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Resumo

A terapia génica consiste no tratamento de doencas baseado na transferén-
cia de DNA de células sadias para células defeituosas. Um dos métodos de
transferéncia génica possui como idéia basica construir lipossomas (vesiculas
lipidicas) e injetar no seu interior o DNA a ser transferido. No entanto, a
quantidade de DNA puro possivel de ser inserida em lipossomas de tamanho
tipico em torno de fracdo de micron é muito pequena. Uma solucao para
esse problema é formar complexos de DNA com farmacos que induzem a
sua condensacao e compactacao sem que ele perca suas funcoes basicas.
Nesta dissertacao testamos a possibilidade do farmaco ciclodextrina (CD)
em formar complexos com moléculas de DNA, visando uma condensacao da
molécula. O experimento consiste basicamente em promover estiramentos de
moléculas unicas de DNA (no limite de forgas entropicas) usando pingamento
optico e medir o comprimento de persisténcia da molécula de DNA puro e
complexada com a CD. Realizamos medidas para diferentes concentracoes
de ciclodextrina e como resultado obtivemos curvas de forca x extensao do
complexo DNA-ciclodextrina. Analisamos estas curvas com o modelo Worm-
Like Chain (WLC) de Marko e Siggia, que permite obter o comprimento de
persisténcia, um parametro relacionado a rigidez da molécula. Verificamos
um comportamento nao usual para o comprimento de persisténcia do com-
plexo em funcao da concentracao de CD. Como resultado pratico imediato
chegamos, a partir dos nossos dados, a um valor ideal para a concentracao
de ciclodextrina a ser utilizada em terapia génica. Este trabalho foi realizado
em colaboracao com a Professora Monica Cristina de Oliveira da Faculdade
de Farméacia da UFMG.
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Abstract

In one of the methods of gene therapy, DNA of normal cells are encapsulated
inside liposomes (lipids vesicles) which are transferred by endocytosis into the
unhealthy cells. However, the amount of pure DNA that may be absorbed by
liposomes of typical dimensions of tenths of microns is small. One solution
to this problem is to promote the condensation of the DNA by drugs in
complexes DNA- drugs where the DNA keeps its functions of conserving and
transferring genetic information.

The aim of the research described here was to test the formation of com-
plexes of DNA with the drug cyclodextrin (CD). In our experiments single
DNA molecules were stretched (in the limit of entropic forces) by optical
tweezers and their length measured for several DNA- CD concentrations.
The corresponding forces x extension curves were analyzed according to the
Worm-Like Chain (WLC) model of Marko and Siggia to obtain the persist-
ence lengths which is related to the DNA molecule rigidity. An unusual
behavior for the persistence length as a function of CD concentration was
obtained. As a practical outcome of this work is the prediction of the best
CD concentration to be used in gene therapy.

This work was developed in collaboration with Dr. Ménica C. de Oliveira
from the School of Pharmacy at UFMG.




Capitulo 1

Introducao

As células sao as unidades funcionais basicas da vida. Sejam células Gni-
cas ou células integradas em comunidade (organismos), individualmente cada
célula exerce um conjunto de atividades e apesar de existirem atividades par-
ticulares para cada tipo de célula, podemos afirmar que as todas células sao
semelhantes. A arquitetura interna principal das células também é seme-
lhante j4 que a maioria possui um conjunto de estruturas quasipermanentes
idéntico, varias dessas visiveis em microscopio 6ptico.

O tipo de célula mais simples e antiga é denominada procariota, que inclui
a familia das bactérias. Plantas, fungos e animais pertencem a um tipo de
célula denominada eucariota. A presenca do nicleo é uma caracteristica das
células eucariotas e é dentro dele que esta contido todo o material genético
celular. O material genético consiste basicamente de proteinas e de moléculas
de DNA, sendo o DNA responsavel por conservar e transferir toda a infor-
macgao genética armazenada na célula. O DNA possui comprimentos que vao
desde milimetros até metros e ¢ armazenado em nicleos com tamanho da
ordem de micrometros. Isto impoe severas restricoes sobre as propriedades
elasticas do DNA, cujo estudo é um dos objetivos desta dissertacdo. Es-
tas importantes caracteristicas do DNA possibilitaram o surgimento de um
novo tratamento contra uma vasta gama de doencas, denominado terapia
génica [1].

A terapia génica é o tratamento de doencas baseado na transferéncia de

material genético de células sadias para células defeituosas. Basicamente
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ela consiste na insercao de genes funcionais em células com genes defeitu-
0so0s, para substituir ou complementar os genes causadores de doencas. A
maioria das tentativas clinicas de terapia génica sao para o tratamento de
doencas adquiridas, como AIDS, cancer e doencas cardiovasculares, mais do
que para doencas hereditarias como o mal Alzheimer e mal de Parkinson.
A tecnologia basica envolvida em qualquer aplicacao da terapia génica é a
transferéncia génica. Esta transferéncia depende da introdugao de genes (ou
DNAs) saudaveis nas células doentes, permitindo que o gene defeituoso seja
substituido, e conseqiientemente ocorra a restauracao das fungoes normais da
célula. A transferéncia de DNA vem sido realizada utilizando vetores virais e
nao virais, sendo os nao virais mais vantajosos. Os vetores nao virais sao ba-
sicamente vesiculas lipidicas que transportam moléculas de DNA para dentro
das células doentes. No entanto, devido ao tamanho do DNA em relacao ao
tamanho das vesiculas, que possuem tamanho tipico em torno de fracao de
micron, a quantidade de DNA puro possivel de ser inserida nessas vesiculas
¢ muito pequena. Uma solucao para esse problema é a possibilidade de se
formar complexos de DNA com farmacos capazes de induzir a condensacao
e compactacdo do DNA | sem que ele perca suas fungoes basicas [2].

A motivacao da minha dissertacao foi testar a possibilidade do farmaco
ciclodextrina (CD) em formar complexos com moléculas de DNA, visando
uma condensacao da molécula. O experimento realizado para testar esta
interacao consiste basicamente em promover estiramentos de moléculas tni-
cas de DNA (no limite de forgas entropicas) usando pingamento 6ptico e
medir o comprimento de persisténcia da molécula de DNA puro e com-
plexada com a CD. Realizamos medidas para diferentes concentragoes de
ciclodextrina e como resultado obtivemos curvas de for¢a x extensao do com-
plexo DNA-ciclodextrina. Analisamos estas curvas com o modelo Worm-Like
Chain (WLC) de Marko e Siggia [3], que permite obter o comprimento de
persisténcia que esta relacionado a rigidez da molécula. Verificamos um com-
portamento nao usual para o comprimento de persisténcia do complexo em
funcao da concentracao de CD, para o qual estamos criando uma teoria e
cujos resultados preliminares estao contidos na dissertacao. Como resultado
pratico imediato chegamos, a partir dos nossos dados, a um valor ideal para a

concentracao de ciclodextrina a ser utilizada em terapia génica. Este trabalho
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foi realizado em colaboracao com a professora Monica Cristina de Oliveira
da Faculdade de Farmacia da UFMG.
A dissertacao estd organizada em cinco capitulos, a serem descritos a

seguir:
Capitulo 1: Introducao

Capfitulo 2: Amostras
Na primeira secao do capitulo irei discutir brevemente sobre terapia génica
e a ciclodextrina. Em seguida, na segunda secao, farei um revisao sobre a
estrutura da molécula de DNA, bem como a interpretacao deste como um
polimero. Ao final irei expor o modelo Worm-Like Chain (WLC) de Marko

e Siggia, utilizado para a analise dos nossos dados.

Capitulo 3: Teoria de pincas 6pticas e procedimento experimental
Neste capitulo irei tratar exclusivamente da parte experimental do nosso es-
tudo. Na primeira secao deste capitulo irei tratar da técnica de pinca optica,
focando principalmente no seu principio de funcionamento. Na segunda se¢ao
irei narrar detalhadamente o arranjo experimental do nosso laboratorio, bem
como a preparacao das amostras. A seguir, na secao de medidas experimen-
tais, irei descrever como sao realizados os nossos experimentos e o método

de analise de dados utilizado.

Capitulo 4: Resultados e Discussoes
Neste capitulo irei expor os resultados obtidos e as nossas interpretagoes dos
dados. A parte de interpretacoes dos resultados ainda nao estd concluida,
porém, apresento aqui os resultados preliminares. Por fim, chegaremos a um
valor ideal para a concentracao de ciclodextrina a ser utilizada em terapia

génica.

Capitulo 5: Conclusoes e perpectivas




Capitulo 2

Amostras

2.1 Terapia génica e a ciclodextrina

Terapia génica ¢ um procedimento médico que envolve a modificagao
genética de células como forma de tratar doengas. O procedimento foi origi-
nalmente direcionado para doencas hereditérias causadas normalmente por
defeitos em um tinico gene*, como as hemofilias, distrofias musculares, Mal de
Alzheimer, Mal de Parkinson, entre outras. Entretanto, a maioria dos expe-
rimentos atuais estao direcionados para o tratamento de doencas adquiridas
como AIDS, cancer, entre outras.

O principio da terapia génica ¢ introduzir no paciente portador de doencas
0s genes responsaveis por proteinas que poderao ser benéficas. Idealmente,
teriamos a substituicao do gene defeituoso por um gene normal. No entanto,
a remocao de um gene defeituoso do organismo ¢ muito dificil e desnecessario
na maioria das vezes. O gene a ser introduzido, denominado gene de interesse
ou transgene, é contido em uma molécula de DNA ou RNA que carrega ainda
outros elementos genéticos importantes para a sua manutengao e expressao.
As formas de transferéncia do transgene para o corpo sao muito variadas e o
processo ¢ denominado transferéncia génica.

O desenvolvimento de métodos seguros e eficientes de transferéncia génica

para células humanas ¢ um dos pontos mais importantes na terapia génica.

*Genes: seqiiencia de nucleotideos do DNA que correspondem a proteinas.
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Apesar do grande esforco dirigido na ultima década para o aperfeicoamento
dos protocolos de terapia génica e dos avancos importantes na pesquisa
bésica, as aplicacoes terapéuticas da tecnologia de transferéncia genética con-
tinuam ainda em grande parte tedricas. Para maiores informagcoes sobre a

terapia génica, sugiro as referéncias [1,2,4,5].

Transferéncia génica

Transferéncia génica é um termo que inclui todos os procedimentos que
visam a entrada de algum material genético (na forma de DNA, RNA ou
oligonucleotideos) em células-alvo. Os agentes utilizados para esta entrada
sao conhecidos como vetores * que possuem caracteristicas desejaveis, entre
elas a capacidade de acomodacao de um transgene de tamanho ilimitado, a
baixa toxidade e estabilidade para o material genético transportado.

Os métodos de transferéncia génica sao geralmente divididos em trés ca-
tegorias: métodos fisicos (o transgene é introduzido de maneira mecénica nas
células), métodos quimicos (o vetor é uma substéncia de origem quimica) e
métodos biologicos (emprego de organismos que naturalmente possuem ca-
pacidade de transferir material genético, como os virus ou algumas bactérias).
Na secao seguinte faremos uma breve discussao sobre um tipo especifico de
método quimico, projetado a ser utilizado na terapia génica para o trata-

mento de cancer de prostata.

Transferéncia génica por métodos quimicos

Os métodos quimicos de transferéncia génica utilizam caracteristicas do
DNA e das membranas celulares e a interacao destes com compostos quimicos
para garantir a entrada de material genético nas células. A maioria dos com-
postos quimicos utilizados sao cationicos T de forma a possibilitar a interacao

eletrostatica destes com os grupamentos fosfatos do DNA que possuem carga

*Vetores: palavra que vem do latim vector - aquele que entrega.
fCompostos cationicos sio compostos com carga total positiva.
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negativa. O intuito desta interacao é formar complexos DNA-composto que
apresentem algumas vantagens frente ao DNA puro.

Esta representado na figura 2.1 um esquema de transferéncia génica por
método quimico, proposto pela Prof. Moénica de Oliveira [1] e o qual motivou

nosso trabalho.

A
— — T T — =
_ - DNA - ~ -
y p2 ~
/ i complexo @ S
\ composto %\Q + : &
\. catidnico 4 A o B
N B
+ g~ %\ lipossoma
W |
L/

NUCLEO

Figura 2.1: (a) Desenho esquemético mostrando um meétodo quimico de
transferéncia génica. Na figura, temos a formagao de um complexo resultante
da interacao DNA-composto catiénico. O complexo é introduzido dentro de
um lipossoma aniénico sensfvel ao pH. Esse lipossoma entra dentro da célula
pelo processo de endocitose. Dentro da célula forma-se um endossoma que sob

algumas condigoes é rompido liberando o material genético para o nicleo.

Pela figura, podemos destacar as etapas:
(a) o DNA e o composto cationico sao colocados para interagir e ocorre a
formacao de um complexo DNA-composto catidnico que tem como objetivo
condensar o DNA. O DNA adquire uma forma mais compacta e permite que
um maior volume de material seja transferido para dentro da célula alvo;

(b) o complexo DNA-composto é encapsulado dentro de um vetor denomi-
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nado lipossoma. Os lipossomas sao nanoparticulas lipidicas*, semelhantes as
células, em geral produzidos com matéria-prima de origem sintética ou ex-
traida de soja ou ovo. Os lipossomas podem transportar fArmacos e entregé-
los preferencialmente na regiao de células acometida pela doenca. O lipos-
soma utilizado é anionico' e sensivel ao pH *. Na figura 2.2 temos representado

um lipossoma carregando farmacos;

Figura 2.2: (a) Desenho esquematico de um lipossoma.

(c) o lipossoma entra na célula pelo processo de endocitose. Na endoci-
tose o material extracelular é transportado para dentro da célula através de
invaginacoes da membrana. Essas invaginacoes progridem para o interior e
separam-se da membrana, constituindo vesiculas endociticas, ou endossomas.

Na figura 2.3 mostramos uma representacao desse processo;

(d) o lipossoma sofre uma ruptura devido & mudanca de pH dentro do
endossoma permitindo a liberacao do complexo DNA-composto dentro da
célula.

Nesta dissertacao estudaremos a etapa A do método descrito acima,
ou seja, o estudaremos a interacao DNA-composto cationico. O composto
catidonico que nos foi proposto a ser estudado foi um derivado da ciclodextrina,
que serad discutida na proxima secao. Para maiores informagoes consultar as

referéncias [1,2,4,5].

*Lipidios: classe de moléculas orginicas que sdo insoluveis em agua. Fosfolipidios e
colesterol sdo os principais constituintes de membranas celulares [14].

fComposto aniénico ¢ um composto com carga total negativa.

ipH ¢é o simbolo para a grandeza fisico-quimica ’potencial hidrogeniénico’. Essa
grandeza indica se uma solugdo liquida é &acida (pH < 7), neutra (pH = 7), ou
béasica/alcalina (pH > 7).Matematicamente, o "p"equivale ao simétrico do logaritmo
(cologaritmo) de base 10 da atividade dos ions a que se refere. Para ions H+, pH =

—log[H™].
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Figura 2.3: (a) Desenho esquemético mostrando o processo da endocitose. O
material extracelular é transportado para dentro da célula através de invagi-

nag¢oes da membrana.

