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Resumo

Acidos nucleicos, em especial DNA e RNA, tém importincia bioldgica e tecnolégica
inegdvel. Aqui, desenvolvemos dois projetos relacionados a estabilidade de acidos nucleicos. No
primeiro projeto abordamos o efeito de fons metélicos, Hg>™ e Ag™, que se ligam entre as bases
do DNA (M-DNA). Esses ions tém potencial tecnoldgico para serem usados como biosensores.
No segundo projeto, abordamos a questdo do efeito de polietilenoglicol (PEG) na desnaturacdo do
DNA. O PEG simula o efeito do confinamento molecular, representando macro- e micro-moléculas
existentes na célula, o que € um importante problema em biologia molecular. Para o desenvolvimento
destes projetos, usamos dados de desnaturacdo UV presentes na literatura e utilizamos modelos
mesoscopicos, principalmente o modelo Peyrard-Bishop (PB), para calcular as interacdes presentes

no sistema.

M-DNA ¢ uma molécula de DNA em que a ligacdo de hidrogénio entre as bases € substituida
por um fon metalico. No DNA natural, apenas os fons Ag™ e Hg?" apresentam efeito estabilizador.
No entanto, ndo estd claramente estabelecido se estes fons o fazem por uma ligagdo covalente
base-metal-base, ligacdo direta, ou se hd outro mecanismo em questiao, como alteracdes no efeito de
empilhamento (stacking), ligagdes interplanares. Sabe-se que Ag™ estabiliza citosina-citosina (CC),
enquanto Hg?* estabiliza timina-timina (TT). Ou seja, os fons estabilizam pares de base do tipo
mismatch, que normalmente sdo bastante instdveis. Em nossos resultados, vimos que Hg?* estabiliza
por meio de ligagdo base-metal-base préxima ao valor de um par CG, enquanto para Ag™ temos o
mesmo tipo de estabiliza¢do, porém com intensidade proxima a de um par AT. Valores pequenos
de empilhamento CC-CC para Ag™ e TT-TT para Hg?* descartam interacdes interplanares. Com
isto estabelecemos que modelo mesoscopico, a partir dos dados experimentais disponiveis, pode

determinar conclusivamente a origem do efeito estabilizante do fon metélico.

Para compreender os efeitos intramoleculares de DNA e RNA, os experimentos in vitro sao
comumente realizados em solu¢do de dgua e sal, livre de outros aditivos. Isto € muito diferente do
conteudo celular, que contém cerca de 20-40% de macro- e micro-moléculas. Portanto, ndo se sabe
até que ponto os resultados destes experimentos correspondem ao que ocorre com essas moléculas
no ambiente celular. Para estudar estes efeitos, costuma-se adicionar polietilenoglicol (PEG), que
estd disponivel numa variedade de massas moleculares e, por isto, oferece uma maneira simples
e controlada para simular experimentalmente o efeito da presenca de micro- e macro-moléculas.
PEGs com massas moleculares menores do que 1000 (PEG200, por exemplo) se comportam como
micro-moléculas e desestabilizam o DNA, sendo que com massa maior (PEG2000, por exemplo)
agem como macro-moléculas e estabilizam o DNA. Muitos autores modificaram o modelo PB
adicionando um termo no potencial de Morse para descrever a interacdo dos nucleotideos com

solvente, no entanto, estes modelos nunca foram validados com dados experimentais. Por ser um



campo recente, apenas agora dispomos de dados experimentais suficientes para estudar se os modelos
de fato descrevem o efeito que as moléculas de agua (H2O) tem sobre os nucleotideos. Neste estudo,
comparamos situacdes de solu¢do aquosa na presenga ou auséncia de PEG200 em DNA (baixa
concentragdo de sal, Nat=100 mM) e RNA (baixa concentra¢do de sal, Na™=100 mM, e alta
concentracdo de sal, Na"=1000 mM). Nossos resultados mostram que o RNA é mais hidratado
do que o DNA. Na presenca de PEG200 a diferenga de energia entre os pares AT e CG no DNA,
e AU e CG no RNA, aumentam, porém no RNA a diferenca de energia € bem menor. Grandes
diferencas de energia entre os pares de base podem causar distor¢cdes na dupla hélice. Neste caso,
o DNA na presenca de PEG200 pode estar assumindo um outro tipo de conformacao, hélice
do tipo B, predominante em solucdes com dgua, para uma hélice de tipo A, predominante em
solucdes com menos dgua disponivel. Valores de energia AT na presenca e auséncia de PEG200
sdo praticamente iguais. Este resultado confirma que hélices de DNA homogéneas AT sé existem
no tipo B independente da mudanga de hidratacdo do par de base. Dentre os modelos PB com
barreira analisados, apenas o modelo Hamiltoniano Morse Solvente (HMS ™) conseguiu predizer
as temperaturas de desnaturacdo de maneira equivalente, pois os parametros das qualidades das
predi¢des sdo pequenos. Na auséncia de PEG200 e baixas concentracdes de sal as energias de
barreira sdo praticamente iguais. Ao contrdrio do que acontece em altas concentragdes de sal, onde a
barreira de CG € um pouco maior do que AU. Além de ser mais hidratado, o RNA concentra mais
ions do que o DNA, por este motivo observamos uma reducao da barreira de energia na presenca
de PEG200. O modelo HMS™ explica muito bem a interacao nucleotideo-solvente-nucleotideo.
Logo, encontramos um modelo PB modificado que explica uma parte da dindmica dos nucleotideos

inexistente no modelo PB original.

Palavras-chave: Desnaturaciio UV, Nucleotideos, DNA mediado por metal (M-DNA), Ag™, Hg?",
ambiente macromolecular, PEG, hidratacdo, Modelo Peyrard-Bishop (PB), Modelo PB com barreira



Abstract

Nucleic acids, in special DNA and RNA, have undeniable technological and biological
importance. Here, we develop two projects linked to the stability of nucleic acids. In the first, we
discuss the effects of metallic ions that bind between the base pairs of DNA (M-DNA), and which has
technological potential to be used as biosensors. In the second, we address the effect of polyethylene
glycol, that simulates the crowding effect in the denaturation of DNA, an important problem in
molecular biology. For the development of these projects we use UV published melting. In addition,
we use mesoscopic models, mainly the Peyrard-Bishop (PB), to calculate the interactions present in

the system.

M-DNA is a DNA molecule where the hydrogen bond between the bases is changed due
to the presence of a metallic ion. In natural DNA, only Ag® and Hg?" have a stabilizing effect.
However, there is no clear understanding if these ions stabilize the DNA via a direct bond, covalent
bond base-metal-base, or via another mechanism such as interplanar interactions, stacking between
the nearest-neighbouring bases. We know that Ag™ stabilizes the cytosine-cytosine (CC) mismatch,
while Hg?* stabilize the thymine-thymine (TT) mismatch. In other words, the cations stabilize
mismatches, who are otherwise quite unstable. Our results show that Hg" stabilizes the DNA via the
pair base-metal-base which has a strength similar to a CG pair, while for Ag™ the stabilization process
is the same, however with a strength somewhat weaker than an AT base pair. The small stacking
interactions of CC-CC for Ag™ and TT-TT for Hg*" does not support interplanar interactions which
were hypothesized by some authors. Therefore, mesoscopic models can conclusively explain the

origin of the metal ion stabilizing effect from experimental data available.

To understand the intramolecular effects in DNA and RNA, in vitro experiments are com-
monly performed in saline solutions, free of other compounds. This is very different from the cell
environment that has a myriad of molecules, the cell volume is composed of 20-40% of micro-
and macro-molecules. Therefore, it is not know how far the results of the experiments can explain
what really happens on the molecular environment. To study these effects it is customary to add
polyetylene glycol (PEG), which is available in a variety of molecular weights and therefore offers
a simple and controlled way to experimentally simulate the effect of micro-and macro-molecules
on the nucleotides. PEGs with molecular weights lower than 1000 (PEG200, for instance) behave
like micromolecules and destabilize the DNA, while PEGs with molecular weights greater act as
macromolecules and stabilize the DNA. Several authors proposed modifications to the PB model
by adding a term in the Morse potential to describe the interaction of nucleotides with the solvent,
water in particular, but these models have never been subject to validation with experimental data.
Only recently have enough experimental data become available to study whether the models actually

describe the effect that H,O molecules have on nucleotides, giving us the opportunity to apply



the PB model in this type of system. In this thesis, we compare DNA (low salt concentration,
[Na™]=100 mM) and RNA (low, [Na*]=100 mM, and high, [Na™]=1000 mM, salt concentration)
aqueous solution in two situations: with PEG200 and without PEG200. Our results confirms that
RNA is more hydrated than DNA. The energy difference between AT and CG, DNA, and AU e
CG, RNA, increases when we add PEG200, but in RNA the energy difference is much smaller.
Large energy differences between the base pairs cause distortions in the conformation of the double
helix. In this case, DNA in the presence of PEG200 may be assuming another type of conformation.
DNA B-type helix, characteristic in water solutions, changes to an A-type helix, characteristic in
solutions with less water available. AT energy values with and without PEG200 are practically the
same. This result confirms that homogeneous AT DNA helices assumes only B-type conformation
regardless of the hydration change. Among the barrier-modified PB models analysed, only the
HMS™ was found to adequately predict melting temperatures. In the absence of PEG200 and low
salt concentrations the barrier energies were found to be the same. Different to what happens at high
salt concentrations, where the CG barrier is a little higher than the AU barrier. RNA concentrates
more ions and it is more hydrated than DNA, for this particularly reason we observe a reduction in
the barrier energy with PEG200. The HMS™ model was found to provide a satisfactorily description
of the nucleotide-solvent-nucleotide interaction. Therefore, we found a modified PB model that can

explain the intermediate state in the duplex separation process, absent of the standard PB model.

