the regime in which the properties
of the DNA molecule do not change, the Entropic regime. The results show us that
the behavior of the analyzed complexes (formed with intercalators (Doxorrubicin and
Etiditum Brometo) and with Sso7d-C8) is intriguing. In other words, their properties
(manly the elasticity) depend on the technique used and on the external forces applied.
This give us the freedom of building an especific polymer that can change their proper-
ties depending on the applied force. Beside this, the behavior observed is analogous to
a conventional spring modifying its own force constant within the elastic regime, what
is something unexpected, as the scientists consider that forces, in the entropic regime,

do not modify the complexs properties.



Capitulo 1

Introducao

Os polimeros sao macromoléculas construidas pela repeticao de subunidades
chamadas monoémeros [1)2]. As suas propriedades os tornaram amplamente utilizados,
desde a fabricagao de pneus até em implantes cirtrgicos [3,4].

Além dos polimeros sintéticos, existem polimeros naturais extremamente impor-
tantes para a vida. O portador da informacao genética (DNA) é um polimero, bem
como o RNA. As propriedades destes polimeros naturais ja sao bem conhecidas na
literatura |1,58|. Porém, pode-se inserir uma nova variavel ao sistema cuja interagao
com a molécula de DNA resulte em um novo conjunto de propriedades. A essa nova
variavel da-se o nome de ligante. Essas moléculas interagem de forma fisica ou quimica
(ligagbes) com os polimeros modificando suas propriedades originais. No caso do DNA,
existem ligantes que intercalam entre os pares de base, que se ligam covalentemente,
que se encaixam entre a fenda maior ou menor da estrutura secundaria helicoidal'] e ou-
tros que interagem sem preferéncia por sitios. Pensando dessa forma, pode-se construir
e estudar novos polimeros com estrutura e propriedades controladas.

No estudo dos polimeros, os acidos desoxirribonucleicos apresentam destaque.
Isso devido as intensas investidas no tratamento de canceres e o desenvolvimento de
terapias, mapeamento e sequenciamento genéticos [9]. Experimentos para compreender
a origem da interagao entre a molécula de DNA e os vérios ligantes sao exaustivamente

realizados. As técnicas mais utilizadas na caracterizacao dos complexos sao: os pinga-

IEstrutura do DNA fita dupla em condicoes fisiologicas.



1 Introducao

mentos (6ptico (PO) e magnético (PM)), microscopia e espectroscopia de fluorescéncia,
microscopia de forga atémica (AFM) e espalhamento de luz [10-26]. E interessante res-
saltar que com somente uma técnica experimental (por exemplo, pinga 6ptica) todas
as propriedades fisico-quimicas podem ser obtidas [27]. Observando-se a evolucao das
propriedades mecéanicas com o aumento da concentracao total do ligante.

Ja que a molécula de DNA e seus complexos se comportam como molas entro-
picas em solugoes EL usualmente as caracterizagoes visam as propriedades elasticas e
alteragoes em seu comprimento [1,5]. O comprimento de persisténcia A esta relacio-
nado com a elasticidade do complexo, enquanto que o comprimento de contorno L,
é dado pela distancia ponta a ponta quando o polimero esta completamente estirado.
Por exemplo, em deposicoes de complexos formados com intercalantes observou-se um
aumento tanto na rigidez (A) quanto no comprimento (L,) quando a concentragao do
ligante foi acrescida.

Experimentos que utilizam forgas externas E] devem ser realizados com cautela.
Isso porque pode-se for¢ar excessivamente o polimero causando modificagoes que podem
ser irreversiveis (desnaturacdo). Para evitar tal fenomeno, deve-se trabalhar dentro do
chamado regime de baixas forcas, ou seja, o regime entropico. Nesse regime, as forgas
sao da ordem de poucos pN e nao causam alteragoes nas propriedades mecanicas da
molécula de DNA. Assim, ap6s o experimento o polimero retornara para a posicao de
equilibrio original. Mas e quanto aos complexos? Sera que suas propriedades também
serao independentes da forca dentro do regime entropico?

Existem trabalhos na literatura que nos instigam a procurar respostas para
essas perguntas. Experimentos de pingamento com complexos formados com interca-
lantes apresentam resultados distintos [10-1316,22-25,28]. Resultados de fluorescéncia
e AFM diferem muito dos de pingamentos para os mesmos complexos [10-13,16-21,28|.
O ponto em questao é que todos foram realizados dentro do regime de baixas forcas e
analisavam complexos formados com intercalantes (Doxorrubicina, Brometo de Etidio,

etc.).

2A molécula de DNA em solugao & uma tamperatura T (T # 0) se chocando com as moléculas do
meio se comporta como uma mola, por isso mola entrépica.
30s pincamentos (6ptico e magnético) sdo exemplos de experimentos que utilizam forgas externas.



1 Introducao

Com o intuito de averiguar tal fendmeno, utilizou-se a pinga 6ptica para estudar
complexos formados com os intercalantes Doxorrubicina e Bromento de Etidio (BrEt).
O experimento consiste em submeter os complexos a diferentes forcas externas méxi-
mas (Feztmaz), dentro do regime entrépico. Assim, pode-se constatar se ha alguma
dependéncia de A e L, com a Feyymas.- O capitulo [4] fornece mais infromagoes.

Além do trabalho acima descrito, analisamos o complexo formado com uma pro-
teina recombinante (Sso7d-C8) de duas maneiras. Utilizamos primeiramente a pinga
optica (PO) e em seguida a caracterizagao foi realizada via microscopia de forga ato-
mica (AFM). Esta proteina, formada por uma proteina de uma arquiobactéria, Sso7d
(63 aminoécidos) e uma cauda de aminoécios, C8(796 aminoaciodos), (desenvolvida
pelo grupo do professor Renko de Vries, Universidade de Wageningen, Holanda) es-
sencialmente liga-se a moleculas de DNA de maneira nao-especifica (eletrostatica =>
independente da sequéncia de pares de base) e isola essa molécula. Isto é, evita a
agregacao dos complexos, mesmo em solugoes concentradas com DNA de alto peso
molecular. [29]. O complexo final com vérias proteinas ligadas é conhecido como "bot-
tle brush", devido as saliéncias que sao formadas pela cauda de aminoacidos hidrofilica
(C8). O capitulo || oferece mais informagoes a cerca do polimero DNA-Sso7d-C8.

Resumindo, este trabalho visa estudar algumas propriedades fisico-quimcas,
como numero de exclusao de complexos DNA-ligantes, analisar o comportamentos des-
ses complexos como molas entropicas dentro do regime de baixas forgas, estudando a
dependéncia dos parametros mecanicos com a Fryt maz, €, finalmente, discutir a possivel
sintese de polimeros que respondam efetivamente de forma distinta a forgas externas.

Esta tese apresenta 6 capitulos, sendo que no capitulo [2, serao discutidos: as
principais caracteristicas e propriedades dos nucleotidios e das estruturas formadas
com o mesmo, bem como os principais modos de ligacao entre os ligantes e a molécula
de DNA. O proximo capitulo (capitulo [3) trata das técnicas experimentais utilizadas
e dos modelos matematicos para extrair A e Lp. No capitulo 4] os intercalantes, o
DNA e os resultados do experimento de variagao de forga externa serao abordados. Os
experimentos do complexo "bottle brush"serao discutidos no capitulo Por fim, o

capitulo [0] apresenta as conclusoes e as perspectivas para novos trabalhos.



Capitulo 2

A Molécula de DNA e Alguns Ligantes

Os objetos de estudo deste trabalho sao: a molécula de DNA e complexos for-
mados com a mesma. Portanto, um bom entendimento da estrutura da molécula de
DNA e de suas interacoes béasicas se faz necessario. Logo, neste capitulo introduziremos
as principais caracteristicas e propriedades do DNA e de alguns ligantes, bem como de

suas principais interagoes.

2.1 Principais caracteristicas da molécula de DNA

A elucidacao do papel da molécula de DNA como portadora da informacao
genética iniciou uma grande busca pelo conhecimento de sua estrutura tridimensional
e quimica por volta dos anos 40 e 50. Assim, em 1953, utilizando dados de raios-x e de
composi¢ao quimica, Watson e Crick idealizaram uma estrutura secundéria helicoidal
para a mesma. Este trabalho culminou com o prémio Nobel em 1960. [5-7]

Desde entao considera-se que a molécula de DNA é constituida por monémeros
(subunidades) conhecidos como nucleotidios. Como pode ser visto na figura estes
sao formados por uma base nitrogenada juntamente com um agucar (desoxirribose) e
um grupo fosfato. Cada grupo fosfato liga-se ao carbonos 5’ do agtcar por meio da
ligacao éster, enquanto que a base nitrogenada liga-se ao carbono 1’ por meio da ligacao
glicosidica.

Ao se aproximarem, os nucleotidios ligam-se sequencialmente por meio de liga-
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Base
nitrogenada

Desoxirribose

Figura 2.1:  Esquema da constituicdo de um nucletidio: um grupo fosfato, um actcar
(desoxirribose) e uma base nitrogenada.

¢oes fosfo-diéster. Esta longa cadeia é conhecida como a estrutura primaria da molécula
de DNA e pode ser observada na letra a) da figura . Pode-se observar também que
a orientagao dos carbonos do agticar ao longo da cadeia formada é a mesma. Portanto,
a orientacao relativa para a molécula de DNA pode ser padronizada, sua orientacao
convencional é 5’ — 3.

Quando duas fitas com bases complementares se aproximam (veja o processo de
duplicagao em [7,30431]), hé& a formacao de ligagdes de hidrogénio entre as bases e as
duas fitas se organizam de tal forma que a estrutura final seja uma dupla hélice, também
conhecida como estrutura secundaria do DNA [27]31]. A figura nos mostra que a
dupla hélice nao é perfeitamente simétrica. Pois a interacao entre as bases nitrogenadas
e as desoxirriboses geram ligagoes glicosidicas em cada um dos corrimoes da molécula
e, além disso, estas nao estao no mesmo plano. Isso acaba gerando uma tor¢ao interna
assimétrica e consequentemente um sulco (fenda) menor e outro maior [6/31].

As bases nitrogenadas podem ser de 4 tipos, no caso da molécula de DNA:
adenina(A), timina(T), guanina(G) e citosina(C). A correspondéncia entre elas ¢ tnica
segundo o pareamento convencional do tipo Watson-Crick, o que significa que a adenina
s6 se pareia com a timina, enquanto a guanina se pareia com a citosina. Logo, a
quantidade de adenina ¢ igual a de timina (A=T) e a de citosina igual a da guanina

(C=G), porém as quantidades de timina variam bastante das de citosina (Regra de
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(a) (b)

3'-5' 1
Ligacoes 0~
fosfodiéster

3’ Fim

Figura 2.2: Em a) tem-se o esquema de varios nucleotidios ligados por ligagoes fosfodiéster
onde pode-se determinar uma diregao especifica para o DNA (5’— 3’ por exemplo). Em b)
tem-se um esquema da dupla hélice. 6]

Chagaff).

Quanto a estrutura quimica, a guanina (G) e a adenina (A) sdo muito seme-
lhantes e por esse motivo sdo classificadas como purinas, enquanto que a timina (T)
e a citosina (C) sao classificadas como pirimidinas (figura 2.3). Como as bases piri-
midinas sao usualmente menores que as purinas e as correspondéncias ocorrem entre
purinas e pirimidinas, as dimensoes sao mantidas constantes entre pares distintos apos
a formacao da dupla hélice. A figura [2.3| nos mostra a correspondéncia entre as bases
e além disso, evidencia a maior estabilidade da interacao entre citosina e guanina, ja
que a quantidade de ligagoes de hidrogénio no par CG (3 ligagbes) é maior do que no
par AT (2 ligagoes) [5-7].

Note que a estrutura secundaria do DNA é um empecilho para as fungoes fun-
damentais da célula ja que a leitura do cédigo genético e a consequénte replicacao
dependem de uma total abertura da dupla fita. E para que essa abertura ocorra o giro

da dupla hélice deve ser desfeito com a posterior quebra das ligacoes de hidrogénio.



2.2 Formas da molécula de DNA em condigoes fisiologicas

adenina : timina
H
a¥ H/N
\
( —H==" N
N
N _Hee .
/
H
guanina 2 citosina

Figura 2.3: Esquema do pareamento entre os pares de bases nitrogenadas. Trés pontes de
hidrogénio sao formadas entre a guanina e a citosina e duas entre a timina e a adenina [6,7].

As ligagoes de hidrogénio sao relativamente fracas, da ordem de 1 — 10 kJ/mol
(cerca de 10x menor do que uma ligacao covalente) [32], e podem, em determinadas
situagoes, se romper formando duas fitas simples (desnaturagao). Mesmo sendo um
efeito coletivo, a desnaturacao pode ser parcial ou total. Sua causa pode ser a tempe-
ratura, o meio no qual o DNA esta inserido ou a acao de forgas externas [10-13,28|.

Mesmo apo6s a desnaturacgao parcial, as ligagoes de hidrogénio podem se refa-
zer. Isso depende do processo utilizado na desnaturagao ser reversivel (lento ou quase
estatico) e também do processo utilizado na renaturagao. Por exemplo, caso a desna-
turagao ocorra devido ao aumento da temperatura, o decréscimo controlado da mesma

pode renaturar o DNA [1,5/8/33].

2.2 Conformacoes do DNA

Existem basicamente trés conformagoes estruturais da molécula de DNA: as

formas B, A e Z [5-{7]. A forma B ¢é a mais encontrada na natureza e ¢ objeto de estudo
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A) DNA-B B) DNA-A C) DNA-Z

e-book Bioinformatica
www.ufrgs.br/bioinfo/

Figura 2.4: Em a) tem-se a forma mais comum do DNA em condigoes fisiologicas, ou forma
B. Em b) tem-se a forma A e em c) a forma Z.

neste trabalho. Nesta forma a distancia entre os pares de base é aproximadamente
0.34nm, a hélice apresenta um didmetro médio de 2.37nm e possui por volta de 10.4
pares de base de uma fenda a outra. Comparando com a forma B, a forma A é
menor e mais grossa, tendo 0.26nm entre os pares de base e um diametro de 2.55nm.
Completamente distinta, tem-se a forma Z, a qual possui a hélice com o giro para a
esquerda ao contrario das outras duas. Além disso, ela é mais fina e comprida, com
0.456nm entre cada par de base e um diametro de 1.84nm (figura [2.4).