Ciclodextrina

As ciclodextrinas (CD) sdo carboidratos complexos compostos por unidades
de glicose unidas por ligacoes do tipo a — 1,4 (ligagdo entre o carbono 1 de
uma glicose e o carbono 4 da outra). Os compostos podem ser formados por
6 (a-ciclodextrina), 7 (/-ciclodextrina) ou 8 (y-ciclodextrina) unidades de
glicose, organizadas em uma estrutura ciclica. Essa estrutura possui exterior
hidrofilico* e uma cavidade central hidrofébical, conforme ilustrado na figura,
2.4.

As ciclodextrinas «, [ e v sdo denominadas ciclodextrinas naturais. No
entanto, os radicais hidroxila (OH™) podem ser facilmente modificados quimi-
camente para obter derivados ionicos e neutros. Neste trabalho, utilizamos
uma ciclodextrina modificada denominada 6 —monodeoxry—6—monoamino—
B — ciclodextrina(Am — beta — C'D), fornecida pela Faculdade de Farméacia.
Esse derivado, representado esquematicamente na figura 2.5, é formado pela
substitui¢do de um radical hidroxila por um grupamento amino (NH,), de
forma que a molécula possui uma carga positiva (4+1) quando imersa em
solugao com pH 7, 4.

Portanto, a motivacao deste estudo foi testar a possibilidade da Am—5—CD

*Hidrofilico: designacao de um grupo de coldides que mostram afinidades com a agua.
Designa também um agrupamento atomico dentro de uma molécula que apresenta as carac-
teristicas de afinidade com a dgua. Por exemplo, a molécula de édlcool etilico (CH;CH,OH),

possui a extremidade —OH hidrofilica, enquanto o restante da molécula é hidrofébica.
"Hidrofobico: designacdo de um grupo de coléides que ndo mostra muita afinidade

com a agua. Designa também um agrupamento atdémico dentro de uma molécula, ou uma

molécula inteira.
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B-ciclodextrina
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Figura 2.4: (a) Ciclodextrina naturais e suas caracteristicas [6]

e '\
e 3

Figura 2.5: Desenho esquematico da ciclodextrina modificada denominada
6 — monodeoxy — 6 — monoamino —  — ciclodextrina(Am — beta — CD). O
derivado é formado pela substituicdo de um radical hidroxila por um grupa-

mento amino (NHy).

em formar complexos com moléculas de DNA, visando uma condensacao
do DNA. Conforme discutido acima, a condensagao do DNA é de grande
importancia para a terapia génica. Existem na literatura relatos sobre a
capacidade de derivados cationicos da ciclodextrina em formar complexos
com moléculas de DNA [1,4,38]. No entanto, nao existe nenhum estudo sis-

tematico sobre variagoes das propriedades elasticas do DNA quando interage
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com a CD. Como resultado final, chegaremos no capitulo 4 & melhor concen-

tragao de ciclodextrina a ser utilizada em terapia génica.

2.2 DNA

O DNA (4cido desoxirribonucléico) é uma das moléculas biologicas mais
interessantes. A molécula é classificada como um polimero pertencente a
subclasse de biopolimeros e sua fun¢ao biologica é conservar e transferir in-
formacao genética.

Os polimeros sao moléculas grandes (macromoléculas) formadas pela re-
peticao de unidades estruturais denominadas monomeros e os biopolimeros
sao uma subclasse dos polimeros, que se diferenciam por serem produzidos
por organismos vivos e por possuirem estrutura bem definida. A composicao
quimica exata e a seqiiencia na qual os monomeros sao arranjados em um
biopolimero é denominada estrutura priméaria. No entanto, os biopolimeros
espontaneamente se dobram e adquirem formas mais compactas atingindo
as formas secundéaria e terciaria, que por sua vez determinam suas funcoes
biologicas.

Sobre o ponto de vista da Fisica o DNA é um sistema dinamico complexo
formado por varios a&tomos, com muitos graus de liberdade, ligados por forgas
especificas. Faremos a seguir uma breve discussao sobre as caracteristicas
estruturais do DNA, incluindo uma descricao dos fenémenos de desnaturacao

e renaturacao do DNA.

2.2.1 A estrutura do DNA

Composigao quimica e estrutura primaria do DNA

O acido desoxirribonucléico (DNA) é formado pela juncdo de dois polimeros
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lineares*. Estes polimeros sao macromoléculas que possuem como mondmero
uma unidade denominada nucleotideo. Cada nucleotideo consiste de trés
componentes: um agucar (desoxirribose), uma base heterociclica (5 carbonos)

e um fosfato (PO,), conforme ilustrado na figura 2.6.

NUCLEOTIDEO

Adenina,

Guanina,
Base) Timina ou

Citosina
Agucar

Figura 2.6: Cada nucleotideo consiste de trés componentes: um acicar, uma

base e um fosfato.

A desoxirribose é uma pentose, ou seja, um monossacarideo (carboidrato
M) com 5 atomos de carbono. A base heterociclica ¢ uma cadeia fechada
composta por carbonos e hidrogénios e por pelo menos um atomo diferente
de carbono e hidrogénio que esteja localizado entre atomos de nitrogénio.
Existem quatro tipos diferentes de bases, sendo duas purinas - adenina (A)
e guanina (G)- e duas pirimidinas - timina (T) e citosina (C), representadas
na figura 2.7 abaixo.

O nucleotideo é formado quando o carbono 1’ da pentose se liga por uma
ligacao glicosidica 8 * a uma das quatro bases, e o fosfato se liga ao grupo
hidroxila /footnoteEm quimica, uma hidroxila ou hidroxilo é um grupo fun-

cional representado pelo radical OH- e formado por um dtomo de hidrogénio e

*Polimeros lineares sdo polimeros sem ramificagoes.
TOs carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na natureza e apresentam como

formula geral: [C'(H20)],, dai o nome "carboidrato", ou "hidratos de carbono".
A ligacdo glicosidica ocorre entre o carbono anomérico de um monossacarideo e qual-

quer outro carbono do monossacarideo seguinte, através de suas hidroxilas e com a saida de
uma molécula de dgua. O tipo de ligacao glicosidica é definido pelos carbonos envolvidos

e pelas configuragoes de suas hidroxilas.
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Figura 2.7: Representacdo de uma fita de DNA.

um de oxigénio. 3"— ou 5"— da pentose por meio de uma ligacao fosfodiéster
*, conforme ilustrado na figura 2.7.

Cada um dos polimeros lineares descritos acima é denominado uma fita
do DNA. As fitas sao caracterizadas pela sua polaridade, ja que elas possuem
uma extremidade formada por um grupo OH na extremidade 3“— e um grupo
fosfato na extremidade 5”—, conforme figura 2.7. Duas fitas se associam e
formam um DNA apresentando as seguintes caracteristicas (figura 2.8):

(a) as fitas permanecem paralelas mas tém polaridade oposta;

(b) as bases ficam para dentro e se conectam por pontes de hidrogénio;

(c) duas bases conectadas formam um par de base e existem somente dois
tipoS de pares de base no DNA: A-T pares e G-C pares.

Devido a essas caracteristicas, dizemos que a molécula de DNA possui

*Ligacao fosfodiéster é um tipo de ligacao covalente produzida entre dois grupos hi-
droxila (-OH) de um grupo fosfato e duas hidroxilas de outras moléculas através de dupla
ligagao éster.
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Figura 2.8: Representacdo das duas fitas de DNA. As ligacoes de hidrogénio

entre as bases A;T,G e C sfo representadas pelas linhas pontilhadas.

uma estrutura quimica quase regular. A parte regular, denominada backbone
(esqueleto), é formada por alternagoes do agicar e do grupo fosfato ligadas
por ligacoes fosfodiéster. A parte irregular é formada pelas bases ligadas aos
atcares e forma uma seqiiencia ao longo da cadeia (figura 2.8). Esta seqiiéncia
das bases determina a chamada estrutura primaria. A seqiiéncia de bases
no biopolimero é tnica para cada organismo, e mudangas nessa seqiiencia
podem provocar mudancas cruciais nas propriedades e funcionamento dos

organismo [7].

Estrutura secundaria do DINNA: As diferentes formas do DINA

A forma como as duas fitas de DNA se mantém unidas é denominada es-
trutura secundaria do DNA. Ela foi proposta por Watson e Crick em 1953 e
lhes rendeu o Prémio Nobel de Medicina de 1962. As fitas se enrolam ao redor
de um eixo comum formando uma estrutura de dupla hélice, conforme repre-
sentado na figura 2.9. Essa estrutura se mantém estavel devido a trés tipos

bésicos de interacoes: ligacoes de pontes de hidrogénio entre bases pareadas;
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interagoes de stacking (empilhamento) entre as bases vizinhas ao longo da
fita de DNA e forcas de longo alcance intra e inter backbone. Faremos a

seguir uma breve discussao sobre esses tipos de forca.

fosfatos apontam
para fora da estrutura

FORTE REH

3.4

ligagdes de hidrogénio
entre bases das fitas

Figura 2.9: Esquema da estrutura de dupla hélice do DNA na forma B. A
distancia interfosfatos ao longo da hélice é de aproximadamente 0, 5 nm, e entre
as fitas é de 2,0 nm. A distancia entre os pares de base ao longo da hélice é
de 0,34 nm.

As ligacoes de hidrogénio sao responsaveis por manterem as duas fitas
unidas (figura 2.8). As bases se ligam em pares de forma que uma tnica base
de uma fita se liga a uma tnica base da outra fita, nas combinagao AT e CG.
Entre as bases A e T sao formadas duas pontes de hidrogénio e entre C e G

sao formadas trés pontes. As ligacoes sao do tipo
N—-H.Ne N—H..O

e por elas serem fracas (quando comparadas a ligacoes covalentes, por exem-
plo, as ligagoes de hidrogénio sao 20 ou 30 vezes mais fracas)*elas podem ser

facilmente quebradas por varios farmacos a temperaturas fisiologicas.

*A energia de uma ligacdo C-C é 83.1kcal/mol e de uma ligagdo C-H é 98.8 kcal /mol,
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As interacoes de empilhamento sao responsiveis por manter uma base
proxima da outra, na direcao do eixo da hélice, e sao da mesma ordem de
grandeza das ligacoes de hidrogénio.

As forcas de longo alcance dependem principalmente da presenga dos
grupos fosfatos nas fitas de DNA. A distancia entre fosfatos de duas fitas ¢
de 2,0 nm (figura 2.9), e portanto, a interagao entre eles é fraca. No entanto,
ao longo da mesma fita a distancia entre fosfatos é da ordem de 0,5 nm, o
que causaria uma forte repulsao eletrostatica ja que em solucao os fosfatos
tém carga —1. Para minimizar esta repulsdo, o DNA na sua forma nativa
deve ser mantido imerso em um meio com pH ideal, que é o pH 7,4. Esse
meio deve fornecer cations para que os grupos fosfatos sejam suficientemente
blindados de forma a manter a estrutura de dupla hélice estavel. Dependendo
do meio no qual o DNA esté imerso esta blindagem é modificada, interferindo
diretamente nas distancias inter fosfatos e provocando transicoes estruturais
da dupla hélice.

Observando a figura 2.9 vemos que a distancia entre bases adjacentes
ao longo do eixo de rotacao comum é de 0,34 nm de forma que o angulo
de rotacao entre elas é de 36 graus. Notamos também que as bases sao
localizadas dentro da estrutura de dupla hélice enquanto os fosfatos e os
agucares ficam localizados fora da estrutura. Como cada grupo fosfato possui
carga —1 (caso nao esteja blindada), a molécula de DNA possui carater
predominantemente negativo e portanto, é capaz de fazer ligacdes do tipo
eletrostatica com farmacos carregados positivamente.

E importante dizer que todos os parametros da dupla hélice descritos
acima podem sofrer modificagoes. Estudos cristalograficos [7] mostram que
esses parametros dependem da umidade relativa do ambiente, da espécie de
cations dissolvidos na solugao no qual o DNA esta imerso, entre outros. Sendo
assim, é plausivel dizer que existe mais de uma forma estavel para a estrutura
de dupla hélice. De fato, existem trés formas principais: A, B e Z. A forma B
é aquela mais comum na natureza e foi a forma descrita por Watson e Crick.
Ela é caracterizada por possuir pares de base quase perpendiculares ao eixo

da hélice. A forma A possui pares de base nao perpendiculares ao eixo da

que sdo ligacdes covalentes. J& uma ligacdo de hidrogénio do tipo O-H...O tem energia de
3 — 6kcal/mol [7].
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hélice. A forma Z, diferentemente das formas A e B, tem hélice crescente no

sentido anti-horario. As formas estao representadas na figura 2.10 abaixo [7].

|Cm CM

B-DNA A-DNA

Figura 2.10: Esquema das formas B, A e Z do DNA. Observamos tamanhos
diferentes de cavidades entre as duas hélices para cada tipo de DNA. Na figura

Cm representa a cavidade menor e CM a cavidade maior do DNA.

Estrutura terciaria do DNA

As cadeias de DNA em condicoes fisiologicas sao bastantes flexiveis de-
vido & blindagem dos fosfatos. Por causa desta flexibilidade, a dupla hélice
do DNA pode adquirir varias formas terciarias, entre elas a super-hélice ou
superenrolamento. Esta conformacao é definida como sendo o enrolamento
da dupla-hélice sobre si mesma e um dos papéis desta forma é possibilitar o
empacotamento do DNA dentro das células. Isto porque o comprimento do
DNA em organismos vivos varia de varios micrometros até varios centime-
tros e o tamanho tipico do nicleo de células é da ordem de 0.5 micrémetros.
O superenrolamento reduz o espaco ocupado pelo DNA na sua forma na-
tural e permite que maior quantidade de DNA seja empacotada dentro do
nicleo. Nas células, este superenrolamento é possivel gracas a presenca de
proteinas chamadas histonas, que se ligam as moléculas de DNA formando
complexos denominados nucleossomas. Na figura 2.11 vemos diferentes graus

de superenrolamento que o DNA pode adquirir.
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Relaxado Superenrolamentos parciais Superentolado

Figura 2.11: Imagem de microscopia eletronica de diferentes graus de su-
perenrolamento do DNA. Da esquerda para direita observa-se um grau de
superenrolamento crescente. O primeiro encontra-se relaxado, o ultimo total-
mente superenrolado e os intermedirios apresentam niveis parciais de superen-

rolamento.

Desnaturagao e Renaturacao do DNA

Os fenomenos de desnaturagao e renaturacao sao fenémenos fisicos funda-
mentais para os processos biolégicos executados pelo DNA. A desnaturacao
caracteriza-se pelo rompimento das pontes de hidrogénio levando a separacao
das fitas complementares do DNA e o inverso deste processo é a renaturacao.
No processo de replicacao o DNA deve ser localmente desnaturado por pro-
teinas especializadas, para ser copiado.