Keywords: UV melting, Nucleotides, Metal mediated DNA (M-DNA), Ag*, Hg?*, Crowding, PEG,
hydration, Peyrard-Bishop Model (PB), PB barrier models
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nitrogenadas do DNA. As duas figuras acima sdo do caso WC e as duas figuras
abaixo sao do caso WC reverso. R significa desoxirribose. Fonte: o proprio autor.
Configuragdes do par C-Hg-T. O duplexo em cinza do lado esquerdo € de conforma-
cao tipo B e a ligagdo com o Hg(II) é T(N3)-Hg(II)-(N3)C;0 duplexo em azul do
lado direito € de conformagao tipo A e a ligacdo com o Hg(IT) é T(N3)-Hg(II)-(N4)C.
Figura extraida de Schmidtetal. [10] . . . . . . . . . ... ... ... ... ....
Estruturas de Hg?" encontradas por Liu et al. [11]. a) Sequéncia principal € com-
plementar, os pontos vermelhos mostram a localizacdo do fon metdlico. b) A con-
formagdo detalhada do par T-Hg?*-T com os fons metalicos em vermelho. ¢) Visdo
esquemdtica mostrando em detalhes a interacdo dos mismatches T com o fon Hg?™".
Todas as figuras foram retiradas de Liuetal. [11]. . . . . .. ... ... ... ...
Estruturas de M-DNA resolvidas experimentalmente. a) nanofio de Ag(I) com um
atomo de Ag(]) entre as bases nitrogenadas. Figura extraida de Kondo et al. [12]. b)
nanofio de Hg(II) as esferas em cinza sdo os atomos de Hg(II) e as esferas vermelhas
sdo oxigénios da molécula de H,O. Figura extraida Ono et al. [13]. ¢) Duplexo
de DNA com dois dtomos de Hg(II) em vermelho entre os mismatches TT. Figura

extraida de Yamaguchietal. [14].. . . . . . . . .. ... oo L.
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Profundidades médias do potencial de Morse D calculadas para C-Ag™-C , T-Hg?"-
T em azul e seus respectivos controles em vermelho. As barras de erro sdo os
desvios padrdes da ultima rodada de minimizagdes. Os valores de semente para
os mismatches TT* e CC' sdo mostrados em cinza. As setas tracejadas indicam as
mudancas devido a adi¢do de cations. A drea sombreada mostra o intervalo minimo
e maximo para potenciais de Morse para todos os tipos de mismatches TT e CC da
referéncia Oliveiraetal. [15] . . . . . . . . . . . . . .
Interagdes de empilhamento médias & calculada para (a) T-Hg?"-T e (b) C-Ag*-C
como pontos azuis. Os pontos vermelhos sdo os controles (a) TT-CTRL e (b) CC-
CTRL. As barras de erro sao os desvios padrdes da tltima rodada de minimizagdes.
A drea sombreada mostra o intervalo minimo e médximo para os empilhamentos dos
mismatches TT e CC da referéncia Oliveiraetal. [15] . . . . . ... ... ... ..
Deslocamento médio para as sequéncias das referéncias [12, 16—18]. Os pontos
vermelhos sdo das CC-CTRL e os azuis sdo das C-Ag™-C. . .. ... .. ... ..
Deslocamento médio para as sequéncias das referéncias [11, 14, 19-22]. Na parte (h)
AT-TT da parte (g) foi substituido por TA-TT. Os pontos vermelhos sdo das TT-CTRL
eosazuissdodas T-Hg> -T. . . . . .. ... ... .. ... .. ... ... ...
Estruturas possiveis de DNA mediado por metal Ag™, Hg?" e hibridos. Destacamos
a regido sombreada dos graficos, onde sdo a dos mismatches mediados por um dtomo
metalico na estrutura. (a) Estruturas de DNA com o par AT nas pontas. O gréfico a
direita mostra a regido entre 0 e 2 A ampliada. (b) Estruturas de DNA com o par CG
nas pontas. O grafico a direita mostra a regido entre 0 e 2 A ampliada. As linhas em
preto das figuras do lado direito sdo de pares canonicos contendo 8 pares de base AT

(Ag) e 8 pares CG (Cg) para ser anossareferéncia. . . . . . .. .. ... ... ...

Diferencas entre experimentos in vivo e in vitro. a) célula eucarionte, as regides X e
Y sdo discutidas no texto, e b) experimentos in vitro. . . . . . ... ... ... ..
a) Estrutura quimica de alguns solutos utilizados para simular o ambiente molecular;
b) comparagao dos tamanhos dos PEGs de diferentes pesos moleculares, etilenoglicol
e um pequeno duplexo de DNA. Figura extraida de Nakano et al. [23] . . . . . ..
Efeito de PEG na estabilidade do nucleotideo. Mostramos o efeito de pequenos
solutos e grandes solutos, esferas laranja, nos estados de fita dupla e fita simples
na temperatura de desnaturacdo. a) PEGs com massas moleculares menores do que
1000 e b) PEGs com massas moleculares maiores do que 1000 . . . . . . ... ..
Comparagdo entre potenciais de Morse (a) sem e (b) com barreira de potencial. Os
elementos I, II e III sdo estados do sistema. I - fita dupla, II - intermediario e III -

fitasimples. . . . . . ..
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a) Comparagdo entre o potencial de Morse PB (curva em preto) e o potencial de
Morse-solvente - HMS (curvas em vermelho e azul) b) estiramento médio (y)
em funcdo da temperatura para o Hamiltoniano Morse-solvente — equacao (11)
substituindo o potencial de Morse V' (y,,) pelo potencial HMS da equacdo (34).
Figuras retiradas de Weber [24]. . . . . . . . . . . ..o Lo
Comparacao entre o potencial de Morse PB (linha tracejada em preto) e o potencial
de Morse com barreira entrépica — PCLA (linha em preto). Os parametros dos
potenciais foram escolhidos para reproduzir a mesma temperatura de desnaturacio
de uma sequéncia poly(A). Figura retirada de Peyrard et al. [25]. . . . . .. .. ..
a) Comparagao entre o potencial de Morse PB (linha tracejada em preto) e o potencial
de Morse com potencial *hump’ — PCLJ (linha em preto). Os pardmetros dos
potenciais foram escolhidos para reproduzir a mesma temperatura de desnaturacao.
b) Deslocamento médio dos pares de base no DNA descritos pelo modelo PB, figura
de cima, e pelo modelo PB modificado com o potencial de ’hump’, figura de baixo.
Figuras retiradas de Peyrard etal. [26]. . . . . . . . ... ... ... ... ... ..
Comparacdo entre o potencial de Morse PB (linha tracejada) e o potencial de Morse
com potencial gaussiano — TRMF (linha sélida). Os parametros dos potenciais
foram escolhidos para reproduzir a mesma temperatura de desnaturagdo. Figura
retirada de Tapia-Rojoetal. [27]. . . . . . . . . . ... .
Profundidades médias de Morse D calculadas para DNA e RNA em H,O como
pontos vermelhos e em PEG200 como pontos azuis. Para comparagdo mostramos
os parametros Dar, ou Day, (linha inferior) e D¢g (linha superior) de outras publi-
cagdes do nosso grupo em H,O sob as mesmas concentracdes de [Na™] [28-30]
como linhas tracejadas em cinza. (a) DNA-W/40 e DNA-P200/40 (b) RNA-W/20 e
RNA-P200/20 e (c) RNA-W/40 e RNA-P200/40. . . . . ... ... ... .....
Interagdes de empilhamento médias £ calculadas para DNA e RNA em H,O como
pontos vermelhos e em PEG200 como pontos azuis. A regido sombreada representa
o intervalo de parametros de empilhamento de outras publica¢des do nosso grupo
em HyO sob as mesmas concentragdes de [Nat] [28-30]. (a) DNA-W/40 e DNA-
P200/40 (b) RNA-W/20 e RNA-P200/20 e (c) RNA-W/40 e RNA-P200/40
Comparacdo entre os potenciais do modelo PCLA, equacido (35), e PCLA modifica-
dos, equacdo (39). PCLA-3 (p=3), PCLA-2 (p=2), PCLA-1 (p=1) e PCLA-0 (p=
0). Os parametros de todas as curvas sao: D=83.51 meV; \=0.11 A; b=8.35 meV/A
?, b=8.35 meV/A ® (PCLA); (=4.4x107 A;a=939A 1 . . . ... ... ... ..
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Modelo PCLA modificado. Variagdo do (x?) em fungo da altura da barreira b para
AT e CG em diferentes distancias de equilibrio d. Colorimos todos os pontos maiores
que 5 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam
aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores
(x?) excluindo o ponto (0,0).(a) PCLA-3, (b) PCLA-2, (c) PCLA-1, (d) PCLA-O0.

Modelo PCLA modificado. Variagdo do {x?) em fungdo da altura da barreira b para
AT e CG em diferentes distancias de equilibrio d. Colorimos todos os pontos maiores
que 3 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam
aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores
{(x?) excluindo o ponto (0,0).(a) PCLA-3, (b) PCLA-2, (c) PCLA-1, (d) PCLA-0.

Modelo HMS-. Varia¢do do (x?) em fungdo da altura da barreira f,D para AU e
CG em gy, = 0.3 nm. Colorimos todos os pontos acima do valor maximo mostrado
nas escalas de cores de (x?) com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até
vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos
menores valores (x?) excluindo o ponto (0,0). os valores NA no mapa de calor sio
de cdlculos que geraram valores infinitos. . . . . . .. ... ... ... ... ...
Energias de barreira f;D calculadas para DNA e RNA em HyO como pontos verme-
lhos e em PEG200 como pontos azuis. A seta tracejada indica a mudanca na altura

da barreira de potencial causada pela adi¢do de PEG200 na solucdo. (a) DNA-W/40

e DNA-P200/40, (b) RNA-W/20 e RNA-P200/20 e (c) RNA-W/40 e RNA-P200/40.

Interacdes de empilhamento médias % calculadas para DNA e RNA em H,O como
pontos vermelhos e em PEG200 como pontos azuis. A regido sombreada representa o
intervalo de parametros de empilhamento dos resultados do modelo PB apresentados
no capitulo 5.5.2. (a) DNA-W/40 e DNA-P200/40, (b) RNA-W/20 e RNA-P200/20
e (¢) RNA-W/40 e RNA-P200/40 . . . . . . . . .
Comparacao entre os perfis de abertura ajustados pelo modelo PB, linha tracejada
menos espacada, e ajustados pelo modelo HMS™, linha tracejada. A regido som-
breada representa os pontos onde temos um par AT ou AU. No eixo z inferior
apresentamos a sequéncia de DNA e no superior a de RNA usadas para calcular os
perfis de abertura. (a)-(m) Perfis de abertura das 13 sequéncias com pares de base
iguais na base de dados DNA-P200/40 e RNA-P200/40.(n) Perfis de abertura de
uma sequéncia com 8 pares de base CG e (o) Perfis de abertura de uma sequéncia
com 8 pares de base AT, ou AUparaRNA. . . . . ... ... ... ... ......
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Modelo HMS ™. Variagio do (x?) em fun¢io da altura da barreira f,D para AT e CG
em diferentes distancias de equilibrio y.. Colorimos todos os pontos maiores que 14
°C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos
demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?)
excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. =
I nm, equacdo (34). . . . . . . e e
Modelo HMS-. Variagdo do {x?) em funcdo da altura da barreira f, D para AT e CG
em diferentes distancias de equilibrio y.. Colorimos todos os pontos maiores que 30
°C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos
demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?)

excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. =

Modelo HMS+. Varia¢do do (x?) em fungdo da altura da barreira f,D para AT e CG
em diferentes distancias de equilibrio y.. Colorimos todos os pontos maiores que 40
°C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos
demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?)

excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. =

Modelo HMS+. Variagdo do (x?) em fungdo da altura da barreira f, D para AT e CG
em diferentes distancias de equilibrio y.. Colorimos todos os pontos maiores que 30
°(C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos
demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?)

excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. =

Variagio do (x?) em func@o da altura da barreira b para AT e CG em diferentes
distancias de equilibrio d. Colorimos todos os pontos maiores que 20 °C? com a cor
vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos.
Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?) excluindo o ponto
(0,0).(a) d=0.05,(b) d=03,(c)d=05,d)yd=1. .. ... ... .. ......
Variagdo do (x?) em fungdo da altura da barreira b para AT e CG em diferentes
distAncias de equilibrio d. Colorimos todos os pontos maiores que 14 °C? com a cor
vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos.
Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?) excluindo o ponto
(0,0).(a) d=0.05,(b) d=0.3,(c)d=0.5,(d)d=1. .. ... ... .. ......
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Variagdo do (x?) em fun¢do da altura da barreira G para AT e CG em diferentes
distancias de equilibrio ,. Colorimos todos os pontos maiores que 6 °C* com a cor
vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos.
Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?) excluindo o ponto
(0,0).(a) ¥, =0.05 nm, (b) y,=0.3nm, (¢) y,=0.5nm,(d) y,=1nm. ... .. ..
Variagdo do (x?) em funcdo da altura da barreira GG para AT e CG em diferentes
distancias de equilibrio 7/,. Colorimos todos os pontos maiores que 5 °C? com a cor
vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos.
Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?) excluindo o ponto
(0,0).(a) y, = 0.05 nm, (b) y, =0.3nm, (¢c) y, =0.5nm, (d) yo=1nm. . ... ...
Variag¢do do (x?) em fungdo da altura da barreira E para AT e CG em diferentes
energias Dp,. Destacamos a regido de intersec¢do entre os retangulos nas figuras.
Esta regido representa o intervalo de valores de Fo € E 41 que reproduzem valores
de profundidades de po¢o A similares ao modelo PB. Colorimos todos os pontos
maiores que 40 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se
aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores (x?). (a) Dj, =0 meV, (b) Dj, = 1 meV, (c) Dy, = 10 meV. O gréfico abaixo
da figura (b) € da regido entre a interseccao dos retangulos ampliada. . . . . . . . .
Variagdo do (x?) em fungdo da altura da barreira F para AT e CG em diferentes
energias Dj,. Destacamos a regidao de intersec¢do entre os retingulos nas figuras.
Esta regido representa o intervalo de valores de o € /47 que reproduzem valores
de profundidades de pogo A similares ao modelo PB. Colorimos todos os pontos
maiores que 30 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se
aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores (x?). (a) Dy, =0 meV, (b) D, = 1 meV, (¢c) Dj, = 10 meV. O gréfico abaixo

da figura (b) € da regido entre a interseccao dos retangulos ampliada. . . . . . . . .
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Lista de Tabelas

Resumo dos pares de base e préximos vizinhos associados aos parametros analisados.
Na coluna /V, apresentamos o niimero total de sequéncias extraidas da literatura de
cada base de dados. Os sinais + e — ao lado do 4&tomo metélico indicam, respectiva-
mente, a presenca e a auséncia do &tomo Ag ou Hg entre os mismatches. O nimero
n entre parénteses, nas colunas Morse e empilhamento, informa a quantidade de
vezes que cada parametro aparece em nossa basededados. . . . . ... ... ...
Parametros £ e D iniciais utilizados para as minimizacdes das sequéncias CTRL.
Parametros k e D iniciais obtidos da optimizag¢ao preliminar e utilizados na primeira
rodada de minimiza¢des de C-Ag*-Ce T-Hg?t-T. . . . . . .. .. ... ... ...
Comparagio entre os (AT) e (x?) antes da primeira e ap6s a tltima minimizagdo
na presenca e auséncia de metal. Para ficar mais facil de compararmos os resultados,
normalizamos o valor de x? dividindo-o pelo niimero de sequéncias N mostrados

natabela 1. . . . . . . s

Parametros paraomodelo HMS. . . . . . . .. ... oo
Parametros para o modelo PCLA com unidades redefinidas. . . . . . . . .. .. ..
Parametros paraomodelo PCLJ). . . . . . . .. .. ... ... .. ..
Parametros parao modelo TRME. . . . . . .. ... ... ... ... ...
Resumo dos pares de base e proximos vizinhos associados aos parametros analisados.
Na coluna /N, apresentamos o nimero total de sequéncias extraidas da literatura de
cada base de dados. O nimero n entre parénteses, nas colunas Morse e empilhamento,
informa a quantidade de vezes que cada parametro aparece em nossa base de dados.
Parametros £ e D iniciais utilizados para as minimiza¢des do modelo PB. . . . . .
Comparagio entre os (AT') e (x?) antes da primeira e ap6s a dltima minimizagdo na
presenca e auséncia de PEG200. Para ficar mais facil de compararmos os resultados,
normalizamos o valor de x? dividindo-o pelo nimero de sequéncias N mostrados
natabela9. . . . . ..
Pardmetros utilizados para iniciar o processo de minimizagdo dos modelos com
barreira. Os parametros de empilhamento, k£ e D, iniciais foram os ajustados pela
terceira minimizagdo do modelo PB, mostrados nas figuras 36ae 37a. . . . . . ..
Parametros de energia de barreira utilizados para iniciar o processo de minimizac¢ao

dos modelos com barreira. . . . . . . . ... e
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Comparagdo entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacao
para se trabalhar com o modelo HMS™. Mostramos os resultados para as sequéncias
em H,0 e PEG200 para quatro valores diferentes de y.. Ax? = X%H MS-) ~ X%P B
onde X%P jp) S€ encontra na se¢éo 5.5.2, tabela 11. 1. Variar apenas os termos f;, 2.
Variar os termos f e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos f; e
os termos de empilhamento k. . . . . . ... Lo 105
Comparagdo entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacao
para se trabalhar com o modelo HMS™. Mostramos os resultados para as sequéncias
em H,0 e PEG200 para quatro valores diferentes de y.. Ax? = X%H MS+) ~ X%P By
onde X%P jp) S€ encontra na se¢éo 5.5.2, tabela 11. 1. Variar apenas os termos f;, 2.
Variar os termos f e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos f; e
os termos de empilhamento k. . . . . ... oL oL Lo 106
Comparagao entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacao
para se trabalhar com o modelo PCLA. Mostramos os resultados para as sequéncias
em H,0 e PEG200 para quatro valores diferentes de d. Ay? = X%PC La) X%P By
onde X?PB) se encontra na secao 5.5.2, tabela 11. 1. Variar apenas os termos b, 2.
Variar os termos b e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos b e 0s
termos de empilhamento k. . . . . . ... Lo 107
Pardmetros para o modelo PCLA modificado. . . . . .. ... ... ... ..... 109
Comparacdo entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacao
para se trabalhar com o modelo TRMF. Mostramos os resultados para as sequéncias
em H,0 e PEG200 para quatro valores diferentes de y,. Ax? = X%T RMF) ~ X%P By
onde x%P j) S€ encontra na se¢ao 5.5.2, tabela 11. 1. Variar apenas os termos G, 2.
Variar os termos G e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos b e os
termos de empilhamento k. . . . . . ... oL 112
Comparagao entre os dois testes para ver qual o melhor processo de minimizacao
para se trabalhar com o modelo PCLJ. AX? = X?pors) — X{pp)» Onde X{pp se
encontra na se¢do 5.5.2, tabela 11. 2. Variar apenas os termos £ e D, 3. Variar os
termos E, Dy, e os termos de empilhamento k. . . . . .. ..., 114
Comparagio entre os (AT) e (x?) encontrados pelos mapas de calor, figuras 45b
e 46b, e apds a ultima minimizacao na presencga e auséncia de PEG200. Para ficar

mais f4cil de compararmos os resultados, normalizamos o valor de x? dividindo-o

pelo nimero de sequéncias N mostradosnatabela9. . . . . . . .. ... ... ... 116
Sequéncias de DNA na presenca Ag™. . . . . . ... ... ... ... ....... 142
Sequéncias de DNAnapresenca Hg?™. . . . . . .. . .. ... .. ... ...... 143

Sequéncias de DNA em PEG200. . . . . . . .. ... .. ... ... .. ..., 144
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Sequéncias de RNA em PEG200-20. . . . . . . . .. ... ... ... ..., 145
Sequéncias de RNA em PEG200-40. . . . . . . ... .. ... ... ... .... 146
Parametros iniciais utilizados para as minimiza¢des do modelo HMS—. . . . . . . . 149
Parametros iniciais utilizados para as minimiza¢des do modelo HMS+. . . . . . . . 151

Parametros iniciais utilizados para as minimizacdes do modelo PCLA. Os valores di-

ferentes de d sdo relativos a posicdes de equilibrio entre o solvente e os nucleotideos.
............................................. 153

Parametros iniciais utilizados para as minimiza¢des do modelo TRMF. . . . . . . . 155
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1 Introducao

DNA e RNA estdo entre as moléculas mais importantes presentes no corpo humano. O DNA
€ responsavel pelo cédigo genético, que € tinico para cada individuo, e o RNA € responsavel pela
codificacdo da sintese de proteinas, onde cada proteina possui uma funcao especifica para manter
o bom funcionamento da célula. Em ocorréncias naturais sdo compostos basicamente por quatro
bases nitrogenadas Adenina (A), Timina(T), Citosina (C) e Guanina(G) no DNA e Adenina (A),
Uracila(U), Citosina (C) e Guanina(G) no RNA. O DNA ¢ estabilizado em forma de dupla hélice
por duas forcas: ligagdes de hidrogénio entre os nucleotideos e o empilhamento das bases (do inglés
stacking). O RNA € encontrado nas células como fitas simples, entretanto a formag¢ao de dupla hélice
de RNA ¢ possivel em regides onde existe o pareamento entre duas sequéncias [1]. Além disso,
em certas situagcdes dentro da célula, por exemplo sintese de proteinas, DNA e RNA se hibridizam
formando hibrido DNA/RNA [31]. Logo, entender como estas interagdes, ligacdes de hidrogénio
e empilhamento, sdo responsdveis por estabilizar estas estruturas (DNA, RNA e DNA/RNA) é

extremamente importante para compreender as fun¢des dos nucleotideos em nosso organismo.

Experimentos de desnaturacdo UV (do inglés ultra-violet melting) sao utilizados para ve-
rificar a estabilidade de nucleotideos em solugdes aquosas [32]. Micro e macro moléculas organi-
cas [33-35] e ions metdlicos [36—38] presentes nas solucdes podem interferir na estabilidade dos
nucleotideos, dependendo de suas concentragdes. Além disto, fons metalicos estabilizam o DNA ao
interagir com o grupo fosfato ou com as bases nitrogenadas [38, 39]. No entanto, o experimento
de desnaturagdo UV nao fornece informagdes acuradas sobre as interacdes moleculares presentes
nos nucleotideos. Diante disto, montamos uma base de dados para duas situagcdes especificas, DNA
mediado por metal [40] e nucleotideos em ambiente molecular [41], com os resultados de desnatura-
cdo UV presentes na literatura, e utilizamos modelos mesoscopicos [24, 41-43], principalmente o
modelo Peyrard and Bishop [43], para calcular os parametros das interagdes presentes no sistema. A
qualidade dos parametros sera avaliada comparando as temperaturas de desnaturacdo calculadas

com as experimentais [8, 28].