Os dados anteriormente mencionados foram obtidos inicialmente com a interpre-
tagao de medidas de raios-x, podendo haver uma variacao sequencial local, alterando
ligeiramente os parametros.

As conformagoes dependem principalmente do meio onde o DNA foi inserido
(humidade e forga idnica), ou seja, ele pode transitar entre uma conformagao e outra
dependendo do ambiente. Isso supondo um ambiente com uma quantidade infima de

proteinas.
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2.3 Manipulacao e Propriedades Mecanicas

Quando polimeros semi-flexiveis (molas entropicas) sao inseridos em solugoes
(usualmente solugbes-tampao) suas conformagoes se alteram até que um estado de
equilibrio termodinamico seja atingido com o meio. Isso ocorre devido a uma série de
colisoes entre as moléculas do meio e o polimero, além de interagoes entre segmentos
adjacentes do mesmo polimero (negligenciado devido a espécie do experimento) e entre
polimeros distintos. Estas interacoes modificam a disposicao do polimero em solugao
fazendo com que as extremidades da molécula de DNA linear se aproximem ou se
afastem. Porém esta distdncia nao depende somente da solugao, depende também da
rigidez do proprio polimero [1,2,5].

Quando o estado de equilibrio com o meio é atingido, as colisdes nao sao capazes
de modificar o valor médio da distancia entre as pontas [] (distancia ponta-a-ponta) e
as configuragoes atingem uma saturacao. Sao muitas, porém este ntimero nao iré mais
aumentar, o que nos leva a um estado de entropia maxima. De acordo com a expressao

abaixo:

S =kpnQ, (2.1)

ela fornece a entropia (S) em relacdo ao numero de configuragbes possiveis para o
sistema (£2), com kp sendo a constante de Boltzmann. FEssa expressdo nos mostra
que quanto maior o namero de configuracoes maior sera a entropia do sistema e, no
equilibrio, este ntimero serd maximo.

Como o valor médio da distancia ponta-a-ponta da molécula de DNA no equi-
librio termodindmico nao serd modificado, caso o intuito seja realizar experimentos
de estiramento, compressao e até mesmo torcao, forcas externas deverao ser inseridas
para que estas alteragoes ocorram. A figura mostra um esquema de uma molécula

de DNA sendo manipulada indiretamente por meio de microesferas. A microesfera é

LA distancia ponta-a-ponta pode ser definida como a diferenca entre os vetores que definem o inicio
e o fim do polimero, ou seja, 1p—_q—p = r; — 75. Como essa quantidade varia devido as flutuagoes, ela
¢ medida em relagao a um valor médio.
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pincada e dependendo do movimento desta, a molécula sera estirada, comprimida ou

torcida.

Estiramento Torcao

IS

Compressao

Figura 2.5: A esquerda tem-se o esquema de estiramento e compressao de uma molécula de
DNA presa a uma microesfera. E, & direira, tem-se o esquema da tor¢ao do mesmo sistema.

Parte dos experimentos foi realizada em uma pinga Optica, que usualmente é
empregada em experimentos de estiramento com forcas da ordem de picoNewtons
(pN = 107'2N). Logo, o esquema utilizado no nosso experimento serd o mostrado
na esquerda da figura 2.5 Neste tipo de experimento, os resultados sdo curvas de
forcas por extensao do DNA, observe a figura E possivel ainda observar um platd
acima de 60pN (regime Entalpico) resultado da quebra das liga¢oes de hidrogénio do
DNA [1].

Por fim, o experimento tem o intuito de determinar algumas propriedades me-
canicas da molécula de DNA . No nosso caso, estas sao o comprimento de
contorno L, e o comprimento de persisténcia A (figura , usualmente determina-
dos ajustando o modelo Worm-Like Chain as curvas experimentais. O comprimento
de contorno L, é a distancia ponta-a-ponta da molécula quando a mesma encontra-se
completamente estirada. J4 o comprimento de persisténcia A ou comprimento de cor-
relacao nos fornece informacgoes sobre a elasticidade da molécula, ou seja, quanto maior
o numero de dobras do polimero (mais flexivel) menor é o valor de A. A defini¢ao de

A é dada por:

A = Bk, (2.2)
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Curva de forca por extensao de um DNA puro, dados experimentais.

De acordo com a definicao, A é uma caracteristica intrinseca do polimero em

com o ligante.

2.4 Regime Entrépico e Entalpico

solugao, no caso o DNA, o que nos mostra que é uma propriedade independente da
técnica utilizada na caracterizacdo. Baseando-se em um DNA na conformacgao B e
conhecendo-se bem as propriedades mecanicas do mesmo, adicionamos ligantes ao meio

e as mudancas que aparecerem serao interpretadas como devidas a interacao do DNA

Existem dois regimes de forcas utilizados em experimentos de estiramento com

moléculas de DNAs, cada um deles direcionado para um estudo em especial. Alguns

sao utilizados para a analise de modos de ligacao e outros na descompactagao e desna-

turacao de complexos.

2Kp é a constante de Boltzmann e T a temperatura.

3k¢ esta relacionado a estrutura do polimero e a sua distribuigao de carga em solugao.
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2.5 Complexos formados com a molécula de DNA

N

Lo

Figura 2.7: A esquerda, tem-se o comprimento de contorno (L,). E, & direira, tem-
se duas configuragdes que descrevem um comprimento de persisténcia (A) menor e maior,
respectivamente.

O primeiro deles é o regime entropico, o qual determina uma faixa de forcas
onde a estrutura quimica do DNA nao é alterada, ou seja, nao ha quebra de ligagoes.
Estas forcas estao entre 2 — 15p/N e neste trabalho utilizamos valores maximos dentro
desta faixa. Ou seja, este trabalho foi todo desenvolvido dentro do regime entrépico
onde as forcas nao sao capazes de danificar o polimero puro. Neste regime, apés o
polimero ser estirado ele retorna a conformacao de equilibrio original devido a forga
restauradora entropica [14].

O segundo é conhecido como regime entélpico e descreve a faixa de forcas onde as
caracteristicas intrinsecas do material se alteram, por exemplo, a ruptura das ligagoes
de hidrogénio, figura Para um DNA na conformacao B em condigoes fisiologicas
este valor é em torno de 65pN. Quando este é alcangado, observa-se um patamar de
desnaturacao caracterizando algo que seria como uma mudanca de fase na estrutura da
molécula de DNA. Neste regime, nao necessariamente o polimero volta a conformagao

de equilibrio original, ou seja, o processo pode ser irreversivel [14].

2.5 Interacao DNA-ligantes

Aos agentes quimicos que de alguma forma interagem com a molécula de DNA
da-se a designacao ligante. Estes ligantes podem interagir de forma simplesmente ele-

trostéticaﬁ como é o caso de varios tipos de proteinas, como a Sso7d-C8 (utilizada neste

4Quando trata-se de interacdo eletrostatica nesta tese estamos falando de atracdo entre fons e
cations em solugao sem trocas e nem compartilhamento de elétrons.

12



2.5 Complexos formados com a molécula de DNA

trabalho). Também ha a possibilidade de interagirem formando ligagoes covalentes com
as bases. Além disso, determinados compostos aromaticos apresentam a capacidade de
se acomodar entre os pares de base deformando a estrutura da sua vizinhanca.

Nesta secao introduziremos os principais modos de ligacao com a molécula de

DNA.

2.5.1 Intercalacao

Véarios compostos que apresentam anéis arométicos planares se encaixam entre
os pares de base, levando a intercalacao. Dentre eles tem-se corantes de eletroforese,
os antibidticos antraciclinicos, o psoralen (sem UV), o brometo de etidio, entre outros.
A figura [2.§ mostra as estruturas das seis familias dos intercalantes cléssicos, dos quais
sao originados os demais.

A intercalagao é a simples acomodacao dos anéis do ligante entre os pares de
base, e 0 que gera a estabilidade desta ligacao nao covalente sao as interacoes eletros-
taticas, hidrofébicas, ligacoes de hidrogénio e principalmente as interagoes de empi-
lhamento II entre os orbitais arométicos heterociclicos dos pares de base e os anéis
aromaticos do agente intercalante. Este tipo de interacao causa modificagoes estrutu-
rais no complexo final, como um aumento do comprimento efetivo da molécula, além
de uma torcao e tensao devido ao volume ocupado entre os pares de base por esta nova
molécula. |34]

A figura esquematiza a intercalacdo pelo Brometo de Etidio (BrEt), repre-
sentante da familia dos fenantridinas. Este composto é utilizado como corante de
eletroforese em gel com o intuito de separar moléculas (DNA) de comprimento dis-
tintos, visualizar complexos, além de estudar a competicao entre ligantes distintos.
Como o BrEt é intercalante e a fisico-quimica dele é conhecida, pode ser utilizado
como competidor em solu¢ao com outros intercalantes para estimar sua fisico-quimica,
obtendo, assim, a constante de ligacao (K,) e o numero de exclusao (n.) dos compostos
adicionais.

Ao se intercalar, a molécula de BrEt faz com que a distancia entre pares de base

aumente 0.34 nm em relagao ao puro, além de girar a molécula no sentido de desfazer
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Figura 2.8: Esquema estrutural dos intercalantes classicos .

Figura 2.9: Esquema da molécula de brometo de etidio (BrEt) intercalada entre pares de
base consecutivos de uma molécula de DNA .

a helice de 26°.

A doxorrubicina e a daunomicina (ou daunorrubicina) sdo conhecidos como an-
tibidticos antraciclinicos, originados da familia das antraquinonas. Sao farmacos am-
plamente utilizados em quimioterapias, como em tratamentos de leucemia, sarcomas,
mielomas, neoroblastomas e varios tipos de canceres na regiao da cabeca, torax e ab-
domem. A constante de ligacdo da doxorrubicina com a molécula de DNA é alta, por
volta de 108M !, e existem trabalhos que afirmam que este composto apresenta mais
de um modo de ligagao [27].

Os psoralens sao compostos produzidos por algumas plantas (Psoralis carylifo-

lia, L.) como um mecanismo de defesa contra predadores. O psoralen ¢ fotosenssivel e
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2.5 Complexos formados com a molécula de DNA

apresenta a propriedade de se ligar covalentemente a molécula de DNA quando exposto
a luz ultravioleta do tipo A ( 320-400 nm) ndo sendo mais possivel desfazer a inter-
calagao. Sua utilizagdo é nao invasiva sendo aplicado em tratamentos de doengas de
pele, como o vitiligo, psoriase, melanomas, entre outras. No tratamento, inicialmente
o psoralen é inserido para sensibilizar a area e em seguida raios UVA s@o ministrados

em pulsos para que o cancer seja dizimado ou minimizado. [14]

2.5.2 Ligacao Covalente

A figura mostra a cisplatina (em azul) e outros compostos derivados da
platina, os quais interagem covalentemente com a molécula de DNA. Apesar de todos
os compostos da figura [2.10| serem aprovados na utilizagao de quimioterapias, alguns

deles possuem comércio restrito a somente alguns paises, como a China e o Japao. 35|

) 0o :2 o
H3N\ - H3N\ /O =G /O
Pt /Pt\ or /Pt\
HNT HsN o f 0o
b A

1, cisplatina 2, carboplatina 3, oxaliplatina
H, H, o]
H3N 020 N o 0, N
T O e e
HsN o n_NT Do o N~ Do
Ha o) H, o)
4, nedaplatina 5, lobaplatina 6, heptaplatina

Figura 2.10: Alguns complexos de platinas registrados para o uso clinico. 35|

Quando uma interacdo DNA-composto de platina ocorre, ligagoes covalentes se
formam e a estas ligagoes da-se o nome de aductos [35]. Quando somente uma ligagao
se forma, tem-se um monoaducto e quando duas ligagoes se formam, um diaducto.

A figura [2.11] mostra as possiveis ligagoes da cisplatina com o DNA. Como se
pode notar, as ligacoes entre pares de base consecutivos, entre as fitas, entre pares de
base nao sequenciais, entre uma fita e uma proteina sao todas interagoes possiveis para
este tipo de modo de ligagao. Este tipo de interagao leva a torgoes na molécula de

DNA, induzindo a apoptose (morte celular programada) e necrose da célula [35].
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2.5 Complexos formados com a molécula de DNA

Figura 2.11: Tipos de interagdes possiveis da cisplatina com a molécula de DNA.

O psoralen, vide se¢ao quando exposto a luz ultravioleta com A « 320-
400nm (UVA) se liga covalentemente a molécula formando monoaductos e diaductos
dependendo da interacao. Este tipo de ligacao ocorre entre o psoralen e uma base
pirimidina ap6s a absor¢ao de um foéton. Caso um outro féton seja absorvido, uma
nova ligacao pode ocorrer, porém somente se uma outra base pirimidina estiver pro-
xima. Caso a ligagao se dé entre uma fita e a outra, o diaducto formado passa a se
chamar ligagao-cruzada (cross-link em inglés). A este processo de absorgao e formacgao
dos cross-links dé-se o nome de "processo de dois fétons". Além disso, existem traba-
lhos que indicam que, mesmo apoés o aducto ser formado com UVA, ao inserir UVB
posteriormente (A « 240-310nm) a ligagdo covalente pode ser desfeita, retornando a

intercalagao. [14]

2.5.3 Condensagao do DNA

A molécula de DNA em solucao apresenta uma distribuicao de carga negativa
discreta de duas cargas elementares por distancia entre pares de base (0,34nm).Esta dis-
tribuicdo aparece devido a dissociagao dos grupos fosfato (POy ), o que libera na solu-
¢ao contraions (Na™,K™...). Devido a carga negativa da molécula de DNA, imagina-se
que esta tenha uma conformacao de bastao em solugao, devido a repulsao eletrostética

entre os grupos fosfato. Porém, a interacao da molécula com os contraions faz com
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2.5 Complexos formados com a molécula de DNA

que esta repulsdo diminua. De acordo com o trabalho 36|, o polieletrélito em solu-
cao deve ter o espacamento entre as cargas maior do que 1 comprimento de Bjerrum
Iy = m, onde e é a carga elementar, kg é a constante de Boltzmann, € é a
permissividade elétrica do meio, £y é a permissividade elétrica do vacuo, b a distancia
entre as cargas e T a temperatura absoluta). Caso isso ndo acontega, os contraions se
condensarao no DNA até que a densidade de carga seja 1 carga por [,. |36]

Devido a carga negativa do DNA em solugao, cations de outras espécies (con-
traions) inseridos serao capazes de interagir com o sistema e modifica-lo. As interagoes
mais relevantes ocorrem entre macro-fons e fons multivalentes, como M ¢?T e o Ni%T.