A desnaturacao do DNA pode ser provocada por diversos fatores, entre
eles o aumento da temperatura, a titulacao com acidos e o estiramento da
molécula na presenca de substancias intercalantes [8,9]. Uma das maneiras
de se medir a desnaturacao da molécula de DNA ¢ através da medida da
absorbancia da luz ultravioleta (UV). As bases do DNA sao as maiores re-
sponsaveis pela absorcao de luz - a absorcao é maxima para A = 260nm -
de forma que quando as fitas da dupla-hélice do DNA estao completamente
separadas, a absorbancia é 37% maior do que aquela obtida para o DNA em

sua forma nativa.
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2.2.2 O DNA como um polimero

Conforme ja discutido, o DNA possui estrutura polimérica na qual o
mondmero é uma unidade denominada nucleotideo. Como o tipo de monoémero
tem pouca influéncia no comportamento macroscépico de um polimero, pode-
mos estudar o comportamento da molécula da DNA tratando-o como um
polimero semi-flexivel, utilizando o modelo Worm-Like Chain (WLC) [3,10-
12|. No entanto, antes de apresentar este modelo iremos trabalhar com o
modelo de sistemas mais simples e a seguir, com algumas generalizacoes,
chegaremos ao WLC. Além disso, durante as dedugoes, discutiremos os con-
ceitos de comprimento de persisténcia e entropia para um polimero semi-

flexivel.

Cordas "biolégicas"

Inicialmente iremos considerar os polimeros e filamentos celulares como
cordas e varas "biologicas", compostas por monomeros que se ligam formando
cadeias nao ramificadas. As cordas e varas biologicas podem sofrer uma va-
riedade de deformacoes, dependendo das forcas aplicadas e das propriedades
mecanicas do filamento. No entanto, independentemente do tipo de defor-
magao, é necessario energia para distorcer o filamento/polimero da sua forma
natural. Esta energia é denominada energia de curvatura e é ela que iremos
discutir.

Para calcular a energia de curvatura comegamos descrevendo uma corda
"bioldgica'como uma curva continua, ignorando o material e a forma de
sua area transversal. Como mostrado na figura 2.12, cada ponto da curva
corresponde a um vetor posicio 7. E conveniente escrever 7 e outras ca-
racteristicas da curva em uma representacao parametrizada, em funcao do
tamanho do arco s. Desta forma teremos 7 (s) onde s segue o contorno da
curva de zero até L., o comprimento de contorno total da corda *. O vetor

tangente unitario ¢ caracteriza a direcao da curva e ¢ dado por:

*Comprimento de contorno: comprimento total de um filamento medido ao longo do
seu contorno [14].
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t(s) = 88—?. (2.1)

Notamos que o vetor At=t,—t; é perpendicular ao vetor 7 no limite em que
as posicoes 1 e 2 sao infinitesimalmente proximas. Sendo assim, a taxa de
variacao de £ com s é proporcional ao vetor unitario normal & curva 72 a menos
de uma constante de proporcionalidade. Podemos definir essa constante de
proporcionalidade como a curvatura C, que possui como unidade o inverso
de comprimento. Utilizando a equacao 2.1, temos que a curvatura sera dada

por:

oi
0s

C = ’32? . (2.2)

0s?

O reciproco da curvatura C é o raio local de curvatura do arco, que esta
representado na figura 2.12 extrapolando os vetores unitarios normais n; e
T2 até o ponto de interseccao. Se as posigoes 1 e 2 se aproximam (seguindo o
contorno da curva), o arco pode ser aproximado por um segmento de circulo
de raio R., definindo um angulo A6=As/R,, onde As é o tamanho do seg-
mento, conforme ilustrado na figura 2.12 letra b). No entanto, Af também
¢ o angulo entre £(1) e £(2), isto & AG=A(|t])/t = A(|t|)! Igualando as duas

expressoes para Af e utlizando a equagao 2.2, chegamos a conclusao que:

C =1/R.. (2.3)

Além disso, o vetor unitario 7 , pode ser reescrito utilizando A9=A(|]), de

forma que:
ot
n=—. 2.4
= (2.4)
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t(s) =vetor tangente unitario

r(s)=posicao s = tamanho do arco

Figura 2.12: a)Esquema mostrando a variagao do vetor posi¢do e do ve-
tor tangente unitario ao longo de uma curva arbitraria. Estes vetores estao
parametrizados pelo comprimento s ao longo da curva. b) Entre as posi¢oes
t1 ety 0 arco é aproximado por um segmento de circulo de raio R., definindo

um angulo Af=As/R., onde As é o tamanho do segmento.

Energia de curvatura de uma corda "biolégica"

Suponhamos agora que a corda "biologica" /polimero/filamento, descrita
pelos parametros da se¢ao anterior, esta em uma configuracao esticada e pos-
sui comprimento de contorno L., e densidade e secao transversal uniformes.
Se deformo esta corda em um arco de raio R., como na figura 2.13, qual ser&

o valor da energia elastica associada a esta deformagao?

Figura 2.13: A corda de comprimento L. e momento de inércia da se¢io
transversal I encontra-se inicialmente esticada. A corda sofre uma deformacao
e adquire a forma de um circulo de raio R.. A energia de curvatura é dada por
E; =rksLc/2R?.

Este célculo pode ser encontrado na referéncia [13] e ¢ dado por
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Kch
Ecurvatu'ra - 2—.[:527 (25)

onde ks é a rigidez flexural da corda (unidade de energia x comprimento),

dada por

I{f = YI, (26)

onde Y é o modulo de Young da corda e I é o momento de inércia da secao
reta. O modulo de Young aparece em expressoes do tipo: [tensdo = Y
x  deformagao| e possui a mesma unidade de pressao (N/m = Pa), ja que
deformacgao é adimensional. O momento de inércia da secao transversal é

definido como:
I, :/deA (2.7)
a

onde a é a area da seccao e o plano xy é perpendicular ao comprimento da
corda e dA é o elemento de area neste plano, conforme representado na figura
2.14.

dx

dA

Figura 2.14: O momento de inércia da secao transversal de uma corda cilin-

drica. Para uma corda cilindrica, I= “TR4 [14].

Faremos agora algumas generalizacoes na equacao 2.5. Primeiro, nota-

mos que a energia de deformagao por unidade de comprimento do arco é
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inversamente proporcional ao quadrado do raio de curvatura ou proporcional
ao quadrado da curvatura C (definida na equagao 2.3) de forma que esta

energia pode ser reescrita como:

>

X (2.8)

Ecurvatm-a -

Além disso, nao ha necessidade da curvatura ser constante ao longo do fi-
lamento, e portanto, chegamos uma expressao geral para a energia total

de deformacao para uma corda "biologica", denominada energia de Kratky-

Porod:
1 (Lot
Fixp=—
KP 2/‘€f/0

o1 g, (2.9)

s

Comprimento de persisténcia

Suponhamos agora que nossa corda "biologica" /filamento/polimero seja
colocada em um sistema com temperatura proxima a zero. No equilibrio, o
filamento adotard uma configuracao que minimiza a sua energia de curvatura
e se esta energia é dada pela equacao 2.9, esta configuracao corresponde a
uma corda esticada. No entanto, se a temperatura do sistema comeca a
aumentar, o polimero passa a trocar energia com o ambiente, permitindo
que sua forma flutue e adquira varias configuracoes, assim como ilustrado na
figura 2.15.a

A probabilidade p(E) que o filamento seja encontrado em uma confi-
*

guracao especifica com energia E é proporcional ao fator de Boltzmann

exp(—BE) onde 3 = 1/kp'T. O fator de Boltzmann nos diz quanto maior

*Fator de Boltzmann exp(—SFE): probabilidade relativa de um sistema a temperatura
T, com energia total E, ocupar um estado especifico [14].

fConstante de Boltzmann: constante fundamental da Fisica igual a 1,38 x 10~2%.J/K.
Classicamente, kT /2 é a energia térmica média para cada grau de liberdade [14]
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Figura 2.15: a) Conjunto de configuracoes para um filamento flexivel. Para
um dado ky a energia de curvatura do filamento aumenta a medida que sua
forma se torna mais contorcida. b) Se o filamento é a se¢do de um circulo,
o angulo subentendido pelo arco de tamanho s é o mesmo que o angulo de

mudanca de direcdo do vetor tangente t ao longo do arco.

a energia necessaria para deformar o filamento em uma configuracao especi-
fica, menor a probabilidade do polimero ser encontrado nesta configuragao
(ignorando agentes externos).

Vamos assumir que nosso polimero possa sofrer somente deformagoes
leves e que ele tenha curvatura constante. A forma do filamento pode
ser parametrizada unicamente pelo angulo 6 formado entre os dois vetores
unitarios das extremidades do filamento, conforme ilustrado na figura 2.15.b.
A energia de curvatura deste polimero serd dado pela equacao 2.5 e para um
arco de circulo de raio R, temos que 6 = s/R, e portanto:

Rgs Iif@Q

B,y = — . 2.10
2R? 2s (2.10)

(O resultado que iremos obter a seguir também se aplica a pequenos
segmentos de filamentos que possuem curvatura constante e portanto, usamos
s ao invés de L,.)

O angulo 6 oscila conforme o polimero "balanca"pra frente e para tras

e para caracterizar a magnitude desta oscilacao podemos calcular o valor
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médio de 62, dado por (6?) *.
Definindo uma extremidade do polimero como sendo a origem do sistema
(x,y,2), a outra extremidade sera descrita pelo dngulo polar € e pelo angulo

azimutal ¢, conforme ilustrado na figura 2.16.

N
z

v

Figura 2.16: Representagdo dos eixos x, y, z e dos angulos 0 e ¢.

Assumindo que as configuragdes no ensemble sao arcos de circulos, a
probabilidade de cada configuragao seré dada por p(E,,.) e o valor médio de

62 sera dado por:

0?9( Egre)dQ
< 6? >= J e 2.11
T o(Fure) (211)
substituindo p(Fq.), temos:
62 exp(— B F e )dS
< g2 5o L0 D(=FEu) (2.12)

N fexp(—BEarc)dQ ’

onde df2 = sin #dfd¢ é o elemento de angulo solido da integracao. A energia

de curvatura é independente de ¢ e portanto:

< 0% >= J 6% exp(—BE,c)senddd
[ exp(—fEare)senfdd

(2.13)

Vamos trabalhar agora com estas integrais. Assumindo que o polimero é

*Valor médio: matematicamente, para um conjunto de N elementos x;, o valor médio
(1
¢y 2w [14].
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rigido o suficiente de forma que E,,.. aumenta rapidamente com 6, ou seja,
assumindo somente pequenas oscilagoes na forma do filamento, teremos um
fator de Boltzmann que decai rapidamente com 6. Isto significa que sen 6

seré significante somente para 6 pequeno e portanto a aproximagao

senf) ~ 0 (2.14)

é valida. Além disso, fazendo a seguinte mudanca de variaveis:

02
2% = BEarc = B,;]; ’ (215)
temos que
2 2
62 = ;;”f, (2.16)

2s
o = || —dz, 2.17
Pry (2.17)

substituindo na equagao para (%) (equagao 2.13), temos que:

o 2s [aPexp(—a?)dx
= Bry [exp(—a?)dz (2.18)

Estas integrais podem ser avaliadas de zero a infinito com pequeno erro pois
as flutuagoes sdo muito pequenas. As duas integrais sdo iguais a 1/2 e se

cancelam. O resultado nos da que:

(% — 2s [y dexp(—a®)dx  1/2 2s  2s

= Bry [Cew(—atde 128 ey W)

A combinagao Sk possui unidade de comprimento e é denominada compri-

mento de persisténcia A do filamento:

A = By (2.20)
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e portanto:
2s
== 2.21
GEE: (2:21)

Notamos que o parametro A é diretamente proporcional a rigidez flexural s
e inversamente proporcional a temperatura 7.

A definicao fisica do comprimento de persisténcia de um polimero é o
comprimento de correlagao da cadeia polimérica. Ou seja, A é uma medida
do alcance de perturbacoes locais na conformacao da molécula. Sendo assim,
o parametro nos da informacao sobre a rigidez/elasticidade da molécula.
Quanto maior o valor de A, mais rigido é o polimero, apresentando poucas
dobras. Por outro lado, quando menor o valor de A, mais flexivel é o polimero,

apresentando muitas dobras. A figura 2.17 ilustra esses dois casos.

a i b S
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Figura 2.17: Esquema representando moléculas de DNA com diferentes com-
primentos de persisténcia. Em (a) temos uma molécula flexivel e em (b) temos
uma molécula mais rigida, com comprimento de persisténcia maior do que a

molécula (a). Figura tirada do [16]

Para uma outra interpretacao do comprimento de persisténcia podemos
analisar o produto escalar £(0) - #(s). Em temperaturas diferentes de zero,
o polimero assume uma variedade de orientacoes e a média deste produto
escalar é dada por:

~

< #(0) - t(s) >=< cosf >, (2.22)
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para qual o valor maximo é 1. A quantidade < £(0) - £(s) > é a funcdo
correlacao do vetor tangente e ¢ ela que descreve a correlacao entre a direcao
dos vetores tangentes em diferentes posicdes ao longo da curva. A baixas
temperaturas, onde 6 é pequeno, pois as flutuacoes sao pequenas, podemos
fazer a aproximagao cos ~ 1 - 6?/2. Desta forma, podemos escrever a fungao

correlacao como:

. < 6% >

< 1(0)-1(s) > 1 — ; (2.23)

Além disso, a média de 6 para pequenas oscilacoes é dada pela equacao 2.19

de forma que:

<t(0)-(s) >=21 - =~ (2.24)

Portanto, o comprimento de persisténcia mede a distancia ao longo do polimero
a partir da qual a orientacdo da curva se torna descorrelacionada. E impor-
tante lembrar que a equacgao 2.24 é valida para o limite de pequenas os-
cilacoes. Para obter uma equacao geral, notamos que a equagao 2.24 ¢é a
expansao em primeira ordem da fungao exponencial. Considerando os outros

termos da expansao temos a forma geral para a funcao correlagao:

< #(0) - (s) >= exp (—%) . (2.25)

Esta ¢ a funcio de autocorrelacio especial para os vetores tangentes f(s).
Notamos que a funcao de autocorrelacao espacial de um polimero exibe um

decaimento exponencial.

Distancia quadratica média entre as extremidades de um polimero

Podemos utilizar a equacao 2.25 para estimar a distancia quadréatica mé-

2
ee

dia < rZ, > entre as extremidades de um polimero. O vetor r, é dado

por:
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Tee = T(Lc) — 7(0), (2.26)

onde 7(s) denota a posi¢cdo do filamento no comprimento de arco s, e 7.
representa a distancia entre as extremidades do polimero, conforme ilustrado

na figura 2.18.