No DNA mediado por metal (M-DNA) o fon metdlico se liga entre as bases nitrogenadas, no
qual apenas Hg?" e Ag™ formam uma estrutura estavel naturalmente. De acordo com a literatura,
o fon Hg?" estabiliza o mismatch TT [14, 21, 44] e o fon Ag™ [16, 37, 45] estabiliza o mismatch
CC. O fato de que Hg?" e Ag™ se ligam a dois mismatches distintos possibilitam o seu uso como
detectores de mismatches [46]. Além disso, a existéncia de varios fons metélicos ao longo do DNA

pode tornar essa estrutura util para producao de dispositivos [40] como, por exemplo, o nanofio [12].
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Nucleotideos em ambiente macromolecular é o estudo de DNA, RNA ou hibrido DNA/RNA
em solugdes que simulam o conteudo de uma célula [41]. Vocé pode se perguntar porque nao
extrair diretamente uma porcao da célula e realizar as andlises. O motivo é que o interior da célula
passa por constantes mudancgas, devido a reacdes fisico-quimicas, dificultando a validagcdo dos
experimentos [47]. Um soluto', que ndo interage com os nucleotideos, € utilizado para evitar este
grau extra de complexidade. O soluto mais utilizado € o polietileno glicol (PEG) [33-35] disponivel
em varias massas moleculares, simulando, respectivamente, micro- € macro-moléculas presentes
no interior das células. PEGs com massas moleculares menores do que 1000 se comportam como
micro-moléculas e interagem com as moléculas de dgua, esséncias para formacdo do duplexo,
desestabilizando os nucleotideos. Enquanto PEGs com massas maiores se comportam como macro-
moléculas confinando os nucleotideos em um espaco menor, por conta disto, possuem o efeito
contrario. [48, 49].

Este trabalho estd dividido da seguinte forma: No capitulo 2 apresentamos as estruturas do
DNA e RNA descrevendo a composicao quimica destes nucleotideos, as interagdes intermoleculares,
os efeitos de sal e d4gua e tipos de pareamentos diferentes de AT, ou AU para RNA, e CG denominados
mismatches. Ao final deste capitulo apresentamos o experimento de desnaturacdo UV. Um importante
experimento que analisa a estabilidade dos duplexos. No capitulo seguinte (capitulo 3) apresentamos
os modelos mesoscdpicos utilizados na andlise dos dados experimentais. Falaremos especificamente
de dois modelos mesoscopicos: o modelo Peyrard-Bishop (PB) e o modelo de préximos vizinhos
(NN), do inglés Nearest-Neighbors. Nos capitulos 4 e 5 abordaremos os casos especificos em DNA
mediado por metal e nucleotideos em ambiente macromolecular nas quais realizamos a revisao
bibliografica de ambos os casos. Na capitulo 5 adicionamos uma parte que trata sobre diferentes
modificagdes do Modelo PB para interpretar as interagdes dos nucleotideos com as moléculas de
agua. Por fim, ainda nos capitulos 4 e 5 discutimos nossos resultados, conclusdes e perspectivas

futuras para os dois trabalhos.

INa literatura a palavra utilizada é cosolute: um soluto que existe em uma solugio junto com outro soluto. Apesar da
tradug@o da palavra cosolute ser cosoluto, ndo encontramos essa palavra em nenhum diciondrio de portugués.
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2 Estrutura DNA e RNA

As composicdes quimicas do DNA e RNA sdo bastante similares. Ambas as estruturas sao
compostas por blocos chamados nucleotideos (figura 1a). Cada nucleotideo € constituido por uma
base nitrogenada, um grupo agucar, e de um até trés grupos fosfatos (PO, ) [31, 50]. O que diferencia
as estruturas sdo o grupo agticar, no DNA temos a desoxirribose, enquanto que no RNA encontramos
a ribose, e uma base nitrogenada existente apenas no DNA e uma outra base presente apenas no
RNA [31, 50].

H4 cinco tipos de bases nitrogenadas divididas em purinas e pirimidinas, figura 1b. As
purinas s@o estruturas compostas por dois anéis aromaticos e as pirimidinas sdo formadas por um
anel aromdtico. Assim, adenina (A) e guanina (G) s@o purinas e citosina (C), timina(T) e uracila(U)
sdo pirimidinas. Do gene extraido da célula encontramos na molécula de DNA A, T, C e G, e ja
na molécula de RNA temos o mesmo conjunto de bases presentes no DNA, com exce¢do do T

substituido por U.

A fita simples de DNA ou RNA ¢ formada a partir do empilhamento dos mondmeros. O
empilhamento possui direcionalidade do carbono 5, inicio da cadeia, para o carbono 3/, final da
cadeia, figura 2a. Ambos os carbonos estdo indicados na figura 1a. O conjunto, pentose+acucar, é
chamado esqueleto (backbone, em inglés) e se repete por toda a extensao do polinucleotideo. Dessa
forma, o que diferencia os nucleotideos € a base nitrogenada. Assim, a fita de DNA que possui as
bases ATTCG, por exemplo, é escrita como 5'—~ATTCG-3'. Por esta notacdo sabemos exatamente

qual o sentido de empilhamento dos mondmeros presentes na estrutura.

Experimentos e observacdes de Erwin Chargaff [50, 51] em células animais constataram que
o DNA possui sempre a mesma quantidade de purinas (C e T) e pirimidinas (A e G) e observaram
que a razdo entre C/G e A/T € sempre igual a um, independente da organizacdo das bases na
estrutura [38]. Além disso, Maurice Wilkins e Rosalind Franklin [50, 52] tinham suspeita que a
estrutura era helicoidal. Assim, em 1953, com base nestas analises, Watson e Crick (WC) [53]
propuseram o modelo de dupla hélice do DNA na qual C e G formam um par de base composto
por trés ligacdes de hidrogénio e A e T formam o outro par de base composto por duas ligacdes
de hidrogénio. As fitas sdo enroladas de forma que ndo ha solvente em seu interior. Com isso, 0
esqueleto fica em contato direto com solvente enquanto as bases nitrogenadas ficam confinadas no

interior da hélice com apenas uma pequena parte exposta ao solvente, figura 2b.

A estrutura canonica de DNA proposta por Watson e Crick é a mais comumente encontrada
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a)
Base R1 = OH(ribose) ou R1 = H(desoxirribose)
R1
b) Purinas Pirimidinas
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Figura 1

Mondmero de DNA e RNA. a) Nucleotideo desenhando em verde composto de trés grupos fosfatos + pentose
(ribose - RNA ou desoxirribose -DNA) + Base; b) Bases nitrogenadas. Fonte: o préprio autor

no meio fisiolégico [3, 50] chamada de hélice WC do tipo b. A direcionalidade da fita complementar
€ inversa a da fita codante e a hélice se enrola no sentido da mao direita, figura 2b. O simples fato
de as duas hélices serem anti-paralelas € extremamente importante no processo de replicacdo que
copia a fita codante em um sentindo e a fita complementar no sentido oposto [54]. Outro detalhe
que observamos na figura 2b € a existéncia de duas cavidades denominadas cavidade maior (major
groove, em inglés) , e cavidade menor (minor groove, em inglés). A cavidade maior estd mais exposta
ao solvente do que a menor. Mais detalhes de como o solvente se organiza nas duas cavidades serd

discutido nos pardgrafos posteriores.

DNA ¢ estabilizado como um duplexo na célula, por outro lado o RNA é comumente
encontrado na célula como uma fita simples de diferentes tamanhos [31]. No entanto, em certas
situagdes o RNA se hibridiza tanto com RNA quanto com DNA [31, 38, 50]. A formacdo de hélice
dupla de RNA ocorre em regides onde existe pareamento entre duas sequéncias. Neste caso, a sua
estrutura assemelha-se ao DNA tipo A, figura 8a. A estrutura do DNA tipo B nado é formada no RNA
pareado devido ao impedimento espacial representado pelo grupamento hidroxilico na posi¢do 2’ da

ribose [1], figura 1a. Os tipos de hélice de DNA serdo discutidas nos pardgrafos adiante.

Interacoes intermoleculares Os nucleotideos séo estabilizados principalmente por duas inte-

racdes intermoleculares: ligacdes de hidrogénio, figura 2c, e empilhamento entre os pares de base,



Cavidade

Esqueleto

Cavidade
0-P=0 maior

HO R1

R1= OH (ribose)
| R1=H (desoxirribose) ‘

3’

3'0H

Figura 2

3'0OH

29

c)
H
/
N O----- H—N
f’ /
4
N / N—H-----N A\
R
N=— % N
N
N—H----- 0} R
/
H
Guanina Citosina
T _
N—H----- 0
KN
\
. N / N-----H—N A\
N=/ >7 N
A
o} R
Adenina Timina
I-|I _
N N—H----- 0]

OY
/Z

Adenina Uracila

Estrutura do polinucleotideo a) Disposi¢do dos mondmeros na fita simples com destaque para o esqueleto em
cinza sombreado (Fonte: o préprio autor); b) Modelo de dupla hélice proposto por Watson e Crick - DNA tipo
B (figura retirada de Zaha et al. [1]); c) ligagdes de hidrogénio presentes nos nucleotideos (Fonte: o préprio

autor).
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Types of bonds

aromatic compounds
resonance representation
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Figura 3

Defini¢ado da interacdo de empilhamento em anéis arométicos. bolinhas azuis claro sdo qualquer 4&tomo que
realiza ligacdes quimicas compartilhando elétrons e bolinhas verdes sdo d&tomos de carbono. a) Tipos de
ligacdes covalentes e distribuicdo de carga em anés aromaticos; b) Dois tipos de interacdes m — 7 presentes
em anéis aromadticos: interagdes sanduiche (face to face 7 stacking) e paralelo deslocado (offset stacking).
Fonte: o préprio autor.

figura 5. Ligagdes de hidrogénio sdo definidas como interagdes intermoleculares que ocorrem entre
os elementos mais eletronegativos, Fluor (F), Oxigénio (O) ou Nitrogénio (N), com adtomos de
hidrogénio (H). A estrutura do DNA e RNA apresenta N e O, elementos eletronegativos, e H. Foi
observado que o par de base CG possui trés ligacdes de hidrogénio, enquanto que o par AT, ou AU,
possui apenas duas ligacdes de hidrogénio. Apesar de ambas serem de intensidade fraca quando
comparadas com as ligacOes covalente, o par CG possui uma intensidade maior do que o par AT, ou
AU para RNA em meio fisiol6gico devido a presenga de uma ligacdo de hidrogénio a mais no par
CG [31, 50].Outra importante interagcdo responsavel pela estabilidade do duplexo esta relacionada ao
empilhamento entre as bases. Mas, antes de falar sobre a interacdo de empilhamento vamos definir o

que significa essa interagdo, caracteristica de anéis aromaticos.

Ha dois tipos de ligagcdes covalentes que os dtomos realizam para formar moléculas: ligagdes
o e ligacdes m. As ligacdes o acontecem quando hé sobreposi¢cdo direta dos orbitais atdmicos,
enquanto as ligacdes m ocorrem quando ha sobreposicdo lateral dos orbitais, figura 3a [55]. A
quantidade de eletrons desemparelhados na camada de valéncia dos d&tomos determina se a ligacao

covalente € simples, dupla ou tripla. As ligagdes simples sdo sempre do tipo o, enquanto as ligagcdes
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duplas ou triplas ocorrem somente apds os dtomos ji terem formado uma ligacao simples. Logo, se
hover ligacdes duplas ou triplas na estrutura, haverd sempre uma sobreposicao lateral dos orbitais

para formar a a segunda ou terceira ligacao, ou seja, ligacdes 7w [55-57].