Em condigoes fisiologicas, o DNA encontra-se em uma solugao tampao com
diversos sais, como o Na*, K*e Cl™ [7)9]. Estes ions se distribuem pela solugao e
os cations se aproximam da molécula diminuindo a repulsao e aumentando a quan-
tidade de dobras da molécula. O potencial gerado pela interacao dos fons com os
polieletrolitos é descrito utilizando uma teoria de campo médio, baseda na equagao de
Poisson-Boltzmann. Neste modelo, trata-se a molécula como sendo um cilindro com
densidade de carga homogénea, o solvente como sendo um continuo caracterizado por
¢ e considera-se o sistema em equilibrio termodinadmico, portanto os fons se distribuem
de acordo com a distribuigao de Boltzmann. Com base nessas consideragoes pode-se

utilizar a equagao de Poisson-Boltzmann para obter o potencial eletrostatico. [5,37]

—2e6(7)
sepVe KT
Vi) — 2t T 23)

€

onde z; é a valéncia do ion do tipo i, e é a carga elementar, € é a permissividade elétrica
do meio, py é a concentragio da espécie i em solugao, Kp é a constante de Boltmann
e T é a temperatura absoluta. Para um sistema no qual a concentracao dos fons é
relativamente baixa e onde a densidade de carga do polieletrélito nao seja elevada,
pode-se expandir a exponencial e analisar somente os primeiros termos (linearizar a
equagao de Poisson-Boltzmann). Esta aproximagao foi feita no trabalho de Debye-

Huckel [37] e fornece uma equagao do tipo:

17



2.5 Complexos formados com a molécula de DNA

V2(F) = K2(F). (2.4)

A quantidade k=1 é conhecida como o comprimento de Debye, devido a sua unidade e
mede a extensao da nivem eletronica ao redor do polieletrolito.

Mesmo sendo uma aproximagao, corrobora varios resultados experimentais rela-
cionados a fons monovalentes e condensacoes. Porém, quanto aos resultados relaciona-
dos aos fons multivalentens muitas dividas ainda permanecem, pois efeitos inesperados
ocorrem. Um exemplo disso é a atragao entre objetos carregados com cargas iguais.

Exemplos de agentes condensadores sao a espermina*t, a espermidina®’, entre
outros. Além da condensacao de origem eletrostatica, tem-se também as interagoes de
deplecao de alto peso molecular. Polimeros extensos em quantidades elevadas quando
interagindo com a molécula de DNA for¢cam a compactacao, o que pode dar origem a um
cristal de DNA. Polimeros como o PEG (polietilenoglicol -> 8000- 20000) sao agentes

neutros responsaveis pela condensacao sem forgas eletrostaticas relacionadas. [26]

2.5.4 Ligantes de Fenda

Dentro do grupo de compostos que interagem eletrostaticamente, existem os que
preferem a interagao com as fendas do DNA, os chamados ligantes de fenda. Usual-
mente se ligam em sulcos (fendas) com sitios AT na molécula.

A figura nos mostra 4 exemplos de ligantes de fenda. A distamisina A e
a netropsina sao ligantes que interagem também com a fenda menor do DNA. Além
disso, estes compostos podem interagir por forgas de Van der Walls e com as ligagoes
de hidrogénio. Outros sao corantes, como o DAPI. Além dos exemplos da figura [2.12
existem outros corantes como o YO e o YOYO. [15/38]

O HOECHST 33258 é um composto artificial desenvolvido pela Companhia
farmacéutica Hoechst. Ele é precursor da familia dos bisbenzimides e muito
utilizado como corante para marcar moléculas de DNA em experimentos de fluores-
céncia. Trabalhos recentes mostraram que além de ser um ligante de fenda menor,

este composto apresenta outro modo de ligagao. Ele é um intercalante e portanto, tem
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Figura 2.12: Quatro exemplos de ligantes de fenda [38].

interacao com pares CG do DNA. Além disso, a interacdao com a fenda menor apresenta
uma constante de liga¢do maior do que a intercalagao. |15]

Muitos compostos nao apresentam exclusivamente um modo de ligacao sendo
uma combinacao de varios. Este é o caso do HOECHST 33258, da doxorrubicina, YO,
YOYO, entre outros. Cabe aos cientistas estudéa-los, desacoplar os modos de ligagao e

compreendé-los para posteriormente aplicé-los [15].
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Capitulo 3

Caracterizacao

As técnicas utilizadas na caracterizacao dos complexos bem como os modelos
matematicos utilizados para extrair as propriedades mecéanicas serao abordados neste
capitulo. Primeiramente, a Pinca Optica (PO) sera abordada, seguida da técnica
de Microscopia de Forga Atomica (AFM), ambas as técnicas acompanhadas de seus

respectivos procedimentos, preparacao de amostras e modelos matematicos.

3.1 Pincamento Optico (PO)

A técnica de pincamento 6ptico é amplamente utilizada em sistemas bioldgicos,
como células, organelas, moléculas de DNA e outros sistemas na escala micrométrica
( [39H42], além dos outros trabalhos ja citados nos capitulos anteriores). Descobertas
recentes mostram que quando a membrana de uma célula sadia ¢é estirada, microtiibulos
(ou projegoes finais da membrana formados por « e 8 tubulinas) podem ser observados
e os mesmos fornecem informagoes sobre as propriedades da membrana celular [43].
Além disso, inumeros trabalhos vem sendo realizados na anélise de interacoes DNA-
ligantes, indo desde a interacao do DNA linear, até sistemas onde agentes compactantes

sao utilizados, como PEG e BSA ( [10J11,26] entre outros).
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3.1 Pinca Optica

3.1.1 Equipamento

Basicamente, a pinga 6ptica utilizada é composta por um microscopio invertido
Nikon Ti-S, uma objetiva com aumento de 100x e abertura numérica de 1.4, um laser
de fibra dopado com itérbio (A = 1064nm), um piezoelétrico (PINano P-545, Physik
Instrumente), um computador, cAmeras e um caminho 6ptico (espelhos, cubos 6pticos
e filtros). O laser ¢ direcionado para o microscopio por uma série de espelhos e cubos,
sendo ele focalizado pela objetiva. Além de direciona-lo, o caminho 6ptico diminui a
intensidade do feixe para a ordem de mW, faixa que fornece forcas da ordem de p/N. No
microscopio adaptam-se cameras para localizar e filmar as microesferas sendo puxadas
(as moléculas de DNA sao fixadas nas microesferas). As filmagens sdo tratadas no

computador utilizando o software ” ImageJ”.

3.1.2 Funcionamento

O funcionamento da pinga é o resultado entre a competicao dos fenomenos de
refracao e reflexao do laser gaussiano, incidido sobre um objeto dielétrico com indice
de refragao maior do que o da solugao onde esté inserido [39].

Para comecar uma analisa qualitativa do fenémeno de pingamento 6ptico, estu-
demos a reflexao do laser. Sabe-se que um feixe de luz incidindo sobre um meio e sendo
refletido transfere momento para o mesmo. A variagao deste momento gera uma forca
(Fraa), a qual depende da pressao de radiagao (P,.q) e da area sobre a qual esta sendo
insidido (S) ( Fraa = PraaS). Esta forca, cujo modulo é pequeno, se faz perceptivel
experimentalmente com lasers focalizados e na manipulagao de objetos microscopicos.
Para se ter uma idéia da magnitude da forga, imagine um experimento onde um feixe
de laser incide sobre a superficie de uma microesfera e é completamente refletido. A
pressao de radiac@o desse sistema é P,.,q = 2[ /¢, com [ sendo a intensidade do laser e
¢ a velocidade da luz no vacuo, e a varicao de momento do laser gera uma for¢a dada

por:

IS _2AE _ Py

Fra :PTaSZQ_____ )
¢ ¢ c c At c

(3.1)
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3.1 Pinca Optica

sendo AE = ISAt e P, é a poténcia do laser. Agora, pode-se substituir o valor
utilizado da poténcia nos experimentos de pinga, que é por volta de 2mWV, e obter o
valor de F. Quando este calculo é realizado, obtem-se uma for¢a da ordem de pN.
Devido a simetria, a microesfera dielétrica (evitar grande absorgao) é o sistema
mais simples para a analise da interacao com feixes. Portanto, este sistema sera uti-
lizado para a anélise qualitativa da PO. Sendo assim, a figura mostra dois feixes
de um laser gaussiano sendo refletidos pela superficie da microesfera. Esta reflexao
causa uma variacao no momento do feixe, o qual é transfirido para a microesfera. A
resultante das forcas a empurra para cima, para longe do foco. Note que nenhuma
modificagao ocorreria no feixe caso o indice de refracao da microesfera fosse igual ao

do meio onde esta esté inserida.

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Figura 3.1: Esquema de dois feixes sendo refletidos pela superficie de uma microesfera. A
forga devido a radiagdo apresenta uma resultante para cima. Na imagem, a objetiva aparece
como uma elipse cinza e quanto mais forte a cor no perfil gaussiano maior o valor da intensidade
do laser. [14]

Por outro lado, quando ha a incidéncia de radiagao sobre um meio dois feno-
menos ocorrem: o efeito de um ja foi estimado nos paragrafos acima (reflexao) e o
outro € a refracao. O segundo fenémeno também causa uma mudanc¢a no momento do

feixe, gerando uma outra for¢ga chamada de forca de gradiente. Para observar o com-
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portamento desta, uma analise qualitativa também sera realizada continuando com o

sistema da figura [3.1]

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Figura 3.2: Esquema de dois feixes sendo refratados por uma microesfera posicionada
antes do foco da objetiva e a direita do perfil de intensidade do laser. Na imagem, a objetiva
aparece como uma elipse cinza e quanto mais forte a cor no perfil gaussiano maior o valor da
intensidade do laser. [14]

A figura mostra uma microesfera em uma posicao anterior ao foco, no canto
esquerdo do perfil de intensidade. Quando o raio (1) interage com a microesfera ele
é desviado da sua trajetoria original, levando a uma variacdo no momento do feixe.
Devido a isso, 0 momento da microesfera também varia (conservagdo de momento),
porém com sentido contréario, correspondendo a forga F (a 2° lei de Newton). O
mesmo acontece com o feixe (2), porém a intensidade da forga ﬁl ¢ menor ja que o
perfil do laser é gaussiano. Logo, a resultante deste sistema leva a microesfera para o
foco do laser.

O mesmo acontece caso a microesfera esteja acima do foco. A figura |3.3| exem-
plifica esta situagao onde dois feixes (1) e (2) sofrem a refra¢ao posteriormente ao foco.
Observe que a resultante entre eles novamente leva a microesfera para o foco. Outras
posi¢oes da microesfera em relacao ao foco podem ser analisadas, porém todas forne-
cerao o mesmo resultado: o pincamento. A competicao entre a forca devido a pressao

de radiacao e a forga de gradiente fornece o fenémeno de pingamento 6ptico.
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1)

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Figura 3.3: Esquema de dois feixes sendo refratados por uma microesfera posicionada
posteriormente ao foco do laser. Na imagem, a objetiva aparece como uma elipse cinza e
quanto mais forte a cor no perfil gaussiano maior o valor da intensidade do laser. [14]

Quanto a posi¢ao da microesfera, a forca de gradiente sozinha faria com que, no
equilibrio, o centro da microesfera coincidisse com o foco da objetiva, porém a pressao
de radiagao desloca levemente esta posi¢ao. Note que, caso a microesfera nao possuisse
o indice de refracao maior do que o do meio, a forca de gradiente nao mais a conduziria
para o foco e sim para longe do mesmo.

E importante ressaltar que multiplas reflexdes e refracdes ocorrem no interior da
microesfera, porém nessa analise qualitativa simples observou-se somente a interacao
entre dois feixes e a interface solu¢ao-microesfera.

Toda esta anélise foi realizada no campo da Optica geométrica, onde o com-
primento de onda (A) é muito menor do que o raio da microesfera (a). Porém, caso
o raio da microesfera fosse muito menor do que o A, no chamado limite Rayleigh, os
resultados fugiriam do obtido para éptica geométrica e assim, nao seriam mais validos.

Nesse regime, a microesfera se comporta como um dipolo elétrico induzido e a forca é
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3.1 Pinca Optica

proporcional ao gradiente da intensidade do campo elétrico (o /| E[?) da onda eletro-
magnética incidente. Esta forca faz com que o dipolo elétrico seja direcionado para a
regiao de maior intensidade do campo elétrico, o foco, levando novamente ao fenémeno
de pincamento. A teoria mais geral que descreve pingamentos com todos os tamanhos
de microesferas ¢ conhecida como MDSA (Mie-Debye Spherical Aberration) e em sua
abordagem até mesmo aberragdes Opticas sao consideradas [44].

Em todos os limites, o fénomeno de pingamento ocorre e a interagao entre o feixe
e a microesfera gera um pocgo de potencial aproximadamente harmonico, dentro do qual
a microesfera se comporta como um "oscilador harménico browniano amortecido". A
constante de forca da pinca 6ptica K descreve a curvatura do pogo dentro da faixa na
qual este é harmonico. Valores elevados de K (poténcias altas do laser) se relacionam
a pogos mais abruptos e fechados enquanto que valores baixos (poténcias baixas) se
relacionam com pogos mais suaves e abertos, ou seja, K’s elevados pincam com maior
estabilidade as microesferas.