Figura 2.18: Esquema representando um filamento com comprimento de
contorno muito maior do que o comprimento de persisténcia. As posigoes 1 e
2 sao separadas por um comprimento de arco s, com s < A e as posicoes 1 e 3
possuem s> A. O vetor 7. representa o deslocamento entre as extremidades

do polimero.
Sendo assim, < 2, > sera dado por:

<72 >=<[f(L.) — 7(0)]* > (2.27)

Integrando o vetor tangente unitario ¢, dado pela equacdo 2.1:

7(s) = 7(0) + /08 t(u)du (2.28)

teremos:

(s = 0) = 7(0) (2.29)
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Le
(L) = 7(0) +/ t(u)du. (2.30)
0
Utilizando como variaveis de integragio as variaveis u e v, temos < 772, >:

Le

[7(0) +/ Cf(u)du —7(0)]? >=< [/ t(u)du)* >

<TL> = <
-
Utilizando a equacao 2.25 temos:

L L. _
<72 >:/O du/o dv exp (—(UAU>> (2.32)

onde s da fungdo correlagio é substituido por (u — v). A condigao de que o

0

’ du /LC dv < t(u) -t(v) > . (2.31)

argumento da exponencial deve ser negativo pode ser garantida dividindo a
integral acima em duas integrais idénticas, onde uma variavel de integracao

¢ mantida menor do que a outra:

L¢ u o
< T2 >= 2/ du/ dv exp (—(UA U>) . (2.33)
0 0

Esta integral é resolvida efetuando algumas mudancas de varidveis e o resul-

tado nos da:

Le U _
<72 > = 2/ du/ dv exp (_(u U>)
0 0 A

= 2AL.—2A? {1 — e:l:p(—%)} : (2.34)

Esta equacgao se torna mais simples quando analisada em dois casos limi-
tes. No limite flexivel (L. > A), exp(—L./A) - 0 e
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< 72 >~ 2AL, (2.35)

e no limite rigido (L. < A), exp(—L./A) — 1

L. L?
=+

2 ~ . 2 o o
<7 >~2AL,—2A% |1 —(1 + T o5

) (2.36)

< T2 >~ 2 (2.37)

Para maiores detalhes das deducoes das tltimas quatro secoes, sugiro as

referéncias [11,14].

Maximizacao da Entropia e a Elasticidade Entrépica

Quando um polimero ou filamento é colocado numa solucao aquosa ele se
choca com as moléculas do meio e entre si de forma que suas extremida-
des se aproximam ou se afastam, adquirindo as configuragdes possiveis para
as caracteristicas daquele polimero. Cada configuracao corresponde a uma
determinada energia e uma mesma energia pode corresponder a varias con-
figuracoes. Para um sistema de N polimeros e uma dada energia total, a
distribui¢ao de equilibrio (a uma temperatura T) dos polimeros do sistema

entre as configuragoes possiveis corresponde ao valor maximo da entropia:

S =kpnQ, (2.38)

onde €2 é o nimero de méximo de configuragoes do sistema para aquelas
condicoes.

Quando o polimero atinge o equilibrio termodindmico com o meio, se
quisermos estica-lo, devemos aplicar uma forca as extremidades, afastando-as
uma da outra, conforme ilustrado na figura 2.19. Estas forcas sao denomina-

das forcas entropicas, pois sao forcas capazes de estirar o polimero, mas nao
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a ponto de deformar as ligacoes quimicas. Neste regime de forcas, denomi-
nado regime entropico, a elasticidade do polimero é chamada de elasticidade
entropica.

Em nossos experimentos realizamos estiramento de moléculas tnicas de
DNA no regime de forcas entropicas. Tipicamente este é o regime para F' <
10 pN, no caso do DNA. O modelo WLC de Marko e Siggia [11] propoe uma
equacao para a forca aplicada em funcao do estiramento da molécula de DNA
e ¢ a equacao utilizada para o tratamento dos nossos dados experimentais.

O desenvolvimento desta equacao é o topico da proxima secao.

Figura 2.19: Duas representa¢des do conjunto de configuragdes disponiveis
para um filamento flexivel. Se quisermos esticar o polimero, de forma que ele

passe da configuragdo a) para a configuragao b), devemos realizar um trabalho

no sistema de forma que sua entropia diminua. Definindo AE = AQ + AW,
onde A W é o trabalho realizado sobre o sistema e para processos reversiveis,
AQ =TAS, temos que AE = TAS + AW para processos reversiveis. Para T
constante e no caso entropico onde as ligagbes quimicas sdo pouco deformadas
(AE ~ 0) e portanto, AW = —TAS, ou seja, o trabalho realizado sobre o

sistema, diminui sua entropia.

O modelo de Worm-Like Chain (WLC)

De acordo com Bustamante [15], o modelo WLC possibilita uma descri¢ao
excelente da elasticidade do DNA quando este é submetido a forgas de esti-
ramento de até 10pN (regime de forgas entropicas) [15]. Macroscopicamente,
o modelo trata o DNA como uma vara flexivel que sofre deformacoes suaves
devido a flutuagoes térmicas e possui energia de curvatura dada pela equacao

de Kratky-Porod (equacao 2.9) [11]. Microscopicamente, o modelo assume
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que cada segmento da molécula obedece a lei de Hooke. Isto significa que
ao aplicarmos uma for¢a entropica em uma das extremidades da molécula de
DNA (figura 2.19), cada segmento é sujeito a uma for¢a elastica restauradora
que é proporcional ao tanto que a molécula esta dobrada [15,16].

Dentro do intervalo de forcas até 10 pN, o modelo descreve o comporta-
mento elastico do DNA tanto para estiramentos pequenos (molécula proxima
a sua conformacao de equilibrio) quanto longos (molécula proxima a confor-
magao retilinea). Para explicar o comportamento elastico para estiramentos
realizados proximo a conformagao superenrolada do DNA, o modelo ainda
é discutivel. Alguns pesquisadores argumentam que nesse limite o DNA ¢
muito mais flexivel do que previsto pelo modelo WLC e propéoem um novo
modelo (Sub-elastic Chain model) no qual a elasticidade nao segue a Lei
de Hooke [16]. No entanto, o modelo WLC propde uma expressao valida
para qualquer estiramento e tem sido utilizada com sucesso por diversos au-
tores [8,9,11,15]. Neste trabalho nos limitamos ao regime de for¢as baixas
(F' < 10 pN) e utilizamos o modelo WLC para a analise dos nossos resultados.

A seguir faremos a dedugao da equagao que o modelo WLC propoe para
estiramentos da molécula de DNA. Nas primeiras segoes faremos os casos
limites e na ultima secao chegaremos a uma expressao valida para qualquer
estiramento. Todas as deducoes serao para polimeros flexiveis para os quais
a relagao L. > A é valida [11].

Estiramentos préximos da conformacgao de equilibrio

Para um estiramento deste tipo a forca aplicada e o estiramento resul-
tante sao pequenos, e portanto, a relacao linear entre a forca aplicada Feo
estiramento causado d é valida. Desta forma teremos uma forca de Hooke,
dada por:

-

F=—kd (2.39)

onde k é a constante de mola. Como o estiramento resultante é pequeno, ele

pode ser aproximado pela distancia quadratica média entre as duas extremi-
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dades do DNA,
d=/<r? > (2.40)

Para o caso de polimeros flexiveis, em que (L >> A), utilizamos a equagao

2.35 para escrever:

d = V2AL. (2.41)

A energia potencial elastica associada ao estiramento sera dada por:

1 1
Epotencial = éde = ékrze (242)

e pelo principio da equiparticao da energia, teremos para a energia potencial
elastica do DNA a relagao:
3KgT

)= (2.43)

—k(r

ee

No entanto, a distancia quadratica média entre as extremidades é um vetor

em trés dimensoes, tal que
(ree) = (wee) + (Yee) + (22e) = 3(22) (2.44)

Usando a equacao 2.43, temos que

1 3K 5T
Sh(322) = 23 : (2.45)

Desse modo obtemos a constante de mola k, sabendo que (r2) = 2AL =
3(z2);

ee

SKgT
k= (2.46)
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Utilizando agora a equacao 2.39, obtemos a equacao de forca:

. _3KBT£
24 L

(2.47)

Este resultado também pode ser obtido por uma anélise de energia do polimero
|11]. Assim como para qualquer polimero flexivel, uma separacao das extre-

midades do DNA por uma distancia z < L demanda uma energia livre E

dada por:
3KBT22
EF=— 2.4
2R? (2.48)
e portanto requer uma forca dada por:
OF 3KgT
=92 208 (2.49)

T 0: 2AL

Como a extensao z é pequena, essa forca obedece a uma equagao de forca
linear, dada pela forca de Hooke 2.49 e o resultado para a constante de mola

é a mesma da obtida anteriormente.

Estiramentos longe da conformacao de equilibrio

Para estiramentos deste tipo a molécula de DNA esta inicialmente esti-
cada. Neste caso, podemos descrever a energia do DNA como sendo a energia
de curvatura do modelo de Kratky-Porod (equagao 2.9, excluindo o trabalho

necessario para manter a molécula nesta configuragao. Teremos entao para

a energia do DNA:
1 [t
Ewrc = —F&f/
2" Jo

ot ds — Fz. (2.50)

O0s
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onde a forca F aparece como um multiplicador de Lagrange para deixar fixa
a extensao Z = zZ[(r) — (0)]. Como a molécula esté esticada, e o eixo z esta
ao longo da molécula do DNA, temos z ~ L. e t, muito maior que t, e t,.

Decompondo o vetor unitario ¢:

f=tg0+t,) +t.k (2.51)

e para o modulo quadratico:

£ = [tal® + [ty + |7 = [t + [£L]* = 1, (2.52)

onde [t) |* = |t.|* + |t,|*.
Portanto, podemos dizer que:
lt.| = /1 —tL]? e como |t;|*> << 1, podemos fazer uma aproximagao

em primeira ordem:

o It
A (2.53)

t.|ds. Subs-

e . . . L
Devido & mesma aproximacao, podemos ainda escrever z = fo ¢

tituindo estas relacoes na equacao 2.50, obtemos

1 Lot L e
E = —kgTA —| ds—F 1—-"=")4d
WLC 5 B /0 ds S /0 ( B ) S
1 L ot.I* F
~ —kgT A== — 1t 1?|ds — FL 2.54

onde usamos 0t/ds = Ot /0s pois t, é praticamente constante ao longo da
molécula. Usando a transformada de Fourrier (£, (q) = [ dsexp(igs)t,(s))
podemos decompor a energia em modos normais. Tomando a transformada

inversa temos:
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ti(s) = %/dqexp(—iqs)ﬂ(@? (2.55)
8%9 - % / dq(—iq) exp(—igs)tL(q). (2.56)

A equagao para a energia sera:

kT [T -
Buie = *50 [ as{ag| [ da-ig) expl-ia)ti @
0 m
F o1 ?

t e Tan?

/dq exp(—igs)ty(q)

}— FL (2.57)

AxpT [ 1 NS 1 ‘ ~
Ewrc = 23 / ds {g / dqq exp(—@qsm(Q)} {% dq'q' exp(iq's)t, * (q’)} +
0

g/OL ds {% /dq exp(—iQS)tl(q)} {% /dQ’ exp(iq's)t. *~(Q’)} - FL

Pela definicao de delta de Dirac:

1
5 [ dsewild s =g~ o) (2.58)
s
A expressao para a energia se torna:

Ewrc = ——

kT @
2 2

F ~
Ag + kB—T} D@P-FL (259

Escrevendo a energia para cada modo normal, temos:

]i]Bl I ~
Ewrcw = — | A¢* + — ) |ti(¢)]? 2.

A funcao de particao Z do sistema pode ser escrita como:
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z = [eo (-5 )i
/

o |- (4 + 17 ) )R o)

2rkgT
= S 2.61
\/ APkpT + F (2:61)

onde [t;(q)| é a variavel de integracio, cujo valor quadratico médio é dado

por:

<iwP> = 5 [res -5 (a¢+ ) k|l
kgT

SR — 9.62
A@kpT + F (2:62)

Para encontrarmos a energia do sistema como um todo, devemos integrar
|t;(q)|? sobre todos os modos normais e multiplicar por um fator 2 correspon-

dente as coordenadas x e y:

dq ~ kT
<t >= 2/% < |ti(q)]? >= \/ﬁ (2.63)

No limite de grandes estiramentos, temos que:

1 /kpT
z/Lfs|1tZ|g1—|M|2/2=1—5 % (2.64)

Podemos isolar F' na equacao acima para obtermos uma relacao da forca em

fungao do estiramento do polimero:

) (265)

Esta equacao descreve a forca para o regime de grandes estiramentos.

F =
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Estiramentos arbitrarios

Se a equagao 2.65 fosse valida também para pequenos estiramentos (z ~
0), deveriamos recuperar a equagao 2.47 fazendo a sua expansao em primeira

ordem. No entanto, a expansao em primeira ordem da equacao 2.65 nos da

kgT (1 z
PO B2 2, < 9.
A \atar) (2.66)

Para contornar este problema, Marko e Siggia [11]| acrescentaram dois ter-
mos de correcao na expressao para grandes estiramentos. Esses temos sao
despreziveis quando z ~ L, mas garantem que a expansao em primeira ordem
da equacao 2.65 seja dada pela equacao 2.47. A correcao consiste em somar
o termo z/L — 1/4 dentro do colchete da equagao 2.65. Com isso, obtemos

finalmente a expressao de Marko e Siggia [11] para a forca entropica aplicada
a um DNA:

- _ Z] , (2.67)

A equacao de forca é dada em termos do comprimento de persisténcia A,
do comprimento de contorno L, da distancia média entre as extremidades da

molécula 7z, da temperatura T e da constante de Boltzmann kg.
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Capitulo 3

Teoria de pincas opticas e

procedimento experimental

Neste capitulo apresento a parte experimental do estudo da interacao da
molécula de DNA com a ciclodextrina catiénica Am—3—CD. Neste trabalho
realizamos experimentos de moléculas unicas de DNA [15] utilizando a téc-
nica de pingamento 6ptico. O experimento consiste basicamente em pro-
mover estiramentos de moléculas inicas de DNA com a pinca Optica e serd
explicado em detalhes nas secoes seguintes. Realizamos medidas no equi-
librio para diferentes concentracoes da ciclodextrina, observando a variacao
na elasticidade entropica da molécula de DNA apos a interacao com a CD.
Como resultado, obtivemos curvas de for¢a x extensao DNA-ciclodextrina que
analisamos com o modelo Worm-Like Chain (WLC) de Marko e Siggia [3].