Estruturas aromaticas possuem uma caracteristica interessante: a carga fica delocalizada
por todo o anel aromadtico [57]. Isso € mais facil de se observar em uma estrutura mais simples do
que nas bases nitrogenadas do DNA, pois hd elementos fora do anel que realizam ligacdes 7. Um
exemplo € o benzeno, figura 3a, onde cada atomo de carbono na estrutura realizam trés ligagdes o e
uma ligacao 7. Na qual as ligacdes duplas se alternam entre os carbonos de duas maneiras, como
pode ser visto nas duas estruturas de ressonancia da figura 3a. Uma forma de mostrar que a carga
fica delocalizada em toda estrutura € trocar as duplas ligacdes por um circulo no centro do hexdgono,
figura 3a. Essa figura significa que os €letrons no orbital p, se distribuem em todos os carbonos
presentes no anel aromatico. Os dtomos de carbono no benzeno sdo mais eletronegativos que os
atomos de hidrogénio que se localizam fora do hexdgono tornando a carga delocalizada no anel
negativa enquanto os atomos fora do anel, &tomos de hidrogénio, possuem carga positiva, figura 3b.
Se trocarmos os dtomos de hidrogénio por atomos de fluor a polaridade do anel se inverte, pois o
fluor é mais eletronegativo que o carbono deslocando a carga negativa para fora do anel [58]. Por
conta das polaridades dos d4tomos dentro e fora do anel as estruturas aromadticas realizam interacoes
moleculares. Na figura 3b apresentamos dois tipos de interagdes entre os anéis aromaticos presentes
no DNA. As interacdes m — 7 tipo sanduiche ocorrem quando um anel aromdtico encontra-se
exatamente sob ou sobre um outro anel aromético. Nesta configuragdo temos uma interacao entre os
orbitais 7 de cada anel aromético e o entre os elementos fora do anel. Um segundo tipo de interagdo
7 — m muito importante nos nucleotideos € a paralelo deslocado, onde temos a interacao entre os
orbitais 7 do anel com as liga¢gdes o fora do anel. Devido a diferencgas de polaridade dentro e fora
do anel as interacdes m — 7 sanduiche e paralelo deslocado sdo mais ou menos favordveis [2, 59].
Homo-dimeros possuem uma interagdo atrativa quando estdo na configuracdo paralelo deslocado,
em contraste com a configuragdo do tipo sanduiche, que € repulsiva. Ja nos heterodimeros, como
o benzeno-hexafluorbenzeno, observamos o contrdrio, figura 3b. Os anéis aromaticos das bases
nitrogenadas do DNA possuem elementos com diferentes eletronegatividades. Deste modo, a carga
ndo se distribui de maneira tdo uniforme nos aneis como no benzeno e no hexafluorbenzeno, figura 4a
e 4b.

Ha quatro tipos de bases nitrogenadas no DNA que formam pares AT, TA, CG ou GC. Na fita
simples, os mondmeros se organizam de forma que uma base se localize exatamente sobre ou sob a
base adjacente. Para o DNA, representamos os dimeros separados por um traco entre o par de base
de um ponto do duplexo e o seu préximo vizinho. Portanto, temos 16 dimeros, ou préximos viznhos,

presentes no DNA, figura 4c. No entanto, alguns desses dimeros sdo equivalentes, restando apenas
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a)
Adenme Guanlne '
Th}nine 7 Uracnl Cytosme
C) d) 5' rise .3'

AT-AT |CG-AT|GC-AT| TA-AT
AT-CG|CG-CGGC-CG[TA-CG
AT-GCICG-GCGC-GC|TA-GC
AT-TA |CG-TA|GC-TA| TA-TA

Figura 4

Distribui¢ao de cargas nas bases nitrogenadas. a) Potencial eletrostatico na superficie das bases nitrogenadas.
As escalas de cor estdao me kcal/mol: vermelho (maior que 31.31), amarelo (entre 10.17 até 31.31), verde (entre
-10.92 até 10.17), azul (mais negativo do que -10.92). Figura retirada de Veljkovic et al. [2] b) Representacdo
simplificada da distribui¢do de carga molecular nas bases nitrogenadas derivada do potencial eletrostético
(Fonte: o préprio autor); ¢) Tipos de dimeros presentes no DNA (Fonte: o préprio autor); d) Principais
movimentos dos dimeros presentes na hélice de DNA. Cores (figuras b e d) - vermelho: nitrogénio, verde:
carbono, azul: oxigénio e marrom: fésforo (Fonte: o préprio autor).
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Figura 5

Os 10 tipos de proximos vizinhos possiveis no DNA representados com a distribuicdo de carga simplificada
de cada base nitrogenada. Todos os 4tomos de hidrogénio, ndo desenhados na figura, possuem carga positiva.
Cores - vermelho: nitrogénio, verde: carbono e azul: oxigénio (Fonte: o préprio autor).
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10, que estdo destacados em preto na figura 4c. Isto pode ser facilmente visualizado na figura 4d,
onde temos uma por¢ao da hélice de DNA com o dimero AT-CG, onde 5’-A/C-3’ se localiza na fita
codante e 3'-T/G-5' na fita complementar. Se rodarmos o dimero em 180° em torno do eixo y, a
fita codante se transforma na fita complementar e encontramos o dimero GC-TA, onde 5'-G/T-3’
¢ a fita codante e 3'-C/A-5' a fita complementar. Ao comparar os dois dimeros, temos a mesma
representacao na qual apenas modificamos a referéncia da fita. Logo, AT-CG=GC-TA diminuindo o
nimero de préximos vizinhos. Este mesmo processo pode ser aplicado aos demais dimeros, figura 4c.
A reducdo do numero de proximos vizinhos presentes no DNA sé acontece porque as fitas sdo
antiparalelas e o esqueleto € idéntico, por exemplo no hibrido DNA/RNA as 16 combinagdes sao

distintas, pois em uma fita temos a desoxirribose e na outra fita a ribose.

Na figura 5, apresentamos os dez tipos de proximos vizinhos presentes no DNA, com a
distribuic@o de carga simplificada de cada base nitrogenada. As interagdes m — 7 tipo sanduiche
ocorrem na fita simples de DNA e sdo chamadas de intrastrand [60, 61]. Por outro lado, as interacdes
m — 7 paralelo deslocado acontecem entre a fita codante e a fita complementar, onde as bases se
localizam em planos diferentes. A soma das ligacdes de hidrogénio com as interacdes m — 7
paralelo deslocado € chamada de inferstrand [60, 61]. Um fato interessante € que, caso a polaridade
do anel seja inversa a dos dtomos que se localizam fora do anel, as liga¢des de hidrogénio sio

favorecidas [62].

A distribuicao de cargas no anel é aproximadamente igual em todas as bases nitrogenadas,
figura 4a. Portanto, a interacao interastrand é repulsiva. Ao empilharmos um terceiro par de bases
nos dimeros mostrados na figura 5, o par que se localiza no meio se movimenta para cima e para
baixo devido a repulsdo eletrostatica com os primeiros vizinhos. Esse deslocamento € chamado
de subida, rise em inglés. Para o par de bases na extremidade da fita ndo hd uma base acima para
manté-lo na estrutura. Assim, o que matém o nucleotideo na fita simples € a ligacao fosfodiéster,
figura 4d.

O deslizamento, do inglés slide, das bases ocorre devido a interagdo de interstrand entre
a fita codante e a fita complementar. Seguindo a mesma linha de raciocinio que aplicamos para o
movimento de subida explicado anteriormente, onde inserimos um terceiro par de base nos dimeros
mostrados na figura 5. Podemos ter bases que favorecem ou nio as liga¢des de hidrogénio por conta
das diferentes polaridades entre o anel e os elementos fora do anel. Nesta situacdo, as bases se

movimentam para frente e para traz no sentido do eixo z, figura 4d.

Os movimentos de tor¢do, do inglés twist, e rolamento, do inglés roll que ocorrem no eixo x e
z, respectivamente, figura 4d, acontecem porque a carga ndo se distribui uniformemente dentro e fora
do anel, figura 4a. Logo, a base nitrogenada torce e rola para minimizar a energia eletrostatica entre

os dimeros na estrutua do DNA. Entretanto, por causa da estrutura quimica das bases nitrogenadas
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temos restricdes estéricas tanto para a tor¢do quanto para o rolamento [62]. Por exemplo, a presenca
do grupo metil na timina restringe o0 movimento de rolamento. O metil € repelido pela pentose,
figura 4d. Um outro exemplo acontece quando temos uma pirimidina sob ou sobre uma outra
pirimidina, figura 5. Por conta do tamanho dos anéis na estrutura temos uma restricio no movimento

de rolamento. Ja a restricao na tor¢do ocorre entre as bases e o esqueleto do DNA.

Ambas as interagdes intermoleculares sdo de extrema importancia para a manutencdo da
dupla hélice de DNA. No entanto, a forte repulsdo eletrostética entre as fitas, causada pelo grupo
fosfato, interfere consideravelmente em sua estabilidade. Tanto as ligacoes de hidrogénio quanto
as interacdes de empilhamento sdo afetadas [5, 63, 64]. Além disso, o simples fato de o par CG
realizar mais ligagdes de hidrogénio do que o par AT, por si s6, pode causar enormes diferengas de
energia entre o par AT e CG no duplexo. Uma consequéncia é a mudanca na conformacdo global da
dupla fita [3, 4, 65]. Logo, o meio onde os nucleotideos se encontram tem um papel fundamental na
reducdo tanto da repulsdo eletrostitica do grupo fosfato quanto a diferenca de energia entre o par AT

e o par CG.

Efeitos da agua e do sal Na célula existem moléculas de dgua, cdtions e biomoléculas [31].
Os cations sdo fons metdlicos que sdo metais alcalinos, Na™ e K™, alcalinos-terrosos, Mg™ e Ca™,
ou sais organicos como por exemplo amonia (em baixa concentracdo devido a sua toxicidade) [50].
As biomoléculas sdo compostas por lipidios, carboidratos, proteinas e acidos nucleicos [31, 50].
As moléculas de dgua e os cations sdo os principais responsdveis em reduzir a diferenca de ener-
gia entre as ligacdes de hidrogénio e a repulsdo eletrostatica do grupo fosfato na dupla hélice,

respectivamente [4].