Ao se deslocar a microesfera de sua posicao de equilibrio atua sobre a mesma
uma forga restauradora que é, dentro da faixa harmonica, dada por F = —KAF (Lei
de Hooke). No caso dos nossos experimentos, os movimentos foram realizados no eixo
x, de forma que F, = —KAx, onde Ax é a variagdo na posi¢ao da microesfera em
relagdo ao fundo do pogo (posigao de equilibrio).

Mais informagoes sobre pincamento 6ptico podem ser encontradas nos artigos

de revisao [45-48|.

3.1.3 Preparacao de amostras

Para realizar o experimento de estiramento é necessario que as duas extremi-
dadas da molécula de DNA X (genoma do bacteriofago A obtido por meio da New
England Biolabs) estejam fixas. Para isso, utilizou-se um protocolo onde o DNA foi
biotinilado possibilitanto que moléculas de estreptavidina se ligassem. A estreptavidina
(Sigma Aldrich) é uma proteina produzida pela bactéria Streptomyces avidinii. Ela
possui alta afinidade pela molécula de biotina (vitamina H), uma vitamina utilizada no

metabolismo de proteinas e carboidratos. A estreptavidina possui 4 sitios de interagao
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idénticos, nos quais biotinas se ligam [49).

Primeiramente, microesferas de poliestireno (didmetro ~ 3um) recobertas com
estreptavidina (Bangs Labs) sao colocadas em contato com o DNA biotinilado em um
banho a 36.5°C, para que uma das extremidas do DNA se fixe nelas. Enquanto isso,
um O-ring de borracha ¢é fixado com parafina em uma laminula comercial coberta com
estreptavidina (Xenopore Corp.). O porta amostra é entao levado ao microscopio e a
solugao de DNA e microesferas ¢ inserida no interior do O-ring, como mostra a figura
.4l Espera-se por volta de 15 minutos para que a ligagdo entre a extremidade livre do
DNA e a superficie da laminula ocorra e inicia-se o procedimento de busca por DNAs.

A concentracao de DNA em pares de base foi de 2, 4uM em todos os experimen-
tos de pinga Optica e todas as amostras foram preparadas em solugoes tampoes salinas

de pH neutro (pH=7,4) apresentando ions de fosfato (PBS [NaCl|=150mM).

-----

solugdo A-DNA +
microesferas

Laminula tratada

Figura 3.4: Preparacao do porta-amostra com a amostra.

3.1.4 Procedimento

A figura[3.5 mostra o esquema do experimento de estiramento do DNA utilizado
neste trabalho. Em uma solucao proxima as condicoes fisiologicas tem-se moléculas de
DNA com as duas extremidades fixas: uma nas microesferas e outra na superficie da

laminula. Na escala micrométrica, as moléculas nao podem ser vistas, portanto o DNA
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3.1 Pinca Optica

é encontrado de maneira indireta, ou seja, microesferas que escapam da pinga e voltam

para a posicao de equilibrio possuem moléculas de DNA.

A-DNA - 48kbp
Estiramento do DNA

Meio proximo as condigdes fisiologicas
Microesferade 2

poliestireno X

Poco de potencial
da Pinga dptica

Figura 3.5: Esquema do experimento de estiramento da molécula de DNA.

Quando um DNA é encontrado sao realizadas ~ 5 medidas, das quais se re-
tira uma média dos parametros obtidos. Em cada medida a molécula ¢ estirada pela
pinga (Fiue: = 6pN) com uma velocidade bem definida (0, 1um/s) movimentando o
estédgio do piezoelétrico. Essa velocidade é baixa o suficiente para que no estiramento
estados de equilibrio infinitesimais sejam percorridos. Os resultados sao obtidos por
videomicroscopia, a forga é extraida por meio da lei de Hooke e o xpya determinado
sabendo-se a velocidade e o tempo de estiramento. O gréfico mostra a curva de
forca por extensao de uma molécula de A-DNA puro, onde os pontos correspondem
aos dados experimentais e a curva em preto é o ajuste realizado com a equagao de
Marko e Siggia (vide segao [50]. Como se observa, para pequenas distengoes, a
curva praticamente nao se altera, porém quando chega-se proximo do L, a curva sobe
abruptamente.

Cada medida corresponde a um experimento de estiramento, ou seja, uma curva
de forca por extencao, e as propriedades mecanicas sao extraidas dos ajustes. Para
o A-DNA puro na conformacao B, o comprimento de persistécia A deve estar entre
40 — 50nm e o comprimento de contorno L, entre 14 — 21um [1].

O DNA e seus complexos sao expostos & forcas maximas externas de 6p/N indo,

no méaximo, até 15pN (no limite do regime entropico). A figura mostra toda a
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curva de estiramento de uma molécula de DNA puro. A forca sobre o polimero varia
com a extensao, porém a forca maxima nao se altera. Observe também que o ajuste é
somente realizado até ' = 2pN, isso porque o poco de potencial gerado pela interacao
entre a pinga e a microesfera é aproximadamento harmoénico. Logo, para garantir que
os valores estejam dentro do regime harmoénico, a curva é somente ajustada até poucos

pN, mais precisamente, 40% da constante da pinga (K).

p%]
T

Forca (pN)

-5 0 5 10 15 20
Extensao (um)

Figura 3.6:  Grafico de forga (F(pNN)) por extensao (pum) para o A-DNA puro [1]. No
grafico interno, temos os dados experimentais sendo ajustados por meio da equagao de Marko
e Siggia.

Apos realizar as medidas com um DNA puro, iniciam-se as trocas de aliquotas.
Designa-se como aliquota, uma concentragao bem definida do ligante desejado dentro
do tampao. Na troca, retira-se grande quantidade da solugao presente no interior do
O-ring e insere-se a aliquota. Esse processo pode ser repetido varias vezes realizando
uma espécie de didlise. Em seguida, a amostra passa pelo tempo de rea¢ao (~ 30

minutos) em repouso durante o qual o DNA base se encontra pingado. Ao término do
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tempo de reagao, novamente 5 medidas sao realizadas e a média é extraida. Outras
aliquotas sao trocadas e o mesmo processo se repete. Assim, a série de titulacoes é
concluida e obtem-se curvas de propriedades mecanicas por concentragoes.

As concentragoes dos ligantes utilizados serao especificadas nos resultados e
as aliquotas foram preparadas em tampoes PBS com ou sem NaCl, dependendo do
ligante utilizado. No caso da Sso7d-C8, utilizou-se PBS sem NaCl enquanto que para

os intercalantes a concentracao de NaCl foi de 150mM.

3.1.5 Equacao de Marko e Siggia

O modelo mais utilizado atualmente para descrever as propriedades elasticas
de polimeros semi-flexiveis (como a molécula de DNA) ¢ o modelo Worm-Like Chain
(WLC), o qual se baseia na energia de curvatura generalizada, ou melhor na equagao
de Kratky-Porod [14]. Sua validade esta restrita ao regime entropico, pois considera-se
que as caracteristicas do polimero nao se alteraram durante estiramentos consecutivos.
Utilizando o modelo WLC, um polimero sendo tensionado pode ser estudado por meio
da equagao de Marko e Siggia [5,50], a qual reproduz de maneira satisfatoria estira-
mentos proximos e distantes da conformacao de equilibrio. Ela nos fornece curvas de
forca por extensao adequadas para realizar ajustes de dados experimentais obtidos por
técnicas de pingamento, observe a figura [3.6]

Os célculos para estiramentos proximos e longe da conformagcao de equilibrio fo-
ram brevemente mencionados no apéndice [A] cujos resultados sao esseciais na dedugao
da expressao da forca por extensao geral.

A equagao F' = —%Z 1) fornece dados de for¢a por extensao para pequenos

estiramentos, enquanto que a equacgao F' = % (1—lz>2 A.16)) descreve o outro limite,
-z

ou seja, longos estiramentos. Todavia, os valores intermediérios nao sao conhecidos. A

expressao para estiramentos longe da conformacao de equilibrio nao contém o regime
de pequenos estiramentos. Para contornar este problema, no artigo de 1995, Marko e
Siggia [50] acrescentaram dois termos dentro dos colchetes da expressao para longos
estiramentos de forma que estes nao sejam relevantes nesse regime. Mas, reproduzam

de maneria satisfatoria o regime de pequenos estiramentos.
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3.2 AFM

Apos a adicao dos dois termos obtem-se, finalmente, a expressao generalizada

para a forca entropica da molécula de DNA em funcao da extensao,

kT

=

I

z 1 1
i) +

onde kp é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, L é o comprimento de
contorno e A o comprimento de persisténcia (ja definidos na se¢ao[2.3)) e z ¢ a extensao
da molécula de DNA. Note que a expressao acima é uma aproximacao, divergindo no
ponto z = L.

Como foi dito anteriormente, essa expressao é valida somente dentro do regime
entropico, nao abrangendo modificagoes entalpicas nos polimeros. Por isso, neste tra-
balho, sempre que alguma modificagao entalpica ocorrer ela estara restrita ao primeiro
estiramento. Depois deste, todas as alteragoes ja ocorreram e, portanto, novamente
consideraremos o sistema dentro do regime entropico.

Os dados experimentais obtidos com a técnica de pincamento 6ptico deste tra-

balho foram ajustados utilizando a expressao [3.2]

3.2 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

O AFM possui varios modos de funcionamento, sendo assim tutil na anélise das
mais diversas amostras [51,52]. As amostras podem ser desde filmes finos de materiais
condutores e semicondutores até moléculas de RNA e DNA depositados sobre substra-
tos de mica ou silicio tratado superficialmente. No entanto, nao fornece informacoes
sobre o interior, ou seja, suas imagens descrevem a topografia da superficie do sistema
analisado [53,54]. Pode ser utilizado também para experimentos de estiramento de
molécula tinica, porém neste trabalho somente estudou-se as moléculas adsorvidas.

A resolugdo em z varia de poucos micrometros (um) até angstrons, o mesmo
vale em yx. Porém, as janelas de varredura méaximas e minimas em yx dependem do
piezoelétrico utilizado. E uma técnica de varredura e nao fornece informacoes sobre a
constituicao da amostra.

Este tipo de técnica é utilizada quando deseja-se observar objetos nao condutores
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3.2 AFM

nem cristalinos que estdo no limite da optica fisica (efeitos de difragdo), ndo sendo

possivel utilizar os microscopios 6pticos para observa-los.

3.2.1 Equipamento

As pegas fundamentais deste microscopio (NTEGRA Probe NanoLaboratory -
NT-MDT) sao: o cabegote, o piezoelétrico, o controlador e o computador. No cabegote
posicionam-se: o chip na extremidade do qual ha o cantilever, o laser, que sera incidido
sobre a extremidade do cantilever e o detector, o qual indica as deflexdes do laser.
No equipamento utilizado a ponta era fixa, ou seja, a amostra é movida por meio do
piezoelétrico enquanto o chip fica estatico. O chip utilizado possuia em sua extremidade
um cantilever com constante de mola de 2N/m, aproximadamente, e, na extremidade
do cantilaver, uma ponta com 8nm de raio. O cantilever foi recoberto com aluminio
(Al), melhorando, assim, o sinal do detector.

O controlador é constituido por uma série de circuitos elétricos que ajustam e
mantém a ponta a uma determinada distancia da amostra ou com uma determinada
amplitude de oscilagao. Isso depende do modo de varredura utilizado. No caso deste
trabalho, o contato intermitente (ou tapping mode) foi utilizado. Neste modo, a ponta
oscila préoxima a superficie mantendo fixa a amplitude previamente definida.

Além disso, uma camara e um equipamento para retirar a umidade foram uti-
lizados. Caso as amostras fossem medidas no ar, a alta umidade geraria um efeito de

capilaridade na ponta dificultando as medidas, ja que impediria a ponta de oscilar.

3.2.2 Funcionamento

A longas distancias, a interagao da ponta com a amostra é predominantemente
atrativa devido as forcas de van der Waals. Porém, quando a ponta aproxima-se o
suficiente para que os orbitais eletronicos interajam, a repulsao entre estes prevalece e
ocorre a deflexdo do laser de modo a afastar a ponta da amostra [52-H4]. A deflexdo do
laser (incidido na extremidade do cantilever) medida no detector fornece uma imagem

da topografia da superficie da amostra. A figura exemplifica uma situacao de
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Figura 3.7: Esquema de como o AFM realiza as varreduras sobre as amostras.

varredura de uma amostra qualquer. A ponta varre a amostra (o piezoelétrico move a
amostra) e mantendo, por exemplo, a distancia em relagdo a amostra constante (modo
contato de varredura (DC)), observa-se a deflexao do laser no detector, construindo-se
a topografia da superficie.

O grafico|3.8| mostra a forca entre a ponta e a amostra para diferentes distancias
entre elas. Observe que para distancias grandes tem-se atracao e, quando a distancia
¢ de poucos angstrons, a inversao da interagao ocorre e tem-se repulsao. O grafico
mostra também alguns regimes de varreduras. O regime contato é realizado a uma
distancia onde ha predominéncia na repulsdao, o regime semi-contato (AC) acontece
ainda no regime de atracdo e o contato intermitente (utilizado neste trabalho) abrange
os regimes e semi-contato (AC) e de contato (DC). O ultimo fornece grande resolugao
em z e no plano também, além de nao danificar a amostra e nao deslocar os objetos

sobre a superficie.