3.1 Pinca Optica

Em 1873 Maxwell demonstrou em sua teoria do eletromagnetismo que a
luz pode exercer pressao de radiacao, ou seja, forca optica devido a absorcao,
espalhamento ou emissao de luz na matéria. No entanto, esta forca ¢ muito
fraca (alguns miliwatts de poténcia produzem forca da ordem de piconew-
tons!) e foi por volta de 1960, com a descoberta do laser (uma fonte de luz

intensa e colimada), que pesquisadores passaram a estudar de forma efetiva e
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sistematicamente a pressao de radiagao [17]. Em 1970 Arthur Ashkin demon-
strou que forcas 6pticas poderiam deslocar e levitar particulas dielétricas mi-
crométricas. Em seu artigo de 1970, "Acceleration and trapping of particle by
radiation pressure”, Ashkin escreve: "Micron-sized particles have been accel-
erated and trapped in a stable potencial well using only the force of radiation
pressure from a continuous laser" [18]. Este trabalho eventualmente levou ao
desenvolvimento de forcas 6pticas formadas por um feixe tnico de luz, atual-
mente conhecido como pinc¢a 6ptica. Ashkin e seus colaboradores utilizaram
a pinga Optica em varios experimentos, desde o resfriamento e aprisionamento
de dtomos neutros até a manipulacao de virus e bactérias vivas. Hoje em
dia a pinga Optica continua a ter aplicacdes em fisica e em biologia, sendo
empregada no estudo de motores moleculares no nivel de molécula-tinica, na
fisica de coloides e sistemas mesoscopicos, além do estudo de propriedades
mecanicas de polimeros e biopolimeros [19]. Com a possibilidade de se aplicar
for¢as da ordem de piconewtons, podemos esticar, dobrar or distorcer macro-
moléculas inicas como DNAs ou componentes do citoesqueleto celular (como
microtibulos e filamentos de actina) simulando a agdo de enzimas mecéanicas

como a miosina, que também produz forgas dessa ordem de grandeza [17].

3.1.1 Principio de funcionamento da pinca dptica

Uma pinca Optica consiste basicamente em um feixe de laser focalizado
com uma objetiva de grande abertura numérica. Quando um feixe deste tipo
incide em um pequena esfera dielétrica, cada pincel de luz *do feixe dara
origem a um pincel refletido e um pincel refratado. Sendo assim a esfera
experimentard uma forca 6ptica que pode ser decomposta em duas compo-
nentes: 1) uma for¢a de espalhamento devido a reflexdo e & absor¢do, na
direcao de propagacao da luz e, 2) uma forga de gradiente devido a refragao.
Apesar dessas duas forcas serem originadas do mesmo fendémeno fisico é con-
veniente separa-las para explicar a origem do pincamento 6ptico. Para que
haja pingamento 6ptico a forca de gradiente deve ser maior que a forca de

espalhamento e para que isso ocorra o indice de refragao da esfera deve ser

*Pincel de luz é um conjunto de raios provenientes de um mesmo feixe de luz.




CAPITULO 3 41

maior que o do meio que a circunda. Faremos a seguir uma anélise das forgas
opticas sob o ponto de vista da 6ptica geométrica e portanto, valida apenas
para o limite em que o raio da esfera é muito maior do que o comprimento

de onda do laser usado na pinga Optica.
Optica geométrica

1. Forca de espalhamento

A forca de espalhamento é uma forca devido a reflexdo e absorcao da luz
pela esfera. Como sabemos a luz transporta momento em seus fétons e por-
tanto, quando um feixe de luz incide em um objeto podemos ter transferéncia
de momento linear para o objeto. Por exemplo, consideremos um tinico foton

carregando momento linear 7', tal que:

hv F
|ﬁ’:?:—

C

onde h é a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz, v a freqiiéncia da
onda eletromagnética e E a energia do féton. Para o caso de incidéncia
com direcao paralela & normal, e considerando que o féton seja totalmente
refletido ao incidir em uma microesfera, a variacao do momento linear seré

dada por:
2F
AT = 7} - 7l = —

O momento méximo transferido a esfera sera igual a - |[A77|. Considerando N
fotons por segundo e pela segunda Lei de Newton sabemos que a microesfera

sofrerd uma forca, denominada forca de espalhamento, dada por:

dp 2 dEtotal 2
Fl=12=z ~-p 3.1

onde P,y € a poténcia total do feixe incidente. Para se ter uma idéia da
magnitude dessa forca, se utilizarmos um feixe de laser com uma poténcia de

ImW teremos uma forca total com moédulo dado por:
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De fato, as forgas tipicas obtidas com uma pinca éptica estao na faixa de pico-
Newton. Na figura abaixo temos esquematizado a forca de espalhamento sob

ponto de vista da 6ptica geométrica.

OBJETIVA

Figura 3.1: Forga de espalhamento: parte da luz incidente é refletida na
superficie da microesfera. Neste caso a forga resultante tende a empurrar a

microesfera para cima, ou seja, na direcao de propagacao da luz.

Na figura temos dois pincéis de luz de extremidade opostas de um feixe de
laser gaussiano incidindo sobre uma esfera dielétrica. Os pincéis sao refletidos
na superficie da esfera e por conseqiiéncia temos o aparecimento das forca ?1
e ?2 Fazendo-se a soma de Fi e ?2, temos uma forca resultante que neste
caso tende a empurrar a esfera pra cima, ou seja, na direcao de propagagao

da luz.

2. Forca de gradiente

A outra componente responsavel pelo pincamento é uma for¢a devido a
refracao da luz no objeto. Quando um pincel de luz incide em uma pequena
esfera com indice de refracao diferente do meio de incidéncia, o pincel é

desviado da sua trajetoria inicial. Este desvio provoca uma variacao no
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momento linear do pincel de luz e o objeto sofre uma for¢a dada por:
7= |2

onde |A7| é variacio do momento linear da esfera. Na figura 3.2 temos
esquematizado a forca devido a refragao sob ponto de vista da optica ge-

ométrica:

OBJETIVA

Figura 3.2: Forca de gradiente atuando em microesfera situada abaixo do
foco e na metade direita do perfil de intensidades do laser. A forca resultante

tende a empurrar a esfera para a regiao do foco do laser.

Na figura 3.2 temos uma esfera fora do centro do perfil gaussiano do laser
e abaixo do foco. O pincel de luz 1 incide na microesfera e uma parte é
refletida e outra a refratada. A parte refletida, como ja dissemos, provocaré
o surgimento de uma forca de espalhamento que tendera a empurrar a esfera
na direcao de propagacao feixe. A parte refratada sofrerd um desvio de sua
trajetoria inicial provocando uma variacao do seu momento linear dado por
Ap. Pela segunda e terceira Leis de Newton, a esfera sofrerd uma variagao
do momento linear |-A7| e uma forca ﬁi . Conforme a equacao 1, essa forca
é proporcional a intensidade da luz e quando o indice de refracao da esfera é
maior que o indice de refracao do meio, a forca 6ptica resultante tem sentido

e diregao do gradiente de intensidade. O mesmo acontece com o pincel de
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luz 2 proveniente da extremidade direita do feixe. No entanto, como o perfil
de intensidade do laser é gaussiano, o pincel 1 proveniente da parte central
do feixe possui intensidade maior do que o pincel 2, de forma que |?1| >
]?2] e a forca resultante apontard para cima e para a esquerda, deslocando a
microesfera para a regiao do foco do feixe.

Caso a microesfera esteja no centro do perfil gaussiano, porém acima do

foco do laser, teremos a situacao ilustrada na figura 3.3:

OBJETIVA

Figura 3.3: Forca de gradiente atuando em microesfera situada no centro do
perfil gaussiano, porém acima do foco do laser. Novamente a forga resultante

tende a empurrar a esfera para a regido do foco do laser.

Fazendo mesmo raciocinio anterior vemos que agora a forca resultante
aponta para baixo, novamente na direcao do foco do laser. Esta andlise
simplificada nos permite entender o porqué da microesfera ficar aprisionada
proxima a regiao do foco do laser. Resumindo, sob o ponto de vista da 6p-
tica geométrica, cada pincel de luz incidente na microesfera d4 origem a um
pincel transmitido e um outro refletido, cujas intensidades dependem dos co-
eficientes de reflexao e de transmissao na interface meio-esfera. O efeito da
refragdo é deslocar o centro a esfera para o foco do feixe (forca de gradiente),
enquanto o efeito da reflexao é empurrar a esfera no sentido da incidéncia

do feixe (for¢a de espalhamento) [8]. Para um pin¢amento estavel nas trés
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dimensoes a forca de gradiente deve ser maior que a forca de espalhamento
na direcao axial da microesfera. Para que isso ocorra, o gradiente da luz
incidente deve ser consideravelmente grande, o que ¢ alcancado focalizando
fortemente o feixe de laser com o uso de uma objetiva de grande abertura
numérica. Como resultado desse balanco entre as forcas de gradiente e de
espalhamento, a posicao de equilibrio axial da esfera aprisionada é localizada
levemente acima ou abaixo do foco, de forma que para pequenos desloca-
mentos (~ 150)nm a forga restauradora (forca de gradiente) é simplesmente
proporcional ao deslocamento em relagao a posicao de equilibrio. Sendo as-
sim, o aprisionamento Optico funciona como uma mola que obedece a Lei de
Hooke*, com constante elastica proporcional a intensidade do laser [19]. Ou
seja, o perfil de luz perto do foco se torna um poco potencial harmonico,
confinando a microesfera, que realiza pequenos movimentos aleatérios em
torno da sua posi¢do de equilibrio. Neste limite k£ oc 1/r onde r é o raio da

microesfera e k é a constante de for¢a da pinga [14].

Espalhamento Rayleigh

Quando o raio da microesfera ¢ muito menor do que o comprimento de
onda do laser a anéalise das forcas sob o ponto de vista da 6ptica geométrica
nao é mais valida. Nesse caso as condicoes para espalhamento Rayleigh sao
satisfeitas e as forcas dpticas podem ser calculadas tratando a particula como
um dipolo elétrico induzido. A forca para uma esfera com momento de dipolo

elétrico i em um campo elétrico ﬁ, nao uniforme, é dada por:
|F|=vV(m - E)
sendo o momento de dipolo dado por:

m o Cr?’Vﬁ

*Lei de Hooke: comportamento de materiais para os quais a deformacao é linearmente

proporcional a tensdo aplicada. Quando uma forca Fé aplicada a uma mola de Hooke,
ela obedece & seguinte equacao: F = —kZ, onde k € um parametro elastico e T é o
deslocamento do equilibrio [14].
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onde C é uma constante e r é o raio da esfera. A forca de gradiente é dada

por:
|?[ o Cr*VE®.

Portanto, no limite Rayleigh a microesfera pode ser tratada como um dipolo
induzido e tendera a ser levada para a regiao onde o gradiente da intensidade
de luz I o |E|? for maior, ou seja, para a regiao onde o laser esta focalizado.

A constante de forca da pinga para este limite seré do tipo:

K,OCTS

em que a constante k sera proporcional ao cubo do raio da esfera [9].

Teoria MDSA

Quando o raio da esfera tem dimensao comparéivel ao comprimento de
onda do laser incidente nao podemos usar a 6ptica geométrica nem a aproxi-
macao de Rayleigh. Para esse caso uma teoria eletromagnética mais completa
¢ necessaria para a descricao do fendmeno no pincamento. Infelizmente, a
maioria dos objetos que sao interessantes de serem pincados caem na faixa de
0.1 a 10X, onde A é o comprimento de onda do laser. As microesferas dielétri-
cas usadas sozinhas ou para manipular outros objetos sao tipicamente do
tamanho de 0.2 a 5um que também é o mesmo tamanho de amostras biol6gi-
cas que podem ser pincadas diretamente. Recentemente, Mazolli, Maia Neto
e Nussenzveig [22]| calcularam teoricamente as forgas axial e transversa que
uma pinga 6ptica exerce em uma microesfera com raio e indice de refragao ar-
bitrarios. O nome da teoria ¢ Teoria MDSA (iniciais de Mie-Debye Spherical
Aberration) e é a mais geral que existe na atualidade. Nos limites assin-
toticos (Optica geométrica para microesferas com raios grandes e Rayleigh
para microesferas pequenas) a teoria MDSA se reduz aos casos anteriores.

Maiores detalhes da teoria podem ser encontrados nas referéncias [21,22].

3.2 Montagem Experimental
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Temos na figura 3.4 uma representacao da montagem experimental uti-
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Figura 3.4: (a) Desenho esquematico mostrando a montagem experimental
do Laboratério de Fisica aplicada a sistemas biolégicos. O microscopio e seus

componentes estao contidos dentro da linha pontilhada.

A montagem utilizada consiste basicamente na associacao de um mi-
croscopio 6ptico invertido Nikon (modelo T'E300, objetiva de dptica corrigida
no infinito, aumento de 100X, e abertura numérica de 1.4) e dois lasers. Um
deles é um laser infravermelho IV (modelo Y LR — S — 1064 — LP, poténcia
méxima = 5,00 W e comprimento de onda = 1020— 1120 nm ) de perfil gaus-
siano e o outro ¢ um laser visivel de He-Ne (modelo SP-127, A = 632, 8 nm).
Os dois lasers percorrem caminhos 6pticos ligeiramente distintos até atingir a

amostra, localizada na laminula do microscopio, que é o nosso porta-amostra.
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Na figura representamos uma microesfera (contida na amostra) aprisionada
no poco potencial da pinca, indicado pela parabola concava pontilhada. No
centro da microesfera encontra-se o sistema de referéncia utilizado para as
medidas e a indicacao da distancia entre o centro da bolinha e a laminula
dado por h. Abaixo da laminula temos um deslocador piezoelétrico acoplado
ao microscopio, que possibilita que a amostra seja deslocada com precisao
nanométrica.

O laser infravermelho (IV), representado pelo trago verde, é a nossa pinga

optica e percorre o seguinte caminho 6ptico:
fonte—espelho E1—espelho E2—objetiva—samostra

O laser de He-Ne, representado pelo traco vermelho, é utilizado para in-
formar a posicao relativa da microesfera no poco potencial da pinca e percorre

o seguinte caminho optico:

fonte — espelho E1 — espelho E2 — objetiva — amostra — es-
pelho E2 — espelho E3 — filtro — detector de fotons e correlacionador

O espelho E1 é um espelho dicréico* transparente ao laser de He-Ne e
refletor ao laser IV. Acoplado a este espelho temos um motor de passo, rep-
resentado pela letra M, que permite um ajuste fino na sua inclinagao.

O espelho E2 é composto por um espelho dicréico e um semi-espelho de
forma a refletir o feixe IV para a objetiva e transmitir o feixe He-Ne.

O espelho E3 é um espelho refletor para o laser de He-Ne. Apods este
espelho o feixe de luz retroespalhada passa por um filtro passa faixa centrado
em 632 nm de 20 nm de largura. Esse garante que a luz coletada no detector
seja exclusivamente aquela proveniente do laser de He-Ne.

A objetiva utilizada nos experimentos ¢ uma objetiva com aumento de
100X e abertura numérica de 1.4. A objetiva é a responsavel por focalizar o

feixe de IV na amostra, originando a pinc¢a 6ptica. Para o laser de He-Ne ela

*Espelhos dicroicos sao espelhos com um tipo de revestimento que possibilita a reflexao
de comprimentos de onda de um determinado intervalo e a transmissao de comprimentos
de onda de outro intervalo.
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possui a fungao de coletar a luz retroespalhada pela amostra. Vemos pela
figura que uma parte desta luz retroespalhada vai para uma saida, na qual
estd localizada a camera de video EPIX e a outra parte desta luz vai para
uma outra saida do microscopio, no qual estd acoplado o detector de fétons
e um correlacionador.