Nas moléculas de 4gua o dtomo de oxigénio liga covalentemente a dois &tomos de hidrogénio.
Por causa da repulsdo eletrostatica entre os dois pares de base ndo ligantes no subnivel p do oxigénio,
a dgua possui uma geometria angular, cujo, o angulo da ligacdo O-H é 104.5°, figura 6a. A simetria
angular da molécula de dgua confere a ela um momento de dipolo na direcdo do elemento mais
eletronegativo, neste caso, o &tomo de oxigénio. A polaridade da 4gua permite que ela atraia outras
aguas eletrostaticamente estabelecendo ligacdes de hidrogénio entre o oxigénio de uma molécula
com o hidrogénio de outra molécula. Sao consideradas ligacdes de hidrogénio quando as moléculas
de dgua se encontram a uma distancia menor do que 2.5 A [3]. Os oxigénios da dgua atuam
como aceitadores (a) de carga, enquanto os hidrogénios sdo doadores (d) de carga 6b. Ha dois
pares de elétrons ndo ligantes no oxigénio e dois dtomos de hidrogénio na dgua. Isso permite que
cada molécula de dgua forme até quatro interacdes moleculares com outras dguas, 6a. No estado
liquido ndo temos uma forma regular como no estado sélido tornando as liga¢des de hidrogénio

instdveis, constantemente formando e quebrando estas interagdes [50]. A elevada tensao superficial
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Figura 6

Interacdes das moléculas de 4gua com moléculas responsdveis por estabilizar os nucleotideos. a) Associaciao
das moléculas de dgua formando um arranjo tetraédrico. A esfera vermelha representa o oxigénio, as esferas
pretas o hidrogénio e as linhas tracejadas azuis as ligagdes de hidrogénio (Fonte: o préprio autor); b) Defini¢cao
de conchas de hidratagdo mostradas no exemplo com o nucleotideo adenina. Cores - vermelho: oxigénio,
verde: carbono, azul: nitrogé€nio, branco: hidrogénio e roxo: fosforo. Figura retirada de Rozza et al. [3]; ¢)
Interacdo dos cétions, esfera em cinza, com as moléculas de dgua (Fonte: o préprio autor).

e a viscosidade da dgua, quando comparada com a maioria dos liquidos organicos, podem ser
atribuidas a ligacdo de hidrogénio que ocorre entre as moléculas de d4gua. No entanto, como as
ligacdes de hidrogénio na dgua liquida sofrem flutua¢des constantes, ela possui maior mobilidade e

menor viscosidade em comparacio com outras moléculas poliméricas [50].

O caréter polar da dgua permite que ela interaja com outras substancias, por exemplo,
compostos i0nicos (sais, como sal de cozinha), outras moléculas polares ndo idnicas (dlcoois, como
o etanol) e moléculas parcialmente polares (sabdo) [50]. Compostos apolares sdo insoluveis em dgua,
pois ndo ha uma atragdo entre as moléculas. Neste caso, observamos duas fases na solu¢ao quando
misturamos liquidos polares e apolares, por exemplo, uma solu¢do de 4gua e 6leo. Moléculas que
interagem bem com a dgua sdo chamadas hidrofilicas e moléculas que ndo interagem com a dgua
sdao chamadas hidrofébicas. Ao entrar em contato com a dgua os sais i0nicos se separam facilmente
entre anions e cations em um processo chamado dissociacdo. O oxigénio da d4gua, com polaridade
negativa, solvata o cétion, figura 6¢, enquanto os hidrogénios da d4gua solvatam o anion formando

uma casca de hidratagcdo ao redor destes ions.

Moléculas polares e parcialmente polares também sdo solvatadas pelas moléculas de dgua.
DNA possui componentes polares e apolares em sua estrutura. Os d&tomos de nitrogénio, oxigénio e
hidrogénios no DNA interagem hidrofilicamente com as moléculas de 4gua, enquanto os dtomos de
carbono interagem hidrofobicamente, figura 6b. Segundo Rozza et al. [3], as moléculas de d4gua ao

redor do DNA podem ser divididas em trés classes de interacdes com os nucleotideos:

e Bulk waters, ou dguas que nao interagem com o DNA. Estas moléculas de 4gua se comportam

como a dgua liquida. Portanto ndo sdo afetadas pelo DNA na solucao;
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e Aguas de superficie, ou dguas bioldgicas. Elas interagem principalmente com o esqueleto do
DNA;

e Moléculas de dgua interiores. Estas 4guas sdo encontradas nas cavidades maior e menor do

DNA e interagem fortemente com os pares de base.

Andlises experimentais mostram que 40% das moléculas de 4gua em torno do DNA estdo a
uma distancia de 0.5 A [65]. Essas moléculas de dgua interagem mais com as bases nitrogenadas
(moléculas de dgua interiores). No entanto, também existem moléculas de 4gua que interagem com
a pentose e com o grupo fosfato (dguas de superficie) [3]. Para melhor entender a interagdo das mo-
léculas de dgua com os nucleotideos podemos separar as moléculas de 4gua em cascas de hidratacao
até atingirmos as dguas que nado interagem com o DNA, Bulk waters. Estudos experimentais [65—68]
e tedricos [3, 4, 69, 70] utilizam esta abordagem para separar o efeito de dguas proximas de aguas
distantes do DNA. S6 lembrando que as ligacdes de hidrogénio ocorrem quando a distancia entre os
elementos mais eletronegativos, nitrogénio e oxigénio presentes nos nucleotideos, e o hidrogénio é
menor do que 2.5 A. Deste modo podemos definir as cascas de hidratacdo, figura 6b. A 1° casca
contém todas as moléculas de dgua distantes até 2.5 A dos nucleotideos, jé a 2° casca de hidratacao
contém moléculas de dgua na distancia entre 2.5 Aes A, figura 6b, a 3° casca de hidratacdo entre 5
Ae7.5Aeassim por diante. Podemos definir o niimero de cascas de hidrata¢do que desejarmos. No
entanto, as dguas a partir da 2° casca possuem intera¢do mais fraca com os nucleotideos, pois elas
estdo mais distantes do DNA. Ou seja, as 4guas nas demais cascas interagem mais fracamente com

o nucleotideo e eventualmente atingiremos as dguas que ndo interagem com o DNA, Bulk waters.

A distribuicdo das moléculas de dgua na primeira casca de hidratacdo difere das outras
cascas. A partir da segunda casca em diante, a forma predominante de dgua é tetracoordenada,
com duas interagdes doadoras e duas aceptoras (2d/2a, figura 6a). Na 1° casca o nimero de dguas
doadoras e aceptoras € menor, devido a interacdo das moléculas de d4gua com os nucleotideos e

também pela diferenca de tamanhos entre as cavidades maior e menor do DNA [3].

O nivel de hidratacdo do DNA determina qual tipo de conformacao se encontra a dupla hélice.
As moléculas de dgua estdo constantemente ao redor do duplexo e suas propriedades dinamicas sdo
cruciais para preservar a estabilidade estrutural e facilitar o papel bioldgico da forma dominante [3].
Elevada hidratagcdo é observada em torno da hélice de mao direita tipo B, figura 7, enquanto uma
diminui¢@o no nivel de hidratacdo, causada pela presenca de sal ou solventes organicos, pode levar a
uma transicao para formas alternativas, como DNA tipo A e DNA tipo Z [1, 3, 4]. Hélices do tipo A
sdo formadas também por fitas duplas de RNA e mistas de DNA/RNA. Hibridos DNA/RNA sao
formados durante o processo de transcricao e fitas duplas de RNA sdo encontradas em genomas de

alguns virus e, na célula, nos RNAs transportadores e ribossomicos. [1] O DNA tipo Z ocorre em
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Figura 7
Trés tipos de hélices de DNA observadas em meio fisiol6gico. DNA
tipo A, DNA tipo B e DNA tipo Z. Figura retirada de Zaha et al. [1].

potential [V]

1
-1

Figura 8

Distribuicdo de fons e d4guas no DNA e RNA a) Distribui¢ao das moléculas de dgua ao redor dos pares de base
1(G=C) e r(A-U), RNA, d(G=C) e d(A-T), DNA. Figura retirada de Auffinger and Westhof [4]; b) Distribui¢ao
dos fons de Na™ nas hélices de DNA tipo B e RNA tipo A. Figura retirada de Gebala and Herschlag [5]

regides curtas do DNA em alta concentracdo salina, onde existem sequéncias de citosinas e guaninas

seguidas [71].

Estudos tedricos e experimentais revelaram que o duplexo de RNA concentra mais cargas e €
mais hidratado do que o duplexo de DNA [3-5, 64, 69, 70], figura 8. Isso ocorre por causa do grupo
acucar, que no DNA € a desoxirribose e no RNA ¢ a ribose, e pela diferenca entre timina e uracila,
metilacdo do carbono C(5) na timina inexistente na uracila, figura 8a. Outro aspecto determinante é
a conformacao da hélice do RNA que é predominantemente do tipo A, enquanto o DNA ¢ do tipo B.
As diferentes topologias dos acidos nucleicos conferem distribuicdes de carga unicas para DNA e
RNA, figura 8b. Para o RNA as cargas se encontram mais proximas, resultando em uma energia

potencial maior [64].
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Mismatches Em algumas situagdes especificas, o pareamento dos pares de base no DNA ¢é
diferente de AT e CG. O emparelhamento distinto do convencional é chamado de Mismatch.
Mismatches, no DNA gendmico, podem surgir de varios fatores, incluindo erros durante a replicagdo
do DNA, exposi¢ao a produtos quimicos mutagénicos, radiacdo ionizante ou desaminacio espontanea
da citosina metilada [15, 72]. Quando esses Mismatches ocorrem, passam por uma minuciosa
inspec¢ao e correcao por meio de uma ampla gama de mecanismos de reparo. Essa tarefa crucial de
corrigir esses Mismatches € atribuida a um conjunto de enzimas especializadas chamadas enzimas
de reparo de Mismatches [72]. No entanto, em determinadas situagdes, apesar dos melhores esforcos,
o processo de reparo pode falhar, potencialmente levando a ocorréncia de mutac¢des. Existem oito
pares de bases ndo correspondentes no DNA: AA, AC, AG, CC, CT, GG, GT e TT, que podem
influenciar a estabilidade e as propriedades estruturais da hélice de DNA. Os pares de bases ndo
correspondentes alteram a conformacao das ligagdes de hidrogénio em comparagdo com os pares de
bases canOnicos, bem como as interagdes de empilhamento. Simulacdes de Dinamica Molecular
e experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear monstraram que os Mismatches ndo afetam
significativamente a conformacao global da dupla hélice DNA , como € o caso dos pares AA e
TT [72, 73]. No entanto, em uma conformacao local, a influéncia dos Mismatches varia de casos de
fraca ligacdo (par CC) a casos de forte ligacdo (par GG) [72]. Além disso, outros fatores afetam os
Mismatches, como valores de pH, concentracdo de sal e os pares de base adjacentes ao Mismatch, ou
seja, eles sdo dependentes do contexto [15, 74]. Na figura 9 apresentamos exemplos de pareamentos

realizados por Mismatches.

Na secdo seguinte, apresentaremos o experimento de desnaturacdo UV (do inglés UV
melting), explicando como sdo realizadas as andlises experimentais. Este importante experimento

avalia a estabilidade térmica do duplexo.

2.1 Experimento de UV melting

O experimento UV melting consiste de um banho térmico contendo DNA, sal e tampao,
um espectrometro de UV na faixa de 260-270 nm, que € a faixa de absorcdo da molécula de
DNA, equipado com controlador de temperatura (figura 10) [32, 75]. Em baixas temperaturas, ha
apenas fitas duplas. A temperatura € aumentada gradativamente quebrando as ligagdes de hidrogénio
e separando a fita de DNA em fitas simples. Durante o processo, essa transi¢do € observada no
espectro (linha azul na figura 10). A temperatura de desnaturacio, ou temperatura de melting ('1,,),
€ a temperatura na qual a concentracdo de fitas duplas € igual a concentragdo de fitas simples. De
acordo com o exemplo da figura 10, 7, ~ 47.5°C (ponto de absorbancia normalizado igual a 0.5 -
linha tracejada em vermelho na figura 10). 7;,, € usado para medir a estabilidade térmica do DNA,

quanto maior 7,,,, maior € a estabilidade da estrutura. Ademais, este processo € reversivel. Ou seja,
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Figura 9
Alguns tipos de emparelhamentos realizados pelos mismatches. Na imagem a) mostramos o par GG, na b) o
par TT, na c) o par AA, na d) o par CC e na e) o par CC protonado. Figura retirada de Peyret et al. [6]
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ao resfriarmos a solucdo, as fitas antes separadas voltam a se unir, formando o duplexo de DNA

novamente. Este processo é chamado de hibridizagdo ou annealing.