3.2.3 Preparacao de amostras

As solugoes de deposigao sao primeiramente preparadas e as reagdes ocorrem
em um intervalo de ~ 30 min, & temperatura ~ 20° C e pressao ambientes. A solucao

¢ preparada com tampao Tris ((10 mM) sendo o pH=7.4), o DNA de 3kbp (50 ng) e
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Figura 3.8:

Gréfico da forga em relagao a distancia entre a amostra e a ponta. [53|

a concentracao desejada de Sso7d-C8. A proteina recombinante e o DNA interagem
durante o tempo de reacao e, utilizando uma pipeta, realiza-se a deposicao da solugao

sobre a superficie da mica clivada, figura 3.9 A mica foi escolhida como substrato

para deposigao devido & sua rugosidade menor do que um nanémetro (= 2Angstrons),

possibilitando que o DNA adsorvido (~ 1.2 — 1.6nm de altura) seja observado nas
imagens de AFM.

A mica é constituida por camadas cristalinas, sendo o processo de clivagem sim-
ples. A clivagem é realizada para se ter uma superficie livre de impurazas e preparada
para uma nova deposicao. Todavia quando entra em contato com solugoes aquosas,
os sitos OH presentes em sua superficie se ionizam e esta adquire uma carga efetiva

negativa. Por isso, é necessaria a inser¢ao de um cation que faga a "ponte"entre as mo-
léculas e a superficie. Usualmente utiliza-se o M ¢?*, porém existem trabalhos também
com Ni?* [55]. No caso deste trabalho, devido a natureza da proteina utilizada na
deposicao (possui cargas positivas e a interagao é forte com o dominio ligante Sso7d)
nao utilizou-se nenhum cation nos experimentos de deposi¢cao com a Sso7d-C8.

O processo de deposicao dura por volta de 1 minuto e, ao término desse tempo,

mergulha-se a amostra em agua destilada e deionizada. FEspera-se por volta de 30
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Figura 3.9: Esquema de deposicdo do complexo sobre a superficie da mica clivada. A
esquerda, tem-se a solucao ainda reagindo enquanto, a direita, o processo de difusao dos
complexos ja esta ocorrendo.

min, retira-se a amostra da agua e, utilizando papeis absorventes e um jato fraco de
nitrogénio, remove-se o excesso de dgua e seca-se a superficie. Por fim, a amostra pode
ser levada ao AFM obtendo-se, assim, as imagens. Note que cada amostra corresponde
a somente um experimento, logo para cada concentracao total do ligante uma nova
amostra precisa ser produzida. A concentracao de DNA em pares de base utilizada em
todas as amostra foi de 3.75uM, preparadas no tampao Tris(10 mM)-HCI (pH=7.4).
Note que a fixagao dos polimeros pode ocorrer de maneira que o polimero entre
em equilibrio termodindmico com a superficie, indicando que a deposicao durou o
suficiente para que a conformagao mais favoravel seja alcangada (nesses experimentos
buscamos o equilibrio termodindmico do DNA na superficie da mica). Outro caso
possivel seria a aderéncia sem que o equilibrio seja alcancado, ou seja, a conformagao
final 2D é simplesmente uma projecao da conformacao 3D. Neste caso a molécula
simplesmente adsorveu, como pode ser observado na figura [3.10] & direita, este cenario
corresponde & simplesmente um aprisionamento cinético da molécula na superficie.
Note que para o primeiro caso de deposicao, varias moléculas adsorvem na su-
perficie nas conformacoes de menor energia indicando que as caracteristicas estruturais
da molécula podem ser extraidas das imagens 2D. No segundo caso, as conformacoes
sao induzidas pela superficie ou intrinsicas da molécula sendo dificil distinguir as duas

possibilidades [56].
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Figura 3.10: Esquema de deposicdo de um polimero em uma superficie. A esquerda,
considerando que a molécula alcange o equilibrio termodinamico com a superficie e a direita,

considerando que a molécula simplesmente adsorveu levando uma configuragao 3D para outra
2D.

3.2.4 Procedimento

Para realizar as medidas, a humidade foi reduzida utilizando-se um dessecador,
ficando em torno de 20-30%. Para a realizacao das medidas e obtengao do comprimento
de contorno (L,) e distancia ponta-a-ponta (R..) a partir das imagens.

Utilizou-se 512 ou 1024 linhas por quadros com tamanhos por volta de 5um (séo
janelas quadradas) até 2um, e a velocidade de varredura foi de 2 linhas por segundo.
Devido ao contorno das moléculas de DNA ser pequeno (por volta de 1um) a maior
janela utilizada nos experimentos foi de 10um.

Com as imagens em maos, L, e R,. foram medidos e, utilizando-se a expressao
para a distancia ponta-a-ponta quadratica média bidimensional (equagao , obteve-
se a persisténcia para cada concentracao. De posse destes dados, curvas de propriedades
mecanicas pela razao entre as concentragoes ([ligantes|/[DNAbp|) foram contruidas e

analisadas.

3.2.5 Worm-Like Chain 2D

Depois que o equilibrio termodindmico da molécula com a superficie foi atingido
a analise das imagens pode nos fornecer as propriedades mecéanicas dos polimeros ad-

sorvidos. Para isto, utilizou-se o modelo Worm-Like Chain modificado para polimeros
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2D [56].

2A —Lg
2 _ e o3
< Ree >op= 4AL0 |:1 LO (1 e 24 >:| (33)

Esta equacgao pode ser utilizada para determinar o comprimento de persisténcia
da molécula adsorvida termodinamicamente sabendo-se o comprimento L e a distancia
ponta-a-ponta (< RZ, >op=< (7; —79)? >[[]). Este tipo de informacao pode ser obtida
utilizando softwares como WSXM, o qual é gratuito. Além disso, pode-se desenvolver
programas que determinem estes dados utilizando por exemplo a linguagem Fortran.

O caso do aprisionamento cinético nao sera utilizado, ja que os experimentos
foram conduzidos de forma que os polimeros encontrassem a configuracao mais favoravel
e consequentemente adsorvessem com a menor energia. Para isso, o tempo de deposigao
das moléculas de DNA foi longo o suficiente para que, na concentragao utilizada, um
grande nimero de moléculas adsorvessem com energia para buscar uma configuracao de
equilibrio, de acordo com a referéncia [56]. Nesta referéncia, um estudo com moléculas
de varios pesos moleculares, comprimentos de contorno, tempos de deposicao e diversos
tratamentos da superficie foram realizados justamente com o intuito de estudar que tipo
de adsorgao ocorreu. No caso do DNA 3kbp (utilizado neste trabalho) na concentragao
da ordem de nM em pares de base depositado com cerca de ~ 2min, tem-se que os
valores experimentais de < R?, > estao em excelente acordo com a teoria representada
pela equacao [3.3] o que nos leva a crer que numa solu¢ao com moléculas de DNA fita
dupla com 3kbp e [DN A3kbp| = 3.75uM depositada com ~ 1min, tem-se o equilibrio

termodinédmico com a superficie da mica ao longo do processo de adsorgao.

la quantidade < (7, = 79)? > se refere ao valor médio de um vetor que liga o inicio do polimero
até o seu fim.
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Mudancgas causadas pela Fegt g €m

complexos com intercalantes

A técnica de pincamento 6ptico pode ser utilizada de iniimeras maneiras: anali-
sando globulos vermelhos, células, tirando informagoes sobre complexos formados com
moléculas de RNA, DNA, entre outros [57|. Essa utilizagao pode estar dentro do regime
de forgas fracas (regime entropico) o qual nao alteraria as propriedades mecéanicas das
"molas entropicas" (DNAs, RNAs e seus complexos em solugao), ou no regime de forgas
intensas ou fortes onde ha a alteragao da estrutura das moléculas. Grandes alteragoes
estruturais ocorrem no regime de forgas intensas (regime entalpico), mas e quanto ao
regime entropico? Neste, as curvas de estiramento em funcao da concentragoes de com-
plexos similares deveriam coincidir mesmo com forgas distintas. Fazendo uma analogia
com uma mola, forcas distintas dentro do regime elastico fornecem a mesma constante
de mola (o que corresponderia ao comprimento de persisténcia A numa mola entropica).

Interessados em estudar o regime de forcas fracas, realizamos experimentos de
estiramento de complexos e estudamos principalmente as variagoes no comprimento de

persisténcia A.
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4.2 Doxorrubicina e Brometo de Etidio

4.1 Doxorrubicina, BrEt e o A-DNA

Os ligantes utilizados na formagao dos complexos foram o Brometo de Etidio
(BrEt) e a Doxorrubicina (doxo), .1l Ambos sdo intercalantes, portanto produzem
um aumento efetivo do comprimento de contorno do complexo L, com a concentragao

e um giro relativo entre os pares de base de forma a desfazer a dupla hélice, vide segao

2511

a) Doxo OH

b) EtBr

Figura 4.1: Naletra a) tem-se a estrutura quimica da molécula de doxorrubicina. Enquanto
que na letra b) tem-se a estrutura do brometo de etidio [68].

Os complexos analisados por pingamento 6ptico foram formados com o DNA do
bacteriofago A (um virus que infecta a bactéria E. Coli), devido ao seu contorno estar

na escala micrométrica (16.5um).

4.2 Dependéncia dos complexos com a F,;

Nesta secao, as propriedades mecénicas (A e L,) dos polimeros serdao abordadas
variando-se a for¢ga maxima aplicada (6pN, 10.5pN e 15p/N) sobre os complexos DNA-
intercalantes. Assim, os experimentos foram conduzidos da seguinte forma: como na

secao uma molécula de DNA com as propriedades bem definidas era escolhida e,
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com ela, estiramento eram realizados (~ 5-7 medidas). Caso os parametros (L, e A) do
DNA puro estivessem dentro dos valores esperados (na literatura), as aliquotas eram
trocadas. Decorrido o tempo de reagao, estiramentos (~ 5-7 medidas para cada F,,,)
eram realizados com 6pN, 10.5pN e 15pN, sequencialmente. Varios experimentos
foram realizados com uma mesma aliquota, retirando a média dos valores finais.
Antes da analise da interagao com as drogas, é necessario medir qual o compor-
tamento de A em relagao a forca maxima para um DNA puro. Para isso, realizou-se o
mesmo procedimento acima, porém sem a presenca de um ligante. Os resultados deste
experimento aparecem na figura 1.2 que mostram que a persisténcia do DNA puro
nao se altera (dentro das barras de erro) com o aumento da for¢ga maxima. Até mesmo
para 15pN, a afirmacgao anterior é vélida (note que a tultima medida j& esta no limiar

do regime entropico).

60
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4 6 8 10 12 14 16

F oo (PN)

Figura 4.2: Variac¢do do comprimento de persisténcia A com a forga maxima (F,q,) aplicada
para a molécula de DNA pura. As barras de erro fornecem o erro padrao das medidas.

Dando continuidade ao trabalho, com os resultados obtidos para o complexo
formado com a doxorrubicina nas concentragoes 2.5, 3.5, 4.5 e 5.5uM construiu-se
o grafico 4.3(a)l As linhas tracejadas foram introduzidas apenas como guia para os

olhos. Note que quanto maior F),,, menor o comprimento de persisténcia, ou seja,
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mais flexivel o polimero.
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Figura 4.3: Variacao de A com relagao a forga maxima aplicada para a) doxorrubicina e b)
brometo de etidio. As barras de erro fornecem o erro padrao das medidas.

O experimento analogo para o brometo de etidio foi realizado para as concen-
tragoes do ligante de: 1.5, 2.5, 3.5 e 4.5uM , como pode ser observado na figura 4.3(b)|
Novamente, A decresce com o aumento da for¢ca maxima, assim como no caso da do-
xorrubicina, mostrando que ha uma forte dependéncia deste parametro com relagao a
forga aplicada sobre os complexos DNA-doxorrubicina e DNA-BrEt.

Estes resultados levam a crer que este comportamento é geral para complexos
DNA-intercalantes, indicando que a modificacao estrutural causada pelo intercalante
na dupla-hélice é a origem do efeito, ou seja, o processo de intercalacao esta alterando
a molécula de DNA de forma que ao expor este complexo a for¢cas maximas distintas
tem-se um decréscimo de A.

O comprimento de contorno L, para os dois casos nao apresentou dependéncia
com a forca maxima aplicada, somente com a concentracao de ligante. Para a do-
xorrubicina na concentragao de 2.5uM, por exemplo, obtivemos L, = (16.9 £ 0.5)um
para 6pN, para 10.5pN, L, = (16.9 £+ 0.6)um e para 15pN esse resultado foi de L, =
(17.0 £ 0.4)um, correspondendo a um aumento de 3% em relagdo ao DNA puro. Por

outro lado, para a maior concentragao de doxorrubicina, 5.5uM, L, = (18.9 £ 0.6)uM
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para 6pN, L, = (18.6 £ 0.6)uM para 10.5pN e L, = (19.1 £ 0.7)uM para 15pN,
correspondendo a um aumento de 14%.

A mesma anélise pode ser realizada para o brometo de etidio. Assim, na concen-
tragao de 2.5uM , por exemplo, obtivemos L, = (18.5+0.3)um para 6pN, para 10.5pN,
L, = (18.8 £ 0.5)um e para 15pN esse resultado foi de L, = (18.6 £ 0.4)um, corres-
pondendo a um aumento de 13% em relacao ao DNA puro. Por outro lado, para uma
concentragao maior, 4.5uM, L, = (20.54+0.7)uM para 6pN, L, = (20.2+0.6)uM para
10.5pN e L, = (20.7 £ 0.7)uM para 15pN, correspondendo a um aumento de 24%. As

70 80
-6 pN --@-6 pN
--10.5 pN
-+--15 pN { SR
50 +1_ T"' B | 60 ".' “l !.‘ N -
E 40 + ------------ 4 ? + £ 30 ; e
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Figura 4.4: Variacao de A com relagao a concentragao total do ligante para a) doxorrubicina
e b) brometo de etidio. As barras de erro correspondem ao erro padrao das medidas.

curvas de titulagao usualmente sao construidas com a propriedade mecéanica em fungao

da concentragao total do ligante em soluc¢ao. Por isso os graficos 4.3(a)|e 4.3(b)| serao

reconstruidos, ficando evidente como que cada F,,, altera a grandeza analisada.