O detector de fotons (EGG-Photo Couting Module, SPCM-200 — PQ —
F500), possui abertura de 150 micrometros de diametro e fica montado em
um deslocador XY para ser posicionado no local de melhor sinal. Para cada
foton que chega ao detector, um pulso elétrico (circuito TTL*) de 25 ns de
largura é enviado ao correlacionador digital (Brookhaven BI9O0O0OAT).O cor-
relacionador nos fornece funcoes de autocorrelacao temporal das flutuacoes

de intensidade de luz retroespalhada pela microesfera da amostra.

3.3 Preparacao das amostras

A seguir irei descrever o método utilizado para a preparacao das amostras,
da construcao do porta-amostras até a amostra final a ser medida. Todas
as amostras sao preparadas dentro de uma capela, previamente limpa com
alcool e esterilizada com luz ultra-violeta por 20 minutos. Essa limpeza é

importante para evitar a proliferacdo de bactérias em nossas amostras.

Porta Amostras

Utilizamos uma laminula para cada amostra, e para cada experimento
fazemos duas amostras idénticas. Limpamos inicialmente as laminulas de
vidro a serem utilizadas. Em seguida, utilizando parafina derretida, colamos
um o-ring sobre cada laminula e nos certificamos que a interface vidro/o-ring
foi bem vedada. Antes do uso, os porta-amostras sao levados novamente a

capela e esterelizados com luz ultra-violeta durante 10 minutos.

*TTL: Transistor-transistor Logic é uma classe de circuito construidos com transistores
de juncao bipolar e resistores.
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Solucao tampao

Todas as amostras consistem de uma mistura de DNA, bolinhas de poli-
estireno e Ciclodextrina imersa em um meio aquoso. Esse meio aquoso é
uma solu¢ao tampao denominada PBS (Phosphate-Buffered Saline). Para o
preparo da amostra sao necessarios dois tipos diferentes de PBS, um mais
acido, com pH 5,5, e outro levemente basico, com pH 7,4. O primeiro é uti-
lizado no estagio inicial de preparo das amostras. Ele garante a aderéncia das
microesferas de poliestireno a uma das extremidades do DNA e a aderéncia
da outra extremidade do DNA a laminula [40]. Para que isso ocorra, o DNA
e as bolinhas permanecem no pH 5.5 por um periodo de 4 a 24 horas. Depois

desse tempo a amostra é lavada com o PBS pH 7,4, que ¢ o pH fisiolégico
do DNA.

Preparo do PBS (Phosphate-Buffered Saline)

Os PBS pH 5,5 e PBS pH 7,4 sao preparados a partir de misturas de
duas solugoes bases: solugdo doadora (D) e solugao aceitadora (A).

A solugao aceitadora é preparada da seguinte forma:
misturamos 5mM de NayH PO, (Fosfato de Sodio Dibasico Anidro) em
600mL de H,O deionizada (DI). Como um mol de NayH PO, corresponde a
m = 141,96g, entao a massa correspondente a bmM serd m = 426mg.

A solugao doadora é preparada da seguinte forma:

Misturar 10mM de NaHyPO, (Fosfato de Sodio Monobésico Anidro) em
500mL de H>O DI. Como um mol de NaHyPO, corresponde a m = 119, 98
g, entao a massa correspondente a 10mM sera m = 600 mg.

Para o PSB de pH 5, 5 misturamos 363, 6 mL da solucao doadora em 36, 4
ml da solucao aceitadora. No entanto, a concentracao de Na desta solucao
¢ de 10 mM e devemos aumenta-la para 150 mM, acrescentando 140 mM
de NaCl (myaor = 3,27g). O pH devera ser medido para a confirmagao
apos acrescentar-se o NaCl, pois este altera levemente o pH da solucao. A
osmolaridade desta solugao é aproximadamente 0.14M.

Para o PBS de pH 7,4 misturamos 355,4mL da solugao aceitadora em
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44, 6ml da solugao doadora. Em seguida acrescentamos 3, 27g de NaC'l como
no caso anterior. Novamente, o pH deverd ser medido para a confirmacao
apos o acréscimo de NaCl, pois este altera levemente o pH da solucao. A

osmolaridade desta solugao ¢ aproximadamente 0.14M.

Preparo da Amostra de DNA

A amostra é preparada de acordo com o seguinte protocolo:

1. Separamos dois microtubos (1 e 2) previamente limpos. No tubo 1
coloca-se 1,0 mL da solucao de PBS pH 5,5 e 1 ul. da solugao de
microseferas de poliestireno com 2,8um de diametro. O contetddo do

tubo é agitado para homogeneizar a solucao.

2. No tubo 2, coloca-se 136ul PBS pH 5,5 mais 180ul da solugao do tubo
1. O tubo 1 é descartado.

3. No tubo 2 adiciona-se 5ul da solucao de DNA previamente desconge-

lada em banho térmico a 54°C, durante 10 minutos.

O DNA utilizado é o DNA do fago A, um virus que infecta a bac-
téria E. Coli.. O A>-DNA possui aproximadamente 48.000 pares de base
que resulta em um comprimento de contorno médio de 17,0 um. Nas
amostras a concentragao de DNA é de C' = 6,81ug/ml que corresponde

a uma concentracao de pares de base de 11uM.

4. Deixamos a solu¢ao (DNA+microesferas+PBS) descansar por um periodo
de 20 minutos para garantir a aderéncia das microesferas de poliestireno
a uma das extremidade do DNA [40].

5. Colocamos o contetido do tubo 2 cuidadosamente nos 2 porta-amostras
(aproximadamente 150ul para cada uma delas).Tampamos o porta-
amostra com outra laminula, somente para evitar a evaporacao da

solucao.

6. Deixamos a solucao descansar por um periodo minimo de 4 horas sem

ultrapassar muito este valor, para minimizar a contaminac¢ao bacteri-
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ana. Neste periodo, garantimos que as extremidades livres do DNA

irao aderir & superficie da laminula.

Lavagem da amostra

1. Descongela-se, & temperatura ambiente, dentro da capela, a solucao
de CD. Coloca-se a concentracao desejada de CD em um microtabulo
contendo PBS pH 7, 4.

2. Retiramos a tampa do porta-amostra. Com uma pipeta, coloca-se 50ul
da solucao de CD preparada na amostra. Esperamos 30s e remove-
mos a mesma quantidade de solucao da amostra. Repetimos este pro-
cedimento 4 vezes. A amostra agora estd pronta para ser levada ao
microscopio. Descreveremos a seguir como sao realizadas as medidas

experimentais.

3.4 Medidas Experimentais

Medida do comprimento de persisténcia do DNA

A medida do comprimento de persisténcia do DNA, ou da flexibilidade
entropica do DNA, é feita a partir de estiramentos de moléculas tnicas de
DNA. Para entendermos como este estiramento é realizado devemos primeiro
retornar ao protocolo de preparacao das nossas amostras. Conforme narrei
na secao anterior, este protocolo inclui uma etapa em que o DNA e as mi-
croesferas permanecem na solucao de PBS com pH 5.5 durante um periodo
minimo de 4 horas. Esta etapa permite que as moléculas de DNA pren-
dam uma das suas extremidades uma a bolinha de poliestireno e a outra
extremidade a laminula. No entanto, a maioria dos DNA nao adquire esta
configuracao com as duas extremidades presas, e em nossa amostra temos

DNA em todas as configuragoes ilustradas na figura 3.5.a.
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A B

OBJETIVA \ / OBJETIVA

Figura 3.5: a) Configuracoes possiveis para as moléculas de DNA da amostra
e b) Configuracdo desejada: uma das extremidades do DNA presa a microesfera
e a outra presa a laminula do microscopio. Nesta configuracao a molécula é
esticada para todas as direcdoes da mesma forma, o que é um forte indicio de

que ha apenas uma molécula presa & microesfera.

Somente a configuragao em que as duas extremidades do DNA estao pre-
sas (uma extremidade presa a microesfera e outra a laminula do microscopio)
nos interessa, pois é aquela possivel de ser estirada. Irei agora narrar as eta-
pas a serem seguidas para o estiramento, coleta e anélise do dados. Para

realizar o estiramento seguimos 0s seguintes passos:

1)Apos colocar a amostra no microscopio ligamos o laser IV (pinga) na
amostra e procuramos com a pinca oOptica bolinhas de poliestireno que es-
tejam executando movimento browniano. Esta procura é monitorada pela
imagem fornecida pela camera CCD, acoplada ao microscépio, conforme
ilustrado na figura 3.4. Para descobrir se a bolinha encontrada esta na con-
figuragao desejada (uma extremidade presa & microesfera e outra a laminula
do microscopio), utilizamos a pinga para capturar a bolinha e em seguida
puxa-la no plano xy da amostra, conforme ilustrado na figura 3.5.b. Se du-
rante o estiramento a bolinha se desloca junto a pinca por uma distancia
maior do que 17pum (comprimento de contorno tipico do A- DNA) entao a
microesfera nao possui a configuracao desejada. No entanto, se a bolinha
pincada desloca uma certa distancia e repentinamente volta a sua posicao

inicial, entdo encontramos uma microesfera com a configuracao desejada.
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Neste momento realizamos estiramentos nas diregoes x e y para garantir que
ha somente um unico DNA preso a bolinha, conforme ilustrado na figura 3.5.
Se o estiramento é idéntico para todos os lados, temos um forte indicio que
realmente s6 existe uma molécula de DNA presa a bolinha. No procedimento
utilizado para preparar as amostras apenas 5% a 10% dos DNAs encontram-
se na configuracao desejada (uma extremidade presa a microesfera e outra a
laminula do microscopio). Apds encontrar configuracao desejada deixamos a
microesfera presa no potencial da pinca. O proximo passo é realizar a cali-
bracao da pinga Optica, ou seja, medir a constante de forca da pinga. Esta

etapa é realizada em todos os experimentos.

2) Para medir a constante de forca da pinga, deixamos inicialmente a
microesfera capturada confinada no pogo potencial da pinga, realizando so-
mente pequenas oscilacoes em torno do seu ponto de equilibrio, de forma a
garantir que o DNA preso a bolinha nao esta estirado. Ligamos entao o laser
de He-Ne e incidimos o feixe sobre a microesfera pincada. Em seguida, lig-
amos o detector de fotons acoplado & outra saida do microscopio, (conforme
ilustrado na figura 3.4), e coletando a luz retroespalhada do laser He-Ne pela
bolinha, podemos determinar as caracteristicas do seu movimento browni-
ano, como o tempo caracteristico e amplitude. A partir dai, conhecendo o
atrito entre o meio e a microesfera, podemos determinar a constante de forca
da pinga. A constante de forca serd uma fungao do raio da microesfera a e
da altura h da qual ela se encontra da laminula.

Para determinar os parametros do movimento browniano da bolinha cita-
dos acima devemos fazer uma medida do perfil de retroespalhamento. Este
perfil é obtido medindo a intensidade do feixe de He-Ne retroespalhada en-
quanto a microesfera pincada se move em relacao ao feixe do He-Ne.

Para mover a microesfera sem mover o feixe de He-Ne utilizamos o es-
pelho dicréico Ey, ilustrado na figura 3.4. Conforme ja dito, esse espelho é
transparante para o comprimento de onda do He-Ne, e portanto, nos per-
mite movimentar o laser IV sem mover o He-Ne. Para mover a microesfera
de maneira controlada utilizamos o motor de passo M acoplado ao espelho
E1l. Em seguida, utilizando a camera CCD, ligamos o motor M a uma dada

velocidade v, e filmamos o deslocamento da microesfera, incluindo a posicao
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inicial P; e a posicao final Py da microesfera. A velocidade do motor serd de-
terminada analisando o filme e serd dada pela diferenca entre Py e P; (dadas
em pixels) dividida pelo intervalo de tempo At e pelo ntumero de pixels por
micrometro:

Ax(pz)

A(um) = 15, 87(px/pum) (3:2)

A velocidade (um/s) é obtida dividindo-se pelo intervalo de tempo At em

segundos:

_Ax
At

(%

(3.3)

O centro do perfil, na qual a intensidade de retroespalhamento é méxima,
representa a posicao de equilibrio da microesfera pincada. A partir dele
movemos o espelho E1 e enquanto a bolinha se desloca, obtemos a curva
de Intensidade X Posicao ou perfil de retroespalhamento da microesfera,
conforme ilustrado na figura 3.6.

Apobs medida, a curva do perfil é normalizada dividindo-se a intensidade
a cada ponto pela intensidade maxima (I = I(2)/Ine). Em seguida, ajus-

tamos a curva por uma gaussiana:

1= e {_M} (3.4

202

onde Iy vale 1, zy é o valor médio e o é a largura da gaussiana. Apds a me-
dida do perfil de retroespalhamento, precisamos fazer medidas da funcao de
autocorrelagao da bolinha no poco potencial para determinar os parametros

do movimento browniano da bolinha capturada, conforme descrito a seguir.

3) A curva da funcdo de autocorrelagdo temporal (ACF) é obtida colo-
cando a microesfera na posicao de derivada maxima do perfil da luz retroes-

palhada (posicdo de melhor relagao sinal-ruido) e ligando o correlacionador.
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Perfil Gaussiano (laser He-Ne)
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Figura 3.6: Perfil de retroespalhamento: o perfil é obtido movendo a microes-
fera pingada em relagao ao feixe de He-Ne e capturando a intensidade de luz

retroespalhada pelo feixe de He-Ne.

O correlacionador nos fornece a curva de autocorrelacdo temporal® (figura

3.7), que é ajustada com a curva de decaimento exponencial:

(I(FONI(P (1) = C + Ae7r + A= (3.5)

onde 7, < 7., pois a constante de forca transversal x; é maior do que a con-
stante axial k.. A partir do ajuste, finalmente extraimos os valores do tempo

caracteristico 7, do movimento no plano xy, que é o que nos interessa. Para

*Funcao de autocorrelacao temporal:
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Funcao de Autocorrelacao de Intensidade
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Figura 3.7: Curva de Autocorrelagdo de Intensidades: para cada bolinha

capturada fazemos trés medidas de autocorrelagao.

cada bolinha capturada realizamos trés medidas de autocorrelagao e fazendo
a média aritmética dos valores encontrados para 7,, podemos calcular a con-

stante da pinca, k,, através de :

= (3.6)

T =
K L
onde 7, é o coeficiente de arraste sobre a esfera. O proximo passo é calcular

este coeficiente de arraste.
A equagdo para v, é da forma [23]:

) m @) w@] e

onde
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Yo = 67N, T

(3.8)

e r é o raio da esfera, h é a altura na qual ela se encontra da laminula e n, é
a viscosidade da agua, dada por:

71=0,26+1,5le 2

(3.9)

onde T é a temperatura ambiente em graus Celsius.
Uma vez calculado o valor de ,, podemos determinar o valor da constante
de forca da pinca, através da equacao 3.6. Os valores para esta constante

utilizada em nosso laboratoério sao da ordem de dezenas de nanoNewtons por
centimero.