O tampao € usado para controlar o pH da solucdo. Ja o sal € utilizado para favorecer a
formacdo da fita dupla, pois a fita simples de DNA possui grupos fosfatos carregados negativamente

que se repelem, e consequentemente atrapalham a formacao da dupla hélice [76].

Na temperatura de desnaturacdo temos a seguinte equagdo quimica: fita dupla = fita codante+
fita complementar. Para facilitar a andlise, definiremos o estado de fita dupla como X - Y, o da fita
codante como X e o da fita complementar como Y. Dessa forma a relacao de equilibrio do sistema

passa a ser descrita da seguinte forma
X Ys=X+Y (1)

A constante de equilibrio de dissociacdo K, para a equagdo (1) é

(XY
(X Y]

Ky= (2)

. Normalmente a constante de equilibrio K, para dissociac@o é descrita em termos da concentra¢io
total, C;, de fitas na solucdo. O conceito de C; é facilmente entendido quando pensamos em todas as

hélices da solugdo dissociadas, isto é
Cy = [X]tot + [Y]tot- (3)

Entretanto, em meio ao processo de desnaturacdo podemos ter fracdes de hélices dissociadas e
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Figura 11

Tipos de sequéncias envolvidas no experimento de UV melting. a) Sequéncias auto-complementares (AC)
com as fitas representadas em verde e b) Sequéncias ndo auto-complementares (NAC) com uma espécie de
fita em azul e a outra em vermelho. Fonte: o préprio autor.

ligadas na solucgdo e a identidade dessas sequéncias é importante no fendmeno [77].

Existem dois tipos de sequéncias utilizadas no experimento: sequéncias auto-complementares
(AC) e sequéncias nao auto-complementares (NAC), figura 11. Se o conjunto de sequéncias for
formado por apenas um dos tipos mencionados anteriormente ndo ha distin¢ao entre os sistemas na
andlise termodinamica, porém se o conjunto de sequéncias analisado é composto por uma mistura
dos dois tipos, a andlise muda um pouco. Simplesmente porque sequéncias AC sdo aquelas em que
a fita codante € idéntica a fita complementar (invertendo a fita codante temos a fita complementar),
ou seja, a probabilidade de hibridizagcdo é maior, diferente das sequéncias NAC (fita codante # fita

complementar) [78].

Por exemplo, uma concentracao de 2 uM de fitas simples AC produz 1 uM de fitas duplas
ap0s o resfriamento da solucdo. A probabilidade de as fitas se hibridizarem na solucdo é 100%, pois
se qualquer uma das fitas verdes, figura 11, encontrar qualquer outra fita verde na solucgdo, as fitas
hibridizardo. Para obtermos a mesma concentracdo de fitas duplas para sequéncias NAC, utilizamos
1 uM de fita codante e 1 uM de fita complementar, porém a probabilidade de hibridizagdo cai para
50%. Neste caso, a hibridizacdo acontecerd somente quando uma fita de cor azul encontrar uma
fita de cor vermelha, figura 11. Apesar da concentracdo de duplexos ser a mesma nos dois casos, a
populagdo de fitas simples no caso AC € maior do que no caso NAC quando observamos apenas um
tipo de fita presente na solucao, como pode ser visto na figura 11. Logo, a velocidade de reagdo é

maior no caso AC.

Note que na figura 11 temos 4 duplexos de DNA em ambos os casos, entretanto o nimero de
fitas simples € diferente. No caso AC temos 8 fitas simples enquanto que no caso NAC temos 4 fitas
simples principais (fitas vermelhas, por exemplo) e 4 fitas complementares (fitas azuis). Portanto,

existe uma diferenca de fator 2 entre os tipos de sequéncias fazendo a velocidade de hibridizagdo AC
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maior do que NAC. Assim, ao compararmos conjuntos de sequéncias AC e NAC uma multiplicagao
(ou divisdo) por 2 € necessdria. C; foi definido na equacdo (3) como a concentragdo total de fitas
simples presente na solugdo. Ao comparar os dois casos temos que CN4¢ = 2CAC. Logo, a

constante de equilibrio € diferente nestes dois casos particulares.

Fitas NAC: Neste contexto, a fragdo de duplexos dissociados é dado por

X _ Y]

f:Ct:av

“4)
e a concentragdo total de fitas em uma dada temperatura € descrita por C; = [X] + [Y] 4+ 2[X - Y].
Com um pouco de manipulagdo algébrica encontramos a relagdo entre a constante de equilibrio,

equacdo (2), concentragio total e fracao de duplexos dissociados

Cy

_ r2
M= Iaa—y

)
Na temperatura de desnaturagdo a fracdo de duplexos dissociados € 1/2, logo a contante de equilibrio
K, = C;/4 para sequéncias NAC.

Fitas AC: Neste caso, temos apenas um tipo de fita simples na solugdo [X] = [Y]. Portanto, a
fracdo de duplexos dissociados da equagdo (4) acontece apenas para [X] ou para [Y]. Escolhemos
trabalhar com o caso [X]. Isso leva a concentracdo total de fitas em uma dada temperatura para
Cy = [X] + 2[X - X]. Realizando um tratamento semelhante ao que fizemmos para o caso NAC
encontramos a constante de equilibrio, equacao (2), reescrita em termos da concentragdo total e

fracdo de duplexos dissociados para as sequéncias AC da forma

K,=2f?

(ft 6)

1-f)

Na temperatura de desnaturagdo a fracdo de duplexos dissociados € 1/2, logo a contante de equilibrio

K4 = C} para sequéncias AC.

Definida as constantes de equilibrio para as sequéncias AC e NAC podemos fazer o trata-

mento termodindmico utilizando a equacdo de Van’t Hoff
AG = —RTInK,. (7

A equagdo (7) pode ser reescrita em termos da variacdo de entalpia, AH, e entropia, AS, do sistema

através da equacdo AG = AH — T'AS. Substituindo as constantes de equilibrio K; definidas para
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Curvas experimentais do experimento de desnaturagdo de DNA do duplexo 5'-CAAAAAAAG-3'. a) Curvas de
desnaturag@o em fun¢do da temperatura em diferentes concentracdes totais C;. b) Grafico de Van’t Hoff onde
cada ponto do gréfico representa a temperatura de desnaturacio do grafico a) e sua respectiva concentracio
C;. Figura retirada de Howard [7]

cada tipo de sequéncia, equagdes (5) e (6), na equacdo de Van’t Hoff, encontramos a dependéncia da

temperatura de desnaturagdo com as concentragdes totais Cy

_AG ouT. — AH
RIn(Cy/n) ™ AS — RIn(Cy/n)

T, = (8)
onde, I? € a constante universal dos gases ideais, C; é a concentracdo total de fitas e n = 1, caso as

sequéncias sejam AC, ou n = 4, caso as sequéncias sejam NAC.

Através de uma regressao linear utilizando o método de Van’t Hoff, podemos extrair os
parametros termodinamicos de entalpia A H e entropia AS ou AG, conforme as equagdes (8) a uma
temperatura fixa. A visualizacdo do método de Van’t Hoff pode ser vista na figura 12 no caso de
uma dupla hélice de DNA.

No préximo capitulo, falaremos sobre os modelos mesoscOpicos utilizados para a andlise
dos dados experimentais. Neste capitulo, introduziremos dois modelos: o modelo Peyrard-Bishop e

o modelo de proximos vizinhos.
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3 Modelos teoricos

3.1 Modelo Peyrard-Bishop

A série de modelos de Peyrard-Bishop (PB) teve inicio em 1989 com os pesquisadores
que dao nome ao modelo, Peyrard and Bishop [43]. Este modelo bi-dimensional, figura 13, busca
descrever estatisticamente a dinamica do DNA através de potenciais simples. Por exemplo, o
empilhamento entre as bases (do inglés stacking) presentes em uma unica fita é descrito por um
potencial harmonico. J4 a interacdo de hidrogénio entre a fita codante e a fita complementar é
descrita pelo potencial de Morse. O modelo consiste de duas cadeias de moléculas que interagem
entre si como mostrado na figura 13. S1 e S2 s@o os nomes dados as fitas simples de DNA. As linhas
continuas e tracejadas entre os pontos na figura 13 representam o empilhamento e as liga¢des de
hidrogénio, respectivamente. u,, € v,, sdo os deslocamentos das bases de suas posi¢des de equilibrio
na direcdo da ligagdo de hidrogénio que conecta as fitas S1 e S2. Por simplicidade, os nucleotideos
foram reduzidos a massas pontuais de valor m, pois as bases A, T, C e G possuem massas moleculares
muito proximas. Ademais, a constante eldstica de acoplamento entre as bases possui 0 mesmo valor

k ao longo das fitas S1 e S2. Com base nestas informacdes o Hamiltoniano do sistema é
1 -2 -2 1 2 2 —a(un—vn) 2
H= Z ém(un +05) + ik[(un —Up—1)" + (Vy, — V)] + D(e” ) —1)% (9)

O Hamiltoniano do modelo PB consiste basicamente de trés termos. O 1° termo € a energia cinética,
o 2° termo € o empilhamento entre as bases representado pelo potencial harmdnico e o dltimo termo
¢ a interacao de hidrogénio representado pelo potencial de Morse. As constantes D e a do potencial
de Morse sdo, respectivamente, a profundidade e a largura do pogo de potencial. O valor de D
nos informa o quao forte os pares de base estdo ligados, ou seja, se D for alto mais energia sera

necessdria para separar o par de bases. As varidveis da equacdo (9) estdo acopladas, e isso dificulta o

Figura 13
u, Uy Upsp Upso Un  Modelo Peyrard-Bishop, S1 e S2
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célculo da funcao parti¢do. Portanto, transformaremos as varidveis u,, v,, em x,, y,, equagdo (10),

para desacoplarmos estas varidveis.

T, € Y, representam, respectivamente, os movimentos em fase e fora de fase das fitas. Agora a
distancia entre as fitas passa a ser determinado apenas por v,,. Através da transformacao canonica da

equagdo (10) reescrevemos o Hamiltoniano da equagao (9)

H = Z px" ZEn Tp— 1 + Z pyn =

H(z) H(y)

-1 an

<
3
—_
~—
[\
_|_
o
—
Cbl
>

A equag@o (11) pode ser dividia em dois termos: H(x) referente a varidvel z,, e H(y) referente

a variavel y,,. p,, € p,, sdo os momentos lineares das novas varidveis z,, € y,. Ja a constante
A=1/ av/?2.