Como pode ser visto em |4.4(a)|e4.4(b)} para o menor valor de F},,, 0 comporta-

mento geral das curvas é inicialmente crescente, chegando a um valor maximo e depois
caindo, o que esta de acordo com varios trabalhos realizados pelo grupo do professor M.
S. Rocha, onde sao realizados experimentos de estiramento para F,,,, < 6pN [10-15].
Além deste, outros grupos reportaram o mesmo comportamento de A, como Tessmer

et al [28]. Por outro lado, o maior valor de F},,, mostra uma queda quase monotonica
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de A em relagao a C'r. Este resultado também é reportado por uma série de grupos
como Husale et al, Lipfert et al, entre outros [22-25]. Por fim, as curvas obtidas para
10.5pN apresentam um comportamento intermediario entre as duas anteriores.

Note a gama de resultados aparentemente incoerentes advindos de técnicas de
pingamento. Isso pode ser explicado observando-se qual a forga méxima utilizada, ou
seja, para forgas no limite do regime entrépico uma queda monoténica em A é observada
mesmo para concentracoes baixas do ligante, enquanto que para valores baixos da forca
(6pN), observa-se um comportamento nao monotdnico. Estes resultados ressaltam
a necessidade de um estudo mais aprofundado da variacao das propriedades com as
forcas aplicadas, além de levantar uma questao: qual deve ser a forca utilizada em
experimentos de estiramento ou torcao para que seu efeito nos resultados seja minimo?

O efeito da queda de persisténcia dos complexos foi estudado e a melhor ma-
neira encontrada na tentativa de explicar o fenomeno foi considerar algum tipo de
desnaturacao parcial, como serd abordado nos paragrafos seguintes, observe a figura

4.0

]

Potencial da‘-\

pinca optica - Microesfera

Microesfera

*—e Bases nitrogenadas

Q==d) |Intercalante

Figura 4.5: FEsquema da formagao das "bolhas"de desnaturagao no complexo formado com
intercalantes sujeito a forcas externas.

Sabe-se que a intercalagao gera alteragoes e tensiona a molécula na qual se liga.

Essa ligacao aumenta o comprimento de contorno L, e desfaz o giro da dupla-hélice
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por volta de 20° - 30° entre os pares de base. Todas estas modificagoes tensionam as
pontes de hidrogénio de bases complementares que unem as fitas simples, o que pode
levar a formacao de bolhas de desnaturacao mesmo para F),,, baixas. A probabilidade
da formagao de bolhas de desnaturagao aumenta com o aumento da Fj,.,. A formagao
de bolhas desfaz a estrutura secundéria do DNA localmente, transformando a regiao
em duas fitas simples. As fitas simples apresentam grande flexibilidade (A pequeno
nm) 58], levando a uma persisténcia efetiva menor.

E evidente que este efeito depende da concentracio do intercalante e do regime
de forcas utilizado nos estiramentos. Assim, caso a concentracao do intercalante ou a
Fq sejam baixos o suficiente, ainda nao aparecendo bolhas de desnaturagao, tem-se

um A efetivo crescente com [intercalante| (concentragao do intercalante). Considerando

os graficos 4.4(a)| e |4.4(b)l pode-se observar que para 6pN e concentragoes baixas do

ligante, a persisténcia A ainda apresenta um crescimento. Porém, quando a molécula
apresenta uma quantidade razoavel de sitios ocupados, a forca externa é sufuciente para
que as ligacoes entre as bases se rompam e tem-se uma desnaturacao parcial, levando
a um A efetivo menor, de acordo com o que foi discutido nos paragrafos anteriores.

Assim, a for¢a maxima F),,, altera o comprimento de persisténcia A dos com-
plexo DNA-doxorrubicina e DNA-BrEt significantemente, ou seja, as propriedades ob-
tidas por meio de experimentos de estiramento de complexos DNA-intercalantes sao
fortemente dependentes da forca externa méaxima aplicada.

Pensando de maneira conformacional, a estabilidade da estrutura secundéria da
molécula de DNA em solugao depende da estrutura da molécula fita simples (estrutura
priméria), das interagdes hidrofobicas, das rotagoes das ligagoes quimicas, das ligagoes
de hidrogénio e dos empilhamentos 7 entre os pares de base nitrogenadas (originada
pelas interagoes entre os anéis das bases) [8]. Estudos mostram que o empilhamento
7 e as interagoes hidrofobicas possuem papel de destaque na energia necessaria para
estabilizar a dupla hélice |61-63]. Logo, a maior diferenca entre as configuragoes DNA
fita simples e fita dupla sao a energia livre de Gibbs devido ao empilhamento dos pares
de base e as energias das pontes de hidrogénio. Matematicamante, tem-se que a enegia

livre de Gibbs (G) necesséaria para estabilizar a dupla hélice ¢ dada por:
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AGest.duplah,DNAds = AGDNAfs,est + AG’I‘-I—t + AGemp.Tr + AGpontesH + AGhidra (41)

com AGpnafsest sendo a energia livre relacionada a molécula de DNA fita simples,
AG, 4, a energia relacionada com modificacoes estruturais, AGe,,, » a energia dos em-
pilhamentos dos pares de base, AGponies energia relacionada as pontes de hidrogénio
e AGhiqr € a energia devido as interagoes hidrofobicas [63|. Quanto mais negativa é
AG cst.duplan, DN Ads Mais favoravel é a formacao da estrutura de dupla hélice. Todas
essas energias sao calculadas como a variagao entre dois estados: molécula de DNA fita
simples — > molécula de DNA fita dupla.

Quando um intercalante se acomoda entre os pares de base, tanto a energia rela-
cionada a modificagoes estruturais quanto as interacoes entre os pares de base no sitio
da intercalacao sao comprometidas. Assim, a energia de estabilizacao da dupla hélice
cal, aproximando a configuragao da molécula de DNA fita dupla da fita simples. Isso
possibilita que, dependendo de quanto AG s duplah(intercal) (energia de estabilizacao da
dupla hélice apos a intercalagdo) for proximo da AGpyafs.est (energia de estabilizacao
das fitas simples), for¢as externas relativamente baixas sejam sufucientes para levar a
mudanga estrutural local. O que formaria uma bolha de desnaturacao.

Considerando um segmento da molécula de DNA com, por exemplo, 12 pares de
base (~ 4,8nm) tem-se que a modificagao na estabilidade da molécula pode variar de
AG =04 AG = 4(AG,ot.int+AG emp rint+AGhidro). Sendo que AG = 0 corresponderia
a nenhuma molécula de intercalante ligada e AG = 4(AG, ot.int + AGemp.r.int + AGhidro)
a energia decrescida devido a saturacao nas intercalages (obs.: experimentos mostram
que no processo de intercalagao aproximadamente 3 sitios de ligacao da molécula de
DNA sao ocupados [1,27]).

Suponha que as contribuic¢oes das energias de rotacao e de empilhamento 7 sejam
praticamente anuladas na intercalagao, restariam somente as ligagoes de hidrogénio
para serem vencidas pela forca externa. Tendo isso em mente, pode-se estimar a forca

necessaria para que as bolhas sejam geradas. Considerando que a energia envolvida nas
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ligagoes de hidrogénio seja de 5kgT por ligacao (T = 298 K) [32,59] tem-se que a energia
necessaria para quebrar as pontes entre pares de base quaisquer é ~ (2,5)Gpontesr =
12,5kpT. Isso seria equivalente a 1/8 da energia necessaria em uma ligagao covalente
(100kgT ou 500K J/mol). Com relagao a pinga optica, esse valor corresponderia a uma
forca externa maxima da pinga de ~ 50pN. O que é um valor alto, mas precisamos
pensar em todas as aproximacoes realizadas e no fato de que a tor¢ao também retira
parte da estabilidade das pontes de hidrogénio.

A intercalacao é um processo energeticamente favoravel, principalmente devido
a interagoes hidrofobicas, levando a um complexo mais estavel quanto a desnaturacao
total [60]. Um complexo DNA-intercalantes pode ser pensada como uma molécula
de DNA com grampos (intercalantes) aumentando sua estabilidade global. Assim,
esses "grampos'"impediriam que a desnaturacao total ocorresse, mas por outro lado,
a presenca destes gera tensoes entre as ligacoes de hidrogénio ja existentes. Logo,
terfamos um complexo mais estavel globalmente, mas que poderia também se modificar
localmente.

Em experimentos onde somente as forcas internas ao sistema estao presentes, a

queda em A presente nos graficos 4.4(a)| e |4.4(b)| ndo é observada. Usualmente, neste

tipo de experimento, o comprimento de persisténcia cresce com a concentragao do in-
tercalante e estabiliza em um valor acima do esperado para o DNA puro [16-21], ou
seja, sdo curvas monotonicas crescentes (figura , bem diferentes do observado em
experimentos de pingamento. Além disso, trabalhos de intercalantes com compostos
condensadores (PEG e BSA) mostraram que os agentes intercalantes inibem a compac-
tagao dos complexos finais [64-67], indicando um aumento na rigidez dos mesmos. Os
agentes condensadores trabalham "protegendo"as pontes de hidrogénio, enquanto que o
intercalante se acomoda entre os pares de base aumentando a tensao local. Logo, neste
tipo de experimento, nao ocorre desnaturacao parcial, somente um aumento efetivo em
A. Estes resultados consolidam a interpretacao da dependéncia de A com F},,,.
Realizamos também medidas de deposi¢ao de AFM, figura [4.6] as quais corro-
boram muitos dos trabalhos de deposicao de intercalantes, levando a comportamentos

monotonicos crescentes de A em relagao a Cj,; (concentragao do intercalante).
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Figura 4.6: Dados de persisténcia de complexos formados com doxorrubicina obtidos via
deposicao AFM. As barras de erro correspondem ao erro padrao das medidas.

Além dos experimentos acima citados, outra tentativa de evidenciar o papel
da F,.. foi realizar o processo inverso de estiramento para duas concentragoes de
brometo de etidio (2.5 e 3.5uM) e uma concentracao de doxorrubicina (4.5uM), ou
seja, primeiramente estirou-se o complexo com 15pN, depois com 10.5pN e, por fim,
com 6pN, isso tudo depois que a aliquota foi trocada. De fato, pode-se observar que,
para concentragoes < 4,5uM para a doxorrubicina (figura e < 2.5uM para o
BrEt (figura £.4(D)), a atuagao da menor forga (6pN) nao ¢ o suficiente para que a
desnaturacao ocorra. No entanto, quando utiliza-se 15p/N, mesmo nestas concentragoes,
o valor efetivo de A cai indicando a formacao das bolhas de desnaturacao. Logo, caso
a atuacao da forca externa nao modifique a estrutura do complexo, o valor de A nao
dependera da ordem na qual as forcas sejam aplicadas.

Os resultados estao presentes no grafico 0s quais mostram que apds serem
estirados com 15pN os complexos apresentam valores de A iguais para todas as Fj,q.
(dentro das barras de erro). Pode-se concluir, portanto, que a estrutura realmente
se alterou, sendo que o complexo agora apresenta regioes de fitas simples, as quais
provavelmente se originaram com 15p/N. Caso isso nao ocorresse os valores de A para

6pN seriam por volta de 60nm para a doxorrubicina enquanto que para o BrEt teriamos
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Figura 4.7: Variagdo do comprimento de persisténcia A com a for¢a méaxima (F,q,) para
duas concentragoes de bromento de etidio (2.5 e 3.5uM) e uma concentracao de doxorrubicina
(4.5 M) onde o processo inverso de estiramento foi realizado. Sendo os complexos primei-
ramente estirados com 15pN, depois com 10.5pN e, por fim, com 6p/N. As barras de erro
correspondem ao erro padrao das medidas.

valores de 70nm para a concentracao de ~ 2.5uM. Observando os dados podemos
concluir que esse efeito é irreversivel.

A abordagem utilizada na interpretacao dos resultados se baseia no fenémeno
de desnaturacao parcial, o qual indica uma desestruturacao local. Como se sabe,
modificagoes estruturais devem analisadas dentro do regime entalpico. Sendo assim,
o que justificaria a utilizacdo da equacao de Marko e Siggia (restrita para o regime
entropico)?

Cada um dos valores de persisténcia mensionados nos graficos foram o resultado
da média de varios estiramentos para uma mesma concentragao de intercalante e uma
mesma forca externa. KEstes estiramentos realizados com uma concentracao alta de
intercalante mostraram uma queda abrupta da persisténcia logo na primeira medida
(mesmo para forgas baixas), enquanto que o valor se tornou invariante nas demais
(dentro da barra de erro). Isto significa que o complexo desnaturou parcialmente
muito rapido, provavelmente durante o primeiro estiramento. Assim, qualquer efeito

entalpico estaria restrito a primeira medida, e a partir da segunda temos um polimero
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semiflexivel onde o WLC ¢é valido. Em outras palavras, o efeito entalpico existe, mas
ocorre e acaba muito rapidamente, provavelmente todo no primeiro estiramento.

Atualmente nao ha nenhum modelo que trabalhe em baixas forcas e ainda seja
capaz de trabalhar com esse tipo de efeito, mensionado no peragrafo acima. Portanto,
o modelo WLC ainda ¢é a melhor alternativa na analise dos dados experimentais.

Um outro ponto importante, esta relacionado com os resultados apresentados
pelo grafico [4.7] Esses dados nos mostram que a modificagao estrutural é irreversivel
e, se a queda na persisténcia fosse somente um efeito do modelo utilizado, ela nao faria
sentido. Assim, os resultados nao seriam dentro das barras de erro os mesmos e sim,
uma reproducao dos dados utilizando as forcas de maneira crescente.