11

0.4

0,2 F
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X fpmy

Figura 3.8: Intensidade versus Estiramento
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4) O proximo passo no procedimento experimental é determinar a curva de
intensidade versus estiramento para as moléculas de DNA. Para realizar o es-
tiramento de forma controlada utilizamos o deslocador piezoelétrico acoplado
a0 microscopio, conforme ilustrado na figura 3.4. A curva é obtida coletando-
se a luz retroespalhada pela microesfera (em fun¢ao do tempo) enquanto es-
ticamos o DNA e é feita pelo ou menos 4 vezes para cada DNA encontrado.

Um esquema da medida est4 ilustrado na figura 3.9.

A B

X
He-Ne DNA

N \
>0
A
<
g
%
O %

Figura 3.9: Esquema mostrando como sdo as realizadas as medidas de es-
tiramento de moléculas tnicas de DNA. E importante notar que denotamos
T como a posicao do centro da microesfera no poco potencial e por pya 0
estiramento da molécula de DNA. Fj,q, € a forca que a pinca 6ptica exerce
sobre a microesfera quando esta é afastada de sua posi¢do de equilibrio. No
entanto, esta forca é igual em modulo a forca exercida pela molécula de DNA

para afastar a bolinha da posicao de equilibrio.

A extensao do DNA ao ser esticado pode ser encontrada ja que conhece-
mos a velocidade do estagio (piezoelétrico) do microscopio (v = 58 nm/s).
Esta velocidade é baixa o suficiente para garantir que o DNA passe pelas
configuragoes de equilibrio e de forma que a for¢a de Stokes sobre a microes-
fera pode ser desprezada. Além disso, é importante dizer que a microesfera
de poliestireno é mantida a uma distancia fixa do estagio do microscopio
(h = 3,5um) durante todo o experimento.

Para tratar a curva de intensidade versus estiramento comegamos trans-
formando a coordenada x (tempo) em extensdo absoluta ao longo do eixo x
(paralelo ao estagio do microscopio), o qual denominamos xpy 4. A distancia
entre as extremidades da molécula de DNA 2z é relacionada ao zpy4 através
de:
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z= /x5 + h? (3.10)

Teremos portanto a curva intensidade versus extensao, caracteristica deste
tipo de medida, como vemos na figura 3.8.
O proximo passo é obter a curva de forca wersus estiramento para a

molécula de DNA e para os complexos DNA-CD.

5) Para obter a curva de forca versus extensao devemos converter a in-
tensidade de luz retroespalhada em forca ja que o tempo ja foi convertido na
extensao da molécula (ao longo do eixo x). Para isso, primeiro invertemos a

equacao 3.4, e escrevemos a posicao r em funcao da intensidade I:

1
r=x9t0oy/2In (70) (3.11)

Desta forma determinamos a posicao da microesfera em cada instante no
perfil de estiramento. Em seguida determinamos a posi¢ao inicial xy (cor-
respondente & intensidade inicial no perfil de estiramento) e a variacdo de

posicao para cada ponto, dada por:

Ax =z — x. (3.12)

Finalmente, a forca na direcao x é determinada multiplicando-se a variacao

de posicao pela constante de forca da pinca éptica, ou seja:

F, = kAx. (3.13)

E importante notar que denotamos = como a posicao do centro da microesfera
no poco potencial e por rpya 0 estiramento da molécula de DNA. Esta é a
forca que a pinca Optica exerce sobre a microesfera quando esta é afastada
de sua posicao de equilibrio. No entanto, assim como ilustrado a figura 3.9,
esta forca é igual em modulo a forca exercida pela molécula de DNA para
afastar a bolinha da posicao de equilibrio. Desta forma, obtemos uma curva

que mostra a forca em funcao da extensao para a molécula de DNA.
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A figura 3.10 mostra uma curva tipica obtida com o procedimento narrado
acima. Fazemos o ajuste desta curva com a expressao teorica de Marko
e Siggia [11| (eq. 2.67) para obtemos o comprimento de contorno L e o
comprimento de persisténcia A da molécula de DNA e dos complexos DNA-
CD.

Forca x Deslocamento (DNA puro)

7 T T T T

F_(pN)

Figura 3.10: Forca versus Estiramento

Na verdade, como trabalhamos experimentalmente na direcao x, é mais
conveniente usar a componente x para fazer o ajuste. Esta componente é de-
terminada conhecendo-se a altura fixa da microesfera em relacao a laminula.
Na figura 3.9 a extensao do DNA é dada pela equagao 3.10 e

F, = Fcos¢ = F(IDNA)

(3.14)

Fazendo estas consideracoes, a expressao final da componente z da forca é:
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1 TpNA
A L. A(1 - (22 4 +h?)2 2 A1 (2254 + h2)3
(3.15)

)

Na equacao, I}, é a componente = da forca, kg a constante de Boltzmann, T’
a temperatura absoluta, A o comprimento de persisténcia do DNA, L. o seu
comprimento de contorno, h a altura da microesfera em relacao ao estigio do

microscopio. No capitulo a seguir discutiremos os experimentos realizados.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Neste capitulo apresentamos os resultados dos experimentos realizados.
Ao longo do trabalho foram realizadas medidas para diferentes concentracgoes
de ciclodextrina e como resultado final obtivemos um grafico para o compri-
mento de persisténcia do complexo em funcao da concentracao de CD. O
grafico apresenta um comportamento nao usual e expomos aqui nossas inter-
pretagoes. Primeiro faremos uma interpretacao fenomenologica e em seguida
iremos discutir qual a contribuicao das repulsoes interfosfatos para o com-
primento de persisténcia do DNA segundo Manning e Podesta [24,25]. Além
disso, como resultado pratico imediato chegamos, a partir dos nossos da-
dos, ao melhor valor para a concentracao de ciclodextrina a ser utilizada em

terapia génica. Tal resultado serd apresentado ao final deste capitulo.

4.1 Comportamento do comprimento de per-

sisténcia do complexo DNA-CD

Ao longo do trabalho realizamos medidas de estiramento para concen-
tracoes fixas de DNA e diferentes concentracoes de ciclodextrina. Analisamos
as curvas com modelo Worm-Like Chain (WLC) de Marko e Siggia e para
cada curva de forca x extensao extraimos o valor para o comprimento de

persisténcia do complexo. No grafico final (4.1) plotamos os valores de A
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ponto experimental | Cop / Cpy | razao das cargas (r) | A (nm)
1° 0 0 50 £ 3
20 0,50 025 +/-1 29 + 4
3° 1,00 0,50 +/- 1 19+ 5
1° 1,50 0,75 +/- 1 14+ 3
5o 2,00 1,00 +/- 1 24+ 3
6° 3,00 1,50 +/- 1 61+ 4
7° 4,00 2,00 /-1 81+ 8
8° 5,00 2,50 +/-1 157+ 50
9° 6,00 3,00 +/-1 7+ 6
10° 7,00 3,50 +/-1 10+ 2

Tabela 4.1: Tabela com detalhes das medidas experimentais: Ccp / Cpy
(concentracao de ciclodextrina / concentracdo de pares de base do DNA), razao

das cargas para cada concentracao e comprimento de persisténcia do complexo.

do complexo para cada concentracao de ciclodextrina em funcao da razao
Cep /| Cppy (concentracao de ciclodextrina / concentracdo de pares de base
do DNA).

Conforme mencionado no capitulo anterior, nossas amostras possuem
como solucao base um solucao tampao com pH 7,4. Nesta condicao, a ci-
clodextrina (Am—p£—CD) possui carga (+1) e cada grupo fosfato do DNA
possui carga (—1). No entanto, cada par de base do DNA possui dois grupos
fosfatos (ver figura 2.6) e, por conseqiiéncia, cada par de base possui carga
(—2). A tabela 4.1 mostra as concentragoes utilizadas nos experimentos e
a razao das cargas para cada concentracao de ciclodextrina. A razao das
cargas (r) indica a quantidade de carga total presente na solugao e é dada
por:

conc. de ciclodextrina

ro= (4.1)

conc. de pares de base x 2

A concentracao de pares de base do DNA utilizada em nossas amostra ¢é
tipicamente Cp, = 11uM.

Analisando o grafico final podemos destacar trés regioes bem caracteris-
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Complexo DNA - CD
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Razao das cargas: (carga positiva total (CD) / carga negativa total (DNA)

Figura 4.1: Grafico final: comprimento de persisténcia do complexo X
Ccp/Cpy. Para concentracao nula de ciclodextrina, ou seja, para o DNA livre,
obtivemos A = 50 &+ 3nm que estd em perfeita concordancia com o valor en-
contrado na literatura para o A-DNA [10,15,32].

ticas:

1*) no intervalo de Cop/Cpy = [0 — 1,5] o comprimento de persisténcia do
complexo sofre uma queda e o valor de A passa de 50 + 3nm para 14 £+ 3nm
- 0 que corresponde a uma variacido de 72% em relacio ao valor de A para o
DNA puro;

2%) no intervalo de Cop/Cpy = [1,5 — 5,0], o comprimento de persisténcia
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do complexo apresenta um aumento acentuado e passa de 14 + 3nm para
157 4+ 50nm;

3%) no intervalo de Cop/Cpp = [5,0—7, 0], o comprimento de persisténcia do

complexo apresenta uma queda abrupta e passa de 157+50nm para 10+2nm.

Como ainda nao conseguimos uma interpretacao que consiga explicar as
trés regioes em conjunto faremos a seguir uma anélise qualitativa destas trés

regioes separadamente.

4.2 Descricao qualitativa dos resultados

Primeira regiao Ceop/Cp, = [0 — 1,5

Nesta regiao temos uma queda no comprimento de persisténcia de 50 +
3nm para 14+3nm. Acreditamos que esta queda é devido as ligacoes entre as
ciclodextrinas catidnicas diluidas em solucao e os grupos fosfatos carregados
da molécula de DNA. Para entender melhor estas ligacoes e a relacao destas
com o comprimento de persisténcia do complexo analisemos a figura 4.2.

Na letra A temos representado de maneira simplificada uma molécula de
ciclodextrina cationica e uma de DNA. No DNA ressaltamos que a distancia,
ao longo da molécula, entre as cargas negativas dos fosfatos ¢ aproximada-
mente 0, 50nm. Para a ciclodextrina as dimensoes ressaltadas sao o diametro
externo, de 1,50nm e a sua altura, de 0, 80nm.

Quando colocamos as concentragoes de ciclodextrina e de DNA em solucao
acreditamos que as moléculas de CD sao atraidas pelas cargas negativas dos
fosfatos por forcas eletrostaticas. No entanto, ¢ importante notar que nem
todos os fosfatos possuem a mesma probabilidade de se ligar a uma CD.
Isto ocorre porque o diametro da molécula de CD é trés vezes maior do que
a distancia entre fosfatos de forma que, para cada ciclodextrina ligada, os
dois fosfatos vizinhos tém probabilidade menor de fazerem ligacoes do que

os fosfatos afastados (figura 4.2.B).
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Representagao simplificada da interpretagao para a primeira regiéo

regido neutra
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Figura 4.2: Representacgao das interagGes para a primeira regiao. A ilustragio
ndo é fiel a verdadeira estrutura do DNA pois estamos interessados somente

nas dimensoes das moléculas de CD e DNA e os efeitos de sua interacao.

Para cada ciclodextrina que se liga a um fosfato, uma carga negativa do
DNA ¢é neutralizada, formando uma regido neutra, conforme ilustrado na
letra C da figura 4.2. Esta regiao causa uma diminuic¢ao local da repulsao

interfosfatos, provocando uma deformacao de flexdao em direcao a regiao e,
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conseqiientemente, diminuindo o comprimento de persisténcia da molécula
de DNA [24,25]. No entanto, este comportamento s6 é valido para os trés

primeiros pontos, para os quais a razao das cargas ainda é menor do que 1.

Segunda regiao Ccp/Cpp = [1,5 —5,0]

Quando a razao das cargas passa a ser maior do que 1, ou seja, quando
passa a existir em solucao pelo menos uma ciclodextrina para cada fosfato,
o comprimento de persisténcia passa a aumentar. Nesta regiao temos um
aumento no comprimento de persisténcia de 14 + 3nm para 157 + 50nm.
Na nossa interpretacao este aumento ocorre devido a conjugacao de dois fa-
tores. Primeiro, acreditamos que o nimero de ligacoes entre as ciclodextrinas
cationicas diluidas em solucao e os grupos fosfatos carregados da molécula
de DNA aumenta, diminuindo a repulsao interfosfatos localmente através da
formacao de novas regioes neutras. No entanto, junto a essas novas ligagoes
e regides neutras, comecamos a ter um efeito de exclusao de volume entre
as CDs ligadas, impedindo as flexdes do DNA e provocando um aumento do
comprimento de persisténcia. Para entender melhor a conjugacao entre estes
dois fatores (diminuigdo da repulsdo interfosfatos e exclusdo de volume) e a
relagao destas com o comprimento de persisténcia do complexo analisemos a
figura 4.3.

Na letra A da figura 4.3 temos ilustrado varias CDs ligadas a uma tnica
molécula de DNA. Com o aumento de concentragao de CD em solucao ocorre
também um aumento na quantidade de CDs ligadas & um mesmo DNA. No
entanto, enquanto novas CDs se ligam aos fosfatos, comecamos a ter uma
disputa de espaco entre as CDs adjacentes ligadas. Esta disputa gera um
efeito de exclusao de volume entre as CDs e é capaz de inibir os efeitos de
flexao que deveriam ocorrer devido a diminuicao da repulsao interfosfatos. A
conseqiiéncia deste efeito é que a molécula de DNA comeca a ficar enrijecida
localmente, aumentando o seu comprimento de persisténcia. Para a concen-
tracdo Cop/Cpy = 5,0, a quantidade de moléculas de CDs ligadas ao DNA
chega ao méaximo e nesta situacao acreditamos que o DNA assume a confi-

guracao ilustrada na letra B da figura 4.3. O efeito de exclusao de volume
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exclusao de volume forca repulsdo entre fitas

Figura 4.3: Representacio das interacGes para a segunda e terceira regiao.
A ilustracdo ndo é fiel a verdadeira estrutura do DNA pois estamos interessa-
dos somente nas dimensdes das moléculas de CD e DNA e os efeitos de sua
interacao. Na figura, as setas vermelhas indicam deformacoes de flexdo, as
pretas indicam a competicdo de espaco entre as CDs adjacentes ligadas e o
consequente efeito de exclusao de volume e as setas verdes indicam uma pos-
sivel forca entre as duas fitas de DNA (no sentido de soltar as fitas) devido a

presenca de CDs ligadas em ambos os lados das fitas.

entre as CDs adjacentes é potencializado e a molécula adquire uma rigidez
elevada. Para as concentracoes seguintes o DNA apresenta uma queda brusca

no comprimento de persisténcia.