O sistema € analisado no contexto de equilibrio (nimero de fitas duplas = nimero de fitas
simples). Nesta condi¢do, a temperatura do sistema € fixa na temperatura de desnaturagado, 7'm,
existindo apenas troca de energia no sistema. A mudanca de energia significa a troca entre o estado
de fita simples para o estado de fita dupla, ou vice-versa. Isso caracteriza o ensemble candnico. Para

uma molécula composta por N pares de base, como mostrados na figura 13, a funcdo particao 2 é

oo NV " {m3m?2 e
Z :/ Hdp$ndpyndxndyn e PH e by un) = (=2 k33 ) / Zy, (12)

0 n=1

onde = 1/k,T, sendo kj, a constante de Boltzmann e 7" a temperatura. A integragdo nos momentos,
Da,, € Dy,» € Na coordenada z,, sdo de forma gaussiana, cujo valor é (2m/3)"/? para os momentos e
(27 /kB)N/? para x,,. No entanto, a integraciio na coordenada 7, ndo é de maneira direita, por conta
do potencial de Morse, equacdo (13). Para resolver esta integral, utilizamos o método de integral de
transferéncia (IT). Mas antes de utilizarmos IT, reescreveremos o integrando Z,, em um formato mais

pratico para usufruir deste método. Primeiramente, substituiremos o integrando Z, por K (y,,, Yn—1)-

—00

4o N 77 too N
7 :/ [Tty e tittnmmmtenie o - / 1w K@nyar) — (13)
X pn=1

n=1

A fungio K (y,,yn—1) da equagdo (13) é chamado de kernel ou nicleo da fungdo. K (Y, Yn—1) #
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K(Yn-1,Yn), porém se escrevermos o potencial de Morse V' (y,,) como uma média

D, _u D, wa
Vi, yia) = 5(6 1) (e
Quando [ = n, o kernel K (y,,, y,—1) se torna simétrico, pois se invertermos y,, com y,,_ o integrando

ndo se altera. Isso nos permite escrever a funcdo particdo Z, da seguinte maneira

+oo
Zy:/ dyrdyadys...dyn_1dyo K (y1, yo) K (y2, y1) K (y3, y2) ... K (Yo, yn—1) (14)

o0

No limite de n grande impomos condi¢des periddicas nesta funcao de forma que o ultimo par de
base interaja com o primeiro, equagdo (14). Agora estamos em condi¢des de usar o método IT que é

definido da seguinte forma
+oo

K(z,y)9(y)dy = no(x), (15)

—0o0

Onde K (x,y) deve respeitar as seguintes condigdes:

1. Simétrica
K(z,y) = K(y, z)

2. Seja quadrado integravel
1K@l = [ [5G y)Pdedy < oc

3. Pode ser expandida como

K(x, y) = Z nn¢n<x>¢n<y)

Contanto que as autofungdes sejam ortonormais ([ ¢, ()¢, (x)dz = d,,,) e formem um
conjunto completo (3>, ¢, (2)Pn(y) = d(z — y)).

Comparando as equagdes (14) e (15) em conjunto com as propriedades das autofungdes ¢,,, fi-
nalmente encontramos a fung@o de particdo Z, = » nN. O Kernel K (y,,y,_1) da equagdo
(13) foi definido como e #EW»¥2-1) "onde E(y,, y,_1) é soma do potencial de Morse V (y,,) com o
potencial harmdnico w(yy,, y»—1). Note que a fun¢do K (y,, y,—1) pode ser dividida em um produto
de exponenciais

K<yn; yn_l) = eiﬁeE(ynvynfl)

Comparando esta ultima equagdo com a equacdo (15) percebemos que o autovalor 7,, na verdade é
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n, = e P¢»_ No qual ¢, é a energia no estado n do sistema.
oo
Zy =Y e ol (16)
n=0

Os outros termos da fungao particdo sdo apenas constantes. Logo, toda a termodinamica do sistema
se restringe a resolvermos a func¢do particdo Z na coordenada y. Através da fungdo particao Z,
encontramos o estiramento médio das fitas (y;). O sub-indice [ indica a posi¢do do par de base ou
sitio no nucleotideo. O célculo de (y;) é feito de maneira andloga ao da fungéo particdo, equagdes
(13)—(16). Este valor é extremamente importante, pois fornece informacdes de como o duplexo se

abre e se transforma em fita simples.

1 +oo N 1 [ee]
W) =5 [ Tlamuk o =5 > G@lulowie?. a7
% n=1 n=0
onde
(D)1t S0y / () 91600 (1) (18)

A fita é homogénea, com isso (y;) independe da posi¢do do sitio e neste caso podemos fazer
(yi) = (y). No limite termodindmico (N — o0), o autovalor de menor energia ¢, domina a

somatodria. Assim, as equacgdes (16) e (17) podem ser simplificadas como

o0

Zy =Y e PN e (y) = (¢o(y)lyldo(y)) (19)

n=0

As autofungdes ¢,, e os autovalores ¢,, sdo calculados numericamente. O modelo PB foi um marco
histérico na constru¢do de modelos tedricos para andlise da estrutura do DNA. O modelo PB passou
por vérias modificacdes com passar dos anos [8, 24, 28, 79] para conseguir reproduzir os resultados
experimentais da melhor forma possivel. Na proxima parte discutiremos a aplica¢do do modelo PB

para sequéncias heterogé€neas.

3.1.1 Modelo PB para sequéncias heterogéneas

O modelo PB descrito na sec@o anterior vale somente para sequéncias homogéneas de
DNA, tais como sequéncias compostas somente por pares CG ou somente por pares AT. No entanto,
qualquer sequéncia de DNA de interesse bioldgico ou tecnoldgico ndo é homogénea. Zhang et al. [79]
demonstrou que o modelo PB pode ser facilmente estendido para abranger sequéncias heterogéneas.
Os autores desenvolveram o método abordagem de matriz de transferéncia estendida (AMTE) com

o auxilio do método IT. Os detalhes deste método serdo explicados em sequéncia.
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Figura 14
Representacdo 2D do empi-
lhamento e ligagdes de hidro-
génio em DNA. As fung¢des
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V()
)

G =

T

»
o
.

n
T !
G
v

wu(yn‘ yn-1)
v

n n+i

O Kernel K da equacgdo (13) € a soma do potencial de Morse com o potencial harmodnico.
No DNA canénico existem dois tipos de potenciais de Morse V' (y,,), AT e CG, que indexaremos
como Vj(y,,) para os pares de base CG e V,,(y,, ) para os pares AT. O sub-indice s significa forte (do
inglés strong), enquanto que o w significa fraco (do inglés weak) [79], pois CG faz trés ligacdes de
hidrogénio enquanto que AT faz apenas duas ligacdes (figura 14). Como teste, os autores assumiram
valores diferentes para a constante D do potencial de Morse, onde CG (42 meV) > AT (38 meV).

Chamaremos o potencial harménico da equacdo (13) de w(y,,y,_1) para evitarmos de
escrever esta equagdo. Por simplicidade desprezaremos em primeiro momento a ordem com que as
bases se empilham na estrutura e assumiremos que a intera¢do de empilhamento entre os pares de
base seja ss, sw, ws ou ww de valor k (4.2 eV/nm?). Empilhamentos ss formam dimeros com todas
as combinagdes possiveis de pares CG ou GC, enquanto os do tipo ww formam dimeros com todas
as combinagdes possiveis de pares AT ou TA. Para o caso sw o primeiro par de base do dimero é do
tipo CG ou GC e o segundo € um par de base AT ou TA, ao todo temos quatro possibilidades. O
caso ws € o inverso do caso sw. Portanto, teremos quatro tipos de interacdes de empilhamento na
estrutura chamados de ws(Yn, Yn—1)> Wsw (Yns Yn—1)s Wws(Yns Yn—1) € W (Yn, Yn—1). Um exemplo

para cada tipo de empilhamento na estrutura do DNA € mostrado na figura 14.

Anteriormente tinhamos apenas um kernel K, com a nova notacdo temos agora quatro
kernels K’s distintos na equacdo (13) Ks(Yn, Yn—1)» Ksw(Yn, Yn-1)s Kws(Uns Yn—1) € Kuw(Yns Yn—1)-
Por causa da imposi¢do de empilhamento & igual entre todos os pares de base K, (Yn, Yn—1) =

Kws(yna yn—1)~

Para sequéncias de DNA pequenas, até 3 pares de base, os autores demonstraram que €
possivel calcular tanto Z, quanto (y,,) com os quatro, ou trés, diferentes kernels utilizando o método
PB descrito na secao anterior. Além disso, os resultados encontrados concordam com os dados

experimentais de desnaturacdo em DNA. Por exemplo, sequéncias de DNA com mais pares de base
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CG na estrutura possuem temperatura de desnaturacdo mais altas [80]. No entanto, para sequéncias
maiores utilizar, o método PB gasta muito tempo de cédlculo, isso significa que o custo computacional

¢ muito grande.

Engenhosamente, Zhang et al. [79] utilizaram o fato de que o kernel K pode ser expandido
em qualquer conjunto de bases ortonormais desde que a expansdo respeite a condi¢cao 2 da IT,
equacgdo (15). Em outras palavras, os kernels K’s de cada par de base do modelo PB, equacgao (14),
passam a ser produtos de matrizes K (y,,, y,—_1). O sobrescrito 7 indica a posico entre pares de
base vizinhos, cujo valor se encontra entre 1 < 7 < /N (NN = total de pares de base). Na sequéncia de
DNA da figura 14 temos CG-AT (z = 1); AT-TA (1 = 2) ...; CG-CG (: = N — 1); CG-CG (z = N) -
neste caso /N = 7. Esse método foi chamado de abordagem de matriz de transferéncia estendida,

AMTE. Logo, a expansao da fungdo particdo Z, da equacdo (14) se torna

+00
Zy = / dyldy2dy3-~dyn71dyof((l)(3/1, @/O)K(Q) (Y2, yl)K(3) (y3, ?/2)---K(N) (Y0,Yn-1), (20)
onde o nimero acima de K distingue os empilhamentos w(y,,, y,_1) entre as bases vizinhas. Nova-
mente fazemos uso da condicdo de contorno periddica (dltimo par de base interage com o primeiro,
N = 0). O niimero total de configuracdes possiveis entre proximos vizinhos no DNA can6nico
sdo 16, porém 6 destas combinagdes sao equivalentes restando apenas 10 (AT-AT; AT-CG; AT-GC;
AT-TA; CG-AT; CG-CG; CG-GC; GC-AT; GC-CG; TA-AT), ou seja, 10 tipos de kernels Ks.

Antes de resolvermos a fun¢do parti¢do da equacao (20) pelo método AMTE, é importante
ressaltar que a condicao 2 do método TI, equagdo (15), ndo é respeitada no modelo PB, pois a técnica
IT diz que todos os potenciais tem de ser ndo-ligados para K (z,y) ser quadrado integrdvel. No
entanto, o potencial de Morse do modelo PB € ligado e consequentemente a condi¢do 2 do método
TI, equagdo (15), ndo € satisfeita. Uma das solugdes propostas pelos autores foi reduzir o espago de
integracdo de [—o00, oo para um espago [a, b] aonde a func@o exista. Ou seja, discretizar o problema,

e posteriormente expandir a — —oo e b — 0.

A solugdo proposta por Zhang et al. [79] resolve parcialmente o problema, pois ao aumentar-
mos o limite b a temperatura de desnaturacao aumenta. Contudo nosso grupo resolveu o problema
adicionando um pequeno angulo de tor¢do na fita (§ = 0.01 rad) [81]. Logo, o potencial harmdnico

W(Yn, Yn