Por fim, um tultimo experimento foi realizado para corroborar a suposicao de
desnaturacao parcial do complexo. A idéia deste experimento é mostrar caso haja
alguma modificacao estrutural, o que pode ser observado com curvas de histerese.
Para isso, inicialmente estiramos o complexo formado com a doxorrubicina (4.5uM)
até quase em sua extensao maxima (~ 0.97L,) e em seguida revertemos a velocidade do
piezoelétrico para voltar a posi¢ao de equilibrio com 6p/N, como mostra os diamantes
pretos e os quadrados verdes na figura Estas curvas nao apresentam diferencas, ou
seja, nenhuma modificacao estrutural aconteceu no complexo para 6p/N. Ainda pode-se
ajustar as curvas, ida e volta para 6pN, com o modelo WLC [50]| obtendo-se os valores
A de acordo com

Na outra parte deste experimento, o complexo foi estirado com 6p/N até ~ 0.97L,
(considerando uma molécula com 16.5um, o estiramento seria até ~ 16um) e, nesse
momento, a poténcia do laser foi alterada (15p/N) levando novamente o complexo para
a posicao de equilibrio. Os circulos em vermelho na figura mostram a volta do
complexo com 15p/N, onde evidencia-se a modificagao estrutural do complexo ja que
uma aparente desestruturacao ocorreu. Compativel com a ideia da formagcao das bolhas
de desnaturagao.

Este mesmo tipo de experimento também foi realizado para moléculas de DNA
puro, nao sendo vista nenhuma modificacao nas curvas de for¢a x extensao, mesmo

para os maiores valores de F,... Esse resultado indica que o efeito esta relacionado a
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Figura 4.8: Curvas de forga por extensao de um complexo formado com doxorrubicina
(4.5uM). Onde os quadrados verdes e os diamantes pretos mostram o estiramento e volta a
posicao de equilibrio para 6pN, enquanto que os circulos em vermelho mostram a volta para
um DNA que teve a forga da pinga alterada de 6p/N para 15p/N proximo ao seu valor maximo
de extensao.

persisténcia do DNA-intercalante.

E importante ressaltar que este experimento foi realizado com somente um esti-
ramento, pois a modificacao estrutural se encontra restrita a primeira medida. Assim,
varios experimentos foram realizados com o intuito de estirar somente uma vez um com-
plexo DNA-intercalante de acordo com o procedimento mostrado acima, fornecendo os
resultados da figura [4.8] Depois que a modificagiao ocorre, tem-se um novo polimero
semiflexivel com novas propriedades mecanicas (L, e A).

Mesmo considerando a interpretacao de que ha alteragao entalpica, ainda as-
sim existiria uma defasagem entre os resultados obtidos por meio da pinga Optica e
pelas deposicoes em AFM, o que corrobora nossa interpretacao da dependéncia das
propriedades mecéanicas com a for¢a externa aplicada.

Depois de realizar todos os experimentos com DNA-intercalantes, pode-se afir-

mar, sem sombra de divida, que nao somente o regime entalpico de for¢as pode alterar
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as propriedades mecénicas. Isso por que, mesmo dentro do regime entrépico também ha
o efeito causado por forcas maximas distintas, para o caso de complexos formados com
intercalantes [68]. Assim, os menores valores de F,,, possiveis devem ser utilizados de

forma que as propriedades nao sejam mascaradas pela forca.
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Capitulo 5

Experimentos com Bottle Brush

Os polimeros do tipo "bottle brush"apresentam uma cadeia de monoémeros prin-
cipal, da qual emergem cadeias laterais secundarias menores iguais. Logo, essa es-
trutura é classificada como um polimero ramificado [1,2l33]. A figura mostra a
estrutura desse tipo de polimero e a esquerda, tem-se um zoom do mesmo.

Nas articulagoes do corpo humano podemos encontrar exemplos de estrutura
tipo bottle brush. A lubricina (Lubricin), agrecana (aggrecan) e ialoronana (Hyaloro-
nan) sao responsaveis tanto pela lubrificagdo, capacidade de suportar o peso e evitar
o desgaste das cartilagens. Trabalhos recentes associam a falta de lubricina no liquido
senovial com a osteoartrite [69]. Um outro exemplo de polimero ramificado aparece
nos neurofilamentos. As cadeias laterais sao carregadas e se a interacao dos bragos se
der de maneira incorreta, pode-se levar a doengas neuro-motoras |70].

Devido & importancia destes polimeros, muitos trabalhos visam sintetizar com-
postos similares a lubricina [7172]. O objetivo desses estudos é melhorar tanto a
durabilidade de proteses quanto o tratamento de doengas como a osteoartrite. Além
disso, existem trabalhos que utilizam estruturas "bottle brush"formadas com moléculas
de DNA, visando a eficiéncia na detec¢ao de biomoléculas por fluorescéncia |72/73].

Neste trabalho deseja-se construir um polimero tipo "bottle brush"e estudar suas
propriedades, visando, posteriormente, a sintese de complexos que sejam estruturas
individuais (monomoleculares), possivelmente protetoras, com a rigidez e o contorno

controlados. J& que a proteina Sso7d-C8 foi sintetizada artificialmente, nao existem

o1



5.1 Doxorrubicina e Brometo de Etidio

Cadeias

laterais

“Bottle brush” (em inglés)

Escova de garrafa

Cadeia
principal

Figura 5.1: Esquema da estrutura de um polimero tipo "bottle brush", ou seja, ramificado.

muitos trabalhos na literatura abordando suas caracteristicas , 0 que nos motiva a
pesquisar possiveis aplicagoes.
Neste capitulo os resultados dos experimentos realizados com DNA-Sso7d-C8

utilizando PO e AFM serao apresentados e discutidos com base nos nossos objetivos.

5.1 DNA 3kbp e Sso7d-C8

A proteina recombinante Sso7d-C8, utilizada neste experimento, foi sintetizada
pelo grupo do professor Renko de Vries [29)], pesquisador da universidade de Wage-
ningen. Este é um novo composto artificial altamente assimétrico, produzido com o
intuito de melhorar processos como a distribuicao de acidos nucleicos, mapeamento

e sequenciamento genético [75H78|. Além de modular a forma, rigidez, extensdo e
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5.2 Sso7d-CS8

proporcionar a protegdo de moléculas de DNA tnicas cobertas [76,78]79]. Para isso,
sequéncias genéticas foram modificadas (recombinagao genética) e utilizando leveduras
(Pichia pastoris), as proteinas foram produzidas.

A Sso7d (63 aminoacidos ou 7TKDa) é uma proteina produzida por uma arque-
obactéria (Sul folobus sol fataricus) e usualmente sao utilizadas no processo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), sintetizagao de DNAs e RNAs. Interessante notar que a
interagao da Sso7d com a molécula de DNA estabiliza o complexo formado em condi-
goes extremas de alta temperatura e baixo pH [29]. A interagao desta proteina com o
DNA ¢ de origem eletrostatica e a afinidade com as fendas é grande. As caracteristicas
do complexo DNA-Sso7d ja sdo bem conhecidas [26,80-83.

Com o intuito de estabilizar, proteger, enrigecer e modificar o complexo formado,
uma longa cauda hidrofilica negativa formada por 796 aminoacidos (C8) foi inserida
na proteina. Em solugdo (pH = 7,4) a cauda apresenta uma carga efetiva de -10
enquanto que a proteina da arqueobactéria apresenta +4. Caso analisemos a carga
efetiva do composto teriamos que a interacao com o DNA seria repulsiva, porém o
agente ligante ¢ a proteina Sso7d**. A figura mostra o complexo interagindo
com a molécula de DNA. A cauda hidrofilica é representada em verde e se encontra
voltada para a solugao, enquanto que a Sso7d, representada em vermelho, encontra-
se ligada & fenda da molécula (representada em cinza). A direita tem-se o complexo
formado quando vérias das proteinas interagem com uma molécula de DNA linear,
este complexo ¢ chamado de "bottle brush". O efeito da interagdo (DNA-Sso7d-C8)
no complexo final modifica sua elasticidade, devido a repulsao eletrostatica entre as
caudas de amonoacidos, porém, praticamante nao altera seu comprimento de contorno
L,.

O DNA utilizado nos experimentos de pinga 6ptica é o do fago A (48,5kbp), ja
o DNA utilizado na deposicao ¢ de 3kbp (1um) (Thermo Scientific).
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5.2 Sso7d-CS8

v
C8 Sso7d

Figura 5.2: A esquerda, tem-se a interacio de poucas sequencias do DNA com a Sso7d-c8.
Enquanto que, a direita, tem-se o complexo final formado por varias ligagoes |\

5.2 Estudo do bottle brush formado com Sso7d-C8

Iniciou-se o estudo do complexo DNA-Sso7d-C8 via pingamento 6ptico, sendo
que as concentragoes de proteina foram acrescidas e em cada modificacao da mesma,
os parametros mecanicos do complexo (A,L,) foram determinados. Ao final dos expe-
rimentos, observou-se uma modificacao clara no comprimento de persisténcia do com-
plexo (A), figura O mesmo nao pode ser dito sobre o comprimento de contorno
L,, como pode ser visto na figura [5.4]

A figura mostra que A descresceu com o aumento da razao entre as con-
centragoes ([Sso7d-C8|/[DNApb]) chegando, por fim, a uma saturacéo e a consequente
estabilizacao por volta de 15nm. Portanto, o complexo se tornou mais flexivel com o
aumento de Cptn/Cpb. Isso, possivelmente, se deve & interagao entre segmentos conse-
cutivos do complexo onde hé a atragao entre os grupos fosfatos e o bloco Sso7d e entre
blocos ligados de Sso7d e as caudas C8, aumentanto o nimero de dobras. Além disso,
as interagoes de repulsao e atracao, as quais sao de curto alcange em solugoes , Sa0
suprimidas devido a atuagao da forga externa (pinga optica).

Obseve que o valor de A cai e estabiliza em torno da razao 1 proteina para cada
4 pares de base (~ 0.25 = Cptn/Cpb), o que esta de acordo com as anéalises realizadas

pelo grupo do professor de Vries [29]. De fato, um dos experimentos de mobilidade
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Figura 5.3: Variacdo do comprimento de persisténcia A em relagdo a razao entre as con-
centragoes ([Sso7d-C8|/[DNAbp]|) via pingamento 6ptico (PO). O grafico interno corresponde
a um zoom dos valores de menor razao entre as concentragoes. As barras de erro fornecem o
erro padrao das medidas.

utilizando eletroforese evidenciou que na faixa das razoes 0.15 — 1 = N/P E] ocorre
a diminiucao da mobilidade, aproximando o sistema da saturagao. Logo, a proteina
possui o nimero de exclusao sendo aproximadamente 4, ou seja, quando esta se liga
ela ocupa 4 grupos fosfato da molécula, impossibilitando que outra proteina interaja
com estes sitios.

Visando verificar o efeito da forca externa, realizou-se experimentos onde as
tnicas forgas atuando sobre o sistema sejam internas ao mesmo, ou seja, utilizamos
deposicao de polimeros com a caracterizacao por AFM. A figura mostra imagens
do DNA puro e dos complexos formados com o aumento da concentracao de Sso7d-
C8. Por volta de 1 proteina para cada 2 pares de base ji se observa um complexo
praticamente estirado enquanto que para razoes menores o namero de dobras é muito
maior. O ntmero de dobras decresce com o aumento da concentragao da proteina, e
essa cobertura pode ser controlada. Além disso, as imagens nao mostram agregados e
nem condensados, o que ja era esperado.

A figura [5.6] mostra o resultado da analise das imagens obtida para o complexo

LN/P = n® de cargas do grupo ligante Sso7d em relacao as cargas dos grupos fosfato. Por exemplo,
N/P =1 corresponde a 1 proteina para cada 4 pares de base.
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Figura 5.4: Variagdo do comprimento de contorno L, em relagdo a razdo entre as con-
centragoes ([Sso7d-C8|/[DNAbp]) via pingamento 6ptico (PO). As barras de erro fornecem o
erro padrao das medidas.

Sso7d-C8 com relagao ao comprimento de persisténcia A. Observe que, primeiramente,
ocorre uma pequena queda seguida pelo aumento desta propriedade. Diferentemente do
que foi observado no caso da pinga 6ptica, o comprimento de persisténcia satura em um
valor alto, por volta de 95nm. Esse resultado é semelhante ao obtido em deposicoes de
complexos realizados com moléculas de DNA circulares. Neles os complexos se abriram
e se enrigesseram na razao N/P = 1.5, o que indica um aumento do comprimento
de persisiténcia efetivo. Valores maiores de Cptn/Cbp nao foram explorados, pois
analises com diferentes experimentos demostraram que em N/P = 1 a saturagao ja é
alcancada. Além disso, experimentos de espalhamento de luz, realizados pelo mesmo
grupo, mostraram novamente que o comportamento qualitativo do complexo DNA-
Sso7d-C8 tende a aumentar A e saturar em um valor maior do que o DNA puro [29].

A queda inicial na figura pode ser explicada devido a repulsao entre sitios
ligados ser menor, ja que a quantidade de sitios ligados ¢ menor (o sistema esta blin-

dado). A atracdo entre o grupo Sso7d e os grupos fosfato livres pode fazer com que

26



Figura 5.5: Imagens de AFM de um DNA com 3kbp. A primeira imagem mostra o DNA
puro e as demais mostram os complexos formados com a proteina a medida que a razao entre
as concentracoes aumenta.

o complexo gere mais dobras levando a uma queda no comprimento de persisténcia.
Porém, a partir do momento em que a quantidade de sitios ligados é relevante para
que a repulsao entre os grupos C8 se sobresaia, a molécula diminui a quantidade de
dobras e consequentemente sua flexibilidade. O resultado final obtido sao complexos
conhecidos como bottle brush, ou melhor, "escovas de garrafa", devido aos grupos C8
serem hidrofilicos e se direcionarem para a solugao.

Observe que por volta de 1 proteina para 4 pares de base tem-se o inicio da
saturagao do complexo (ﬁgura, bem como o resultado obtido com a pinca optica. E
evidente que quando se fala em 1 proteina por 4 pares de base, refere-se a concentragao
total da proteina em relacao a concentracao de DNA em pares de base na solucao. Mas,
sabe-se que mesmo tendo-se esta concentracao em solucao existe uma distribuicao de
moléculas proximas a esta configuracao. Assim, nem todas as moléculas estao cobertas

com exatamente 1 proteina em cada 4 pares de base.
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Figura 5.6: Variacao do comprimento de persisténcia em relagdo a razao entre as concen-
tragoes (Cptn/Cbp) via microscopia de forga atomica (AFM). As barras de erro correspondem
ao erro padrao das medidas.