Terceira regiao Cop/Cpp = [5,0 — 7,0]

Nesta regiao o comprimento de persisténcia diminui abruptamente de
157+50nm para 104+2nm. Ainda nao temos um modelo fisico para explicar o
que ocorre nesta regiao. No entanto, sabemos que os valores de comprimento
de persisténcia encontrados sao valores tipicos para fitas simples de DNA.
Tal fato sugere uma possivel desnaturacao do DNA. Uma hip6tese para esta
desnaturacao poderia ser o aparecimento de uma forca de repulsao entre as
duas fitas devido ao fato que CDs em segmentos opostos tendem a fazer
o DNA entortar em torno de si [24,25], cada segmento sendo puxado em

direcoes opostas.
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4.3 Contribuicao das repulsoes interfosfatos para

o comprimento de persisténcia do DNA

De acordo com os nossos dados da regiao 1 de concentracao de CD, a
repulsao interfosfatos na molécula de DNA é um elemento que possui forte
contribuigdo na rigidez da molécula. No entanto, segundo Williams em [26],
a questao fundamental sobre o que deve ser levado em conta quando se dis-
cute a rigidez do DNA permanece nao resolvida e, portanto, estimar a con-
tribuicao relativa das forcas de empilhamento das bases e da repulsao elet-
rostatica dos fosfatos para a rigidez e deformacao do DNA continua sendo
uma area de pesquisa importante e ativa. Varias possibilidades sobre es-
sas contribuicoes podem ser consideradas. Apresentamos aqui discussoes de
Manning e Podesta que reforcam nossos resultados para os quais a repulsao
interfosfatos é um fator de grande relevancia para rigidez da molécula de
DNA.

Segundo Manning [24], para entender melhor o efeito da eletrostatica na
rigidez do DNA podemos definir DNA* como uma estrutura hipotética que
resultaria de um DNA caso seus grupos fosfatos nao fossem carregados. A
partir desta idéia, Manning deduz uma relagao nao aditiva entre o compri-
mento de persisténcia A do DNA e o comprimento de persisténcia A* do

DNA*, denominado isémero nulo do DNA. A relacao ¢ dada por:

_ (T\2/3 pa/3 ) A#\2/3 7—27—1 o rbe 1 kb
A= (2) RYP (AN Z72157[(22¢ 1)—1 pp— IL—In(l—e"™)] (4.2)
onde ¢ = Ip/b é a densidade de carga adimensional da molécula, Ip =

q*/DK3gT é o comprimento de Bjerrum para o solvente puro *, b é a distan-
cia entre as cargas no DNA, 1/k é o comprimento de Debye T e R é o raio do
DNA.

*Comprimento de Bjerrum: distancia para a qual duas unidades de cargas + q possuem

energia de Coulomb igual a KT se o solvente possui constante dielétrica D.
fComprimento de Debye: o comprimento de Debye fornece uma medida da distancia

na qual a influéncia de um campo elétrico perturbativo é sentida no interior do plasma.
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fragao de cargas neutralizadas | A (nm)
0,0 56,5
0,3 33,2
0,4 21,2
0,5 14,9
0,6 11,1
0,7 8,6
1,0 7.0

Tabela 4.2: Comprimento de persisténcia versus fracao das cargas neutral-

izadas.

De acordo com a equacao de Manning, para o B-DNA (b =0,17nm, R =
Inm, £ = 4,2 e A =50nm) o valor A* para o comprimento de persisténcia
do DNA* é 7Tnm. Este valor previsto para A* é consistente com a idéia de
que uma neutralizacao eficiente das cargas dos fosfatos de moléculas de DNA
leva a valores muito baixos de comprimento de persisténcia, indicando que a
repulsao interfosfatos é um fator de grande relevancia para a rigidez do DNA.

Além de Manning podemos citar também Podesta em seu artigo "Posi-
tively charged surfaces increase the flexibility of DNA" [25]. Neste trabalho
Podesta realizou medidas de flexibilidade para DNAs em contato com difer-
entes tipo de moléculas carregadas e observou um aumento de cinco vezes
da flexibilidade do DNA. Para explicar teoricamente a relagao entre o com-
primento de persisténcia e os grupos fosfatos da molécula de DNA, Podesta
utilizou a equacao de Manning (equagao 4.2) e, a partir desta, previu que as
repulsoes interfosfatos para o DNA de maior flexibilidade foram atenuadas
em 50%. Além disso, Podesta tabelou os valores calculados para P em funcao
da fracao = das cargas dos fosfatos neutralizadas mostrados na tabela 4.3.

A teoria de Manning, que prevé a diminuicao do comprimento de per-
sisténcia com a neutralizacao dos fosfatos, pode entao explicar nossos dados
da regiao 1 de concentracao de CD, onde nosso valor minimo de A= 14,3 nm

é possivel dentro desta teoria.
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4.4 Terapia génica

Ao fim da discussao apresentamos um resultado imediato para aplicagao
em terapia génica. Segundo os nossos dados experimentais, o melhor valor
para a concentracao de ciclodextrina a ser utilizada em terapia génica ¢ de
Ceop/Cpp = 1,50. Esta concentracdo corresponde ao menor comprimento de
persisténcia com o DNA, sem perder as caracteristicas de fita dupla, e ao
maior nivel de condensacao da molécula de DNA, e portanto, é a configura-
¢ao na qual o DNA ocupa o menor volume possivel. Para esta concentracao,
o valor para o comprimento de persisténcia da molécula de DNA é de aprox-
imadamente 14 nm. Além disso, acreditamos que para Cop/Cpy > 5 0 DNA
se desnatura e deixa de ser funcional. Assim, concentragoes acima destas

devem ser evitadas para o sucesso da terapia génica.
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Capitulo 5

Conclusoes e perspectivas

Esta dissertacao foi um trabalho realizado em colaboragao com o De-
partamento de Produtos Farmacéuticos da Universidade Federal de Minas
Gerais. O objetivo deste trabalho foi o estudo experimental da interacao
DNA-composto cationico visando uma maior condensacao da molécula de
DNA com aplicacao em terapia génica. O composto cationico que nos foi
proposto a ser testado foi um derivado da ciclodextrina, denominado 6 —
monodeoxy — 6 — monoamino — 3 — ciclodextrina(Am — beta — CD). Para
estudar a interacao DNA-CD realizamos estiramentos de moléculas tnicas
de DNA (no limite de forcas entropicas) usando a técnica de pingamento
optico. Medimos o comprimento de persisténcia da molécula de DNA puro
e complexada com a CD, que nos fornece informacao sobre a flexibilidade
da molécula. Realizamos medidas para diferentes concentracoes de ciclodex-
trina e como resultado obtivemos curvas de forca x extensao do complexo.
Analisamos estas curvas com o modelo Worm-Like Chain (WLC) de Marko
e Siggia e verificamos um comportamento nao usual para o comprimento de
persisténcia do complexo em funcao da concentracao de CD.

Ao final deste trabalho experimental atingimos o objetivo de estudo pro-
posto e concluimos que a (Am-beta-CD) é uma alternativa para a conden-
sacao da molécula de DNA. A melhor concentracao do fArmaco capaz de pro-
mover o empacotamento da molécula, sem perder as caracteristicas de fita
dupla, é de Cop/Cp, = 1,50. Para esta concentracdo, o complexo DNA-CD
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possui comprimento de persisténcia A= 14 4+ 3nm. Além disso, mostramos
que concentracoes Cop/Cp, > 5 devem ser evitadas pois ha indicacoes de
que nestas concentracoes o DNA se desnatura e deixa de ser funcional.
Além deste resultado pratico e imediato com aplicacao em terapia génica,
esta dissertacao fornece novos dados experimentais que poderao auxiliar na
discussao da contribuicao das repulsoes interfosfatos para o comprimento de
persisténcia do DNA. Nossos dados para a regiao 1 de concentracao de CD in-
dicam que estas repulsoes na molécula de DNA contribuem fortemente para
a sua rigidez. Tal resultado refor¢ga o modelo de Manning acerca da con-
tribuicao das repulsoes interfosfatos para o comprimento de persisténcia do
DNA. Os comportamentos para o comprimento de persisténcia nas regioes 2
e 3 de concentracao de CD aguardam uma teoria que leve em conta a neu-
tralizagao dos fosfatos conjuntamente com o efeito de exclusao das moléculas
de CD, além da possivel desnaturacao do DNA. Sendo assim, as perpectivas
deste trabalho sao desenvolver uma teoria que explique o comportamento
observado para o comprimento de persistencia, com a realizacao de novas
medidas para a determinacao de parametros a serem usados na teoria. Além
disso, pretendemos realizar medidas de absor¢ao 6ptica afim de comprovar a

possivel desnaturacao do DNA durante o experimento.
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um grau de superenrolamento crescente. O primeiro encontra-
se relaxado, o ultimo totalmente superenrolado e os inter-
mediarios apresentam niveis parciais de superenrolamento.

2.12 a)Esquema mostrando a variagdo do vetor posi¢ao e do vetor
tangente unitario ao longo de uma curva arbitraria. Estes
vetores estao parametrizados pelo comprimento s ao longo
da curva. b) Entre as posicoes t1 e ty 0 arco é aproximado
por um segmento de circulo de raio R,, definindo um angulo
AO=As/R., onde As & o tamanho do segmento. . . . . . . ..

2.13 A corda de comprimento L. e momento de inércia da secao
transversal [ encontra-se inicialmente esticada. A corda sofre
uma deformacao e adquire a forma de um circulo de raio R..
A energia de curvatura é dada por Ey = kpL./2R%. . . . . ..

2.14 O momento de inércia da secao transversal de uma corda cilin-
drica. Para uma corda cilindrica, 1= ”TR4 [14]. . ... ... ..

2.15 a) Conjunto de configuracoes para um filamento flexivel. Para
um dado ks a energia de curvatura do filamento aumenta a
medida que sua forma se torna mais contorcida. b) Se o fi-
lamento é a secao de um circulo, o angulo subentendido pelo
arco de tamanho s é o mesmo que o angulo de mudanga de
direcao do vetor tangente t ao longo do arco. . . . . . . . . ..

2.16 Representacao dos eixos X, y, z e dos angulos e ¢. . . . . . .

17
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2.17 Esquema representando moléculas de DNA com diferentes com-

2.18

2.19

3.1

3.2

3.3

primentos de persisténcia. Em (a) temos uma molécula flexivel
e em (b) temos uma molécula mais rigida, com comprimento
de persisténcia maior do que a molécula (a). Figura tirada
do [16] . . . . .o
Esquema representando um filamento com comprimento de
contorno muito maior do que o comprimento de persisténcia.
As posicoes 1 e 2 sao separadas por um comprimento de arco
s, com s < A e as posicoes 1 e 3 possuem s> A. O vetor 7,
representa o deslocamento entre as extremidades do polimero.
Duas representacoes do conjunto de configuragoes disponiveis
para um filamento flexivel. Se quisermos esticar o polimero,
de forma que ele passe da configuragao a) para a configuragao
b), devemos realizar um trabalho no sistema de forma que
sua entropia diminua. Definindo AE = AQ + AW, onde A
W ¢é o trabalho realizado sobre o sistema e para processos
reversiveis, AQ = T'AS, temos que AE = TAS + AW para
processos reversiveis. Para T constante e no caso entropico
onde as ligagoes quimicas sao pouco deformadas (AE ~ 0) e
portanto, AW = —T'AS, ou seja, o trabalho realizado sobre o

sistema diminui sua entropia. . . . . ... ... ...

Forca de espalhamento: parte da luz incidente é refletida na
superficie da microesfera. Neste caso a forca resultante tende
a empurrar a microesfera para cima, ou seja, na direcao de
propagacao da luz. . . . . . ... ...
Forca de gradiente atuando em microesfera situada abaixo do
foco e na metade direita do perfil de intensidades do laser. A
forca resultante tende a empurrar a esfera para a regiao do
focodolaser. . . . . . ... ...
Forca de gradiente atuando em microesfera situada no centro
do perfil gaussiano, porém acima do foco do laser. Novamente
a forca resultante tende a empurrar a esfera para a regiao do

focodo laser. . . . . . . . ..
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8
3.9

3.10

4.1

(a) Desenho esquemético mostrando a montagem experimen-
tal do Laboratorio de Fisica aplicada a sistemas biologicos. O
microscopio e seus componentes estao contidos dentro da linha
pontilhada. . . .. ..o Lo o
a) Configuragoes possiveis para as moléculas de DNA da amostra
e b) Configuragao desejada: uma das extremidades do DNA
presa a microesfera e a outra presa a laminula do microsco-
pio. Nesta configuracao a molécula é esticada para todas as
dire¢oes da mesma forma, o que é um forte indicio de que ha
apenas uma molécula presa & microesfera. . . . .. ... ...
Perfil de retroespalhamento: o perfil é obtido movendo a mi-
croesfera pincada em relacao ao feixe de He-Ne e capturando
a intensidade de luz retroespalhada pelo feixe de He-Ne.
Curva de Autocorrelacao de Intensidades: para cada bolinha
capturada fazemos trés medidas de autocorrelagao. . . . . . .
Intensidade versus Estiramento . . . . . ... .. ... .. ..
Esquema mostrando como sao as realizadas as medidas de es-
tiramento de moléculas tnicas de DNA. E importante notar
que denotamos x como a posicao do centro da microesfera
no poc¢o potencial e por zpya 0 estiramento da molécula de
DNA. F,inea € a forca que a pinca dptica exerce sobre a mi-
croesfera quando esta é afastada de sua posicao de equilibrio.

No entanto, esta forca é igual em moédulo a forga exercida pela

molécula de DNA para afastar a bolinha da posicao de equilibrio.

Forca versus Estiramento . . . . . . . . ... ... ... ....

Grafico final: comprimento de persisténcia do complexo X
Ceop/Cpp. Para concentracao nula de ciclodextrina, ou seja,
para o DNA livre, obtivemos A = 50 4+ 3nm que esta em per-
feita concordancia com o valor encontrado na literatura para

0 ADNA [10,15,32]. . . . .
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4.2

4.3

Representacao das interagoes para a primeira regiao. A ilus-
tracao nao é fiel & verdadeira estrutura do DNA pois estamos
interessados somente nas dimensoes das moléculas de CD e
DNA e os efeitos de sua interacao. . . . . . .. .. ... ...
Representacao das interagoes para a segunda e terceira regiao.
A ilustracdo nao é fiel a verdadeira estrutura do DNA pois
estamos interessados somente nas dimensoes das moléculas de
CD e DNA e os efeitos de sua interacao. Na figura, as setas
vermelhas indicam deformagoes de flexao, as pretas indicam
a competicao de espaco entre as CDs adjacentes ligadas e o
conseqiiente efeito de exclusao de volume e as setas verdes
indicam uma possivel for¢a entre as duas fitas de DNA (no
sentido de soltar as fitas) devido a presenga de CDs ligadas

em ambos os lados das fitas. . . . . . . . . ... ... ...
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