Mesmo quando fala-se somente na Sso7d formando complexos com o DNA,
experimentos de espalhamento reportam um aumento na persisténcia A do complexo
com o aumento da concentragao de Sso7d. Além disso, a saturagao também é 1 proteina
para cada 4 pares de base [84], o que era esperado, ja que o agente ligante é o dominio
Sso7d (proteina natural) da proteina recombinante (Sso7d-C8). Mais do que isso, o
valor da persisténcia na saturacao para a proteina recombinante é maior do que o
obtido se tratando somente da Sso7d. Isso também poderia ser previsto, ja que a
repulsao entre as caudas hidrofilicas coloidais levaria a uma persisténcia efetiva maior
considerando a superpopulagao da proteina na molécula de acido desoxirribonucleico.

Outros complexos bottle brush, como a Cy K5, se comportam de maneira simi-
lar. A C,K;s interage fisicamente com o DNA (interagao eletrostéatica) e o aumento
da sua concentracao em solu¢ao aumenta a persisténcia efetiva do complexo. Isso em
experimentos de AFM e espalhamento de luz [74]. Devido a origem da interagao, solu-
¢oes com forgas i6nicas menores (Tris 10mM) levam a mais proteinas interagindo, cerca

de 75% do DNA é coberto com a proteina. Da mesma forma, a Sso7d-C8 depende da

forga idnica, por isso utilizamos tampoes com baixa forca ionica.
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5.2 Sso7d-CS8

De acordo com a figura[5.7]o comprimento de contorno L, se alterou de maneira
semelhante ao comprimento de persisténcia mostrado na figura [5.6] A queda inicial
ocorre devido a modificagoes estruturais relacionadas a ligagao da Sso7d com a molécula
de DNA |74]. Enquanto que o aumento final se deve a repulsdo entre as caudas de
aminoécidos. A distribuigao de tamanhos é razoavelmente larga o que reflete um erro

padrao grande também. [32].
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Figura 5.7:  Variagdo do comprimento de contorno em relagdo a razdo entre as concen-
tragoes (|proteinal/[DNAbp|) via microscopia de forga atémica (AFM). As barras de erro
correspondem ao erro padrao das medidas.

Note ainda a grande diferenca de A em relacao as duas técnicas utilizadas. O que
nao era esperado, pois o comprimento de persisténcia é definido como uma propriedade
do polimero para T constante. No entanto, para valores da razao entre as concentragoes
(Cptn/Cbp) de 0.2, enquanto na PO os valores de A decrescem, no AFM, os valores
crescem. Ja que o ligante ¢ o mesmo e as razoes sao similares, o que poderia desencadear
tal incoeréncia? FExistem véarias diferencas entre as técnicas, mas a principal seria a
forca externa gerada devido a pinga 6ptica. Comprovando o efeito da F,;, trabalhos de
espalhamento e deposicao com a proteina mostram um valor de A maior na saturacao,

ambos divergindo dos valores obtidos para o pin¢amento 6ptico [29].
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Figura 5.8: Esquema do processo de estiramento do complexo DNA-Sso7d-C8. Observe a
alteracao nas interagoes entre segmentos do complexo com a evolucao do estiramento.

Um fato a se considerar seria que as caudas de aminoacidos distribuidas nao-
homogéniamente pelo polimero fornecem diferentes interacoes entre segmentos do com-
plexo. Algo nao contabilizado na equagao de Marko e Siggia [50] onde a correlagao entre
dobras adjacentes depende somente de propriedades constantes do polimero em solugao
e de seu comprimento s. As interacoes locais podem ser contabilizadas transformando
a rigidez flexural k¢ em uma fungao do comprimento do polimero s, ou seja, agora a
persisténcia (A = A(s) ou melhor A = A(q) = A(?™)) dependeré das interagdes
entre os segmentos do polimero. A figura [5.8 mostra o esquema de um polimero ge-
rado pela interacao entre o DNA e a proteina recombinante Sso7d-C8 sendo estirado
pela pinga 6ptica. Observe que as interagoes locais entre segmentos se alteram com as
modificagdes configuracionais da molécula, ou seja, tem-se que a persisténcia depen-
dera de quais segmentos estao interagindo. Corroborando o que foi dito no paragrafo
acima. Note que o complexo em sua posicao de equilibrio apresenta o maior nimero
de configuragoes possivel e esse niimero segue decrescendo a medida que o polimero é
estirado. No momento em que ele estd completamente estirado, tem-se a situacao de
entropia minima. Essa analise claramente exemplifica a mudanga nas interagoes locais
com a configuracao para o complexo.

Esse fendmeno nao é observado no caso do AFM, ja que nessa situagao o nimero
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5.2 Sso7d-CS8

de configuragoes esta livre para variar até que a mais favoravel seja encontrada e a ad-
sor¢ao do complexo ocorra. As interacoes locais prevalecem e tem-se uma distribuicao
de conformagoes adsorvidas.

Assim, os experimentos evidenciam que a interacao entre a Sso7d-C8 e o DNA
causa alteragoes na elasticidade do complexo, ou seja, em A, e de maneira similar
modifica o comprimento de contorno (L,) para o AFM. Além disso, a aparente con-
tradicao entre os resultados da PO e do AFM indica uma dependéncia dos parametros
mecanicos do complexo com a forga externa aplicada. Ja que, como foi dito anterior-
mente, o estiramento do complexo modifica as interagoes entre diferentes segmentos do

complexo.
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Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas

Complexos especificos formados com intercalantes (Doxorrubicina e Brometo de
Etidio) e com a proteina recombinante (SSo7d-C8) foram expostos a forgas externas.
A analise dos complexos formados por intercalantes foi realizada variando-se a forca
méxima (dentro do regime entrépico). O estudo do polimero DNA-Sso7d-C8 foi rea-
lizado por pingamento 6ptico (forga méxima 6pN, regime entropico) e microscopia de
forga atomica(AFM) .

Os resultados mostraram que tanto os complexos formados com intercalantes
quanto a estrutura "bottle brush"(resultado da interagao DNA-Sso7d-C8) apresentam
elasticidade efetiva dependente da forca externa. Ou seja, estes polimeros mudam
de comportamento quando submetidos a forgas distintas. No caso dos intercalantes, a
origem do efeito é relativa tanto a concentracao do intercalantes quanto a forca externa
méxima, sendo um trabalho conjunto entre essas duas varidveis. Enquanto que para
o complexo DNA-Ss07d-C8 o efeito tem origem na modificagao das interagdes locais
desencadeada pelo estiramento do polimero.

Isso mostra que cada experimento fornecera propriedades fisico-quimica distin-
tas, o que seria um problema no caso de aplicagoes em tratamento de canceres. Mas,
para a elaboracao de dispositivos biologicos sensiveis a forgcas externas ou até mesmo
a estruturas que respondam de forma distinta a variagao da forga seria um grande
avanco.

Analisando o sistema de forma fisica, podemos associé-lo a mola convencional.
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A constante de forga A, neste caso, varia dentro do regime elastico (regime entropico).
Algo negligenciado em experimentos da area.

As propostas para novos trabalhos incluem a sintese de novos polimeros com
elasticidade for¢ca-dependente, a anélise da dependéncia da elasticidade de complexos
formados com ligantes de fenda (Berenil, DAPI) e que interagem formando ligacgoes
covalentes com a molécula de DNA (Cisplatina), bem como estudar a viscosidade dos
polimeros tipo bottle brush e sua aplicagao em dispositivos nanométricos e micromé-

tricos.
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Apéndice A
Modelo WLC 3D

Nesta secao a teoria por tras do modelo serda brevemente abordada, onde inici-
aremos com pequenos estiramentos (proximos a conformagao de equilibrio). Posterior-

mente passando por estiramentos longe da conformacao de equilibrio.

A.0.1 Pequenos estiramentos

A forca para pequenos estiramentos pode ser aproximada pela Lei de Hooke,
onde a extensao z do polimero pode ser tratada como a "distancia ponta-a-ponta'"do

polimero. Assim, tem-se:

F=-Kz=-Ky\/<R? >. (A.1)

Considerando o limite flexivel (L > A) e utilizando a expressao para a distancia

ponta-a-ponta para o modelo Worm-Like Chain calculada no apéndice [B] tem-se que :

F =~ _Kv2AL. (A.2)

Agora, utilizando-se o principio da equiparticao da energia para a energia po-
tencial elastica do DNA, que é kz?/2 = 3kpT/2, pode-se determinar a constante de
mola e escrever a expressao da forca para pequenos estiramentos.

3kgT

F:—Kz:—2ALz. (A.3)
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A.0.2 Estiramentos longe da conformacao de equilibrio

Dando sequéncia ao estudo deste modelo, analisaremos o caso de uma molécula
muito estirada. Neste caso, pode-se escrever a energia como o modelo de Kratky-Porod
(|85]), todavia o trabalho necessario, realizado pela forga para manter o polimero nesta

conformacao sera excluido, assim:

k’ L
Ewrc = 7]0/
0

onde a forca I’ é um multiplicador de Lagrange cujo papel é manter z constante.

2
ot
35 ds — Fz, (A.4)

~

Além disso, tem-se que z ~ L e o vetor t(s) é praticamente paralelo a curva s.
O que reflete uma compontente ¢, maior do que as demais (t, e t,), com o vetor £(s)

sendo descrito da forma:

~ ~ A~

t=tyi+t,)+tk (A.5)

2
1] = [tal” + 1t [* | = | + e = 1. (A.6)

Ja que |t.| < 1, pode-se realizar uma aproximagdo em primeira ondem levando a

sequinte relagao entre |t,| e |t |, e escrevendo z, tem-se:

L L |tJ_|2
z:/ |tz|ds§/ - ds. (A7)
0 0 2

Agora substituindo a equacoe na equacao tem-se a sequinte expressao para a

energia:
kBT L atj_ 2 F 2
E = — Al—=— — |t ds — FL, A8
WLC 2/, D9 + kBT| 1 (A.8)
onde a aproximagao % = ag_: foi utilizada, ja que t, é aproximadamente constante ao

longo da curva.
Com base na equagao [A.§] tem-se que para cada modo normal, obtido por meio

da transformada de Fourier, h4 uma energia associada, dada por:
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kT (s F N\, o
B =" (Aq +ka) o) (A.9)

Logo, a func¢ao particao Z do sistema sera :

. 1 F ~ . 2rkpT
2= [ it = [ e |- (4 + 5oz ) o | affco] - \/Aqk;

(A.10)
Sabendo disso, pode-se agora determinar o valor quadratico médio de |t~i(q)‘, o}

qual, por defini¢ao, é :

<l == [l e | -5 (4 + o ) ot | dliol . ()

a qual possui forma gaussiana e solugao conhecida. Logo, pode-se substituir o valor de

Z (equagao ) na equacao acima obtendo o valor quadratico médio de ’fl(q)| :

- kgT

2

Por fim, pode-se determinar o valor médio de |f L(q)|2 integrando-se o valor
médio obtido na equagao sobre todos os modos normais e multiplicando por 2

(duas componentes de ;). O que fornece:

dg - 2 1 knT
<t P>=2 X i) >== [ dg( —2B ). A13
=2 [l =1 [ (Goiig). ()
Realizando uma simples mudanga de varidveis (z? = A’“BTW), obtem-se uma fungao

arco-tangente. A qual nos limites de integracao (—oo & +o0) fornece:

kT
< |t >= \/ﬁ (A.14)

Para valores de z longe da conformacao de equilibrio, tem-se que:
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N [ F = Iy iy (A.15)

Finalmente, pode-se obter a expressdo para a forga em func¢ao da extensdo (z)

para longos estiramentos:

1
S| (A.16)
) ]
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Apéndice B

Calculo de < R2, > para o modelo
WLC 3D

Considere uma curva s cujo inicio seja marcado pelo vetor 7(0) enquanto que

no final tem-se 7(Lg). Logo, a distancia quadrética média é:

< R? >=<[f(Ly) — F(0))* > . (B.1)
Onde 7(Lg) — 7(0) pode ser facilmente substituida por:

f@@—ﬂm:KOR@@@ (B.2)
Ja que )
R@:%. (B.3)

Agora, pode-se utilizar a equagao |[B.1| juntamente com [B.2| para expressar o valor de

< R% >:

52 _ LOA ! I LOA 5 ”
< RZ, >=< t(s")ds'| . t(s”)ds
0 0

Porém, sabe-se que < £(0).t(s) >=< cosf >= e7 . Substituindo < cosf > em

Lo Lo L
>:/ ds”/ ds' < t(s').t(s”) >
0 0
(B.4)

obtém-se duas integrais, as quais podem ser facilmente resolvidas fornecendo o
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seguinte valor para a distancia ponta-a-ponta quadratica média para o modelo WLD
em 3D [1]:
2 2 Lo
< R >=2AL, — 24 [1 - e—ﬂ (B.5)

Para o limite flexivel, Ly >> A, a equagao [B.5] se reduz imediatamente a:

< R% >~2AL, (B.6)

Porém, no limite rigido (Ly << A) a exponencial pode ser expandida até a
segunda ordem, onde obtem-se:

<R: >~} (B.7)

A equagao [B.6] foi utilizada no apéndice [A] desenvolvendo a analise para estira-
mentos proximos a conformacao de equilibrio. E a equagao foi utilizada na secao

na anélise do aprisionamento cinético de uma molécula em uma superficie.
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Apéndice C
Artigos Publicados e Submetidos.

e Bazoni, R. F.; Lima, C. H. M.; Ramos, E. B. And Rocha, M. S.; "Force-dependent
persistence lenght of the DNA- intercalator complexes measured in single molecule

stretching experiments”, Soft matter, Royal Society of chemistry, (2015),DOI:
10.1039/¢5sm00706b.

e Silva, E. F.,Bazoni, R. F., Ramos, E. B., Rocha, M. S.; DNA-doxorubicin in-
teraction: new wnsights and peculiarities, submetido na Biopolymers no ano de

2016.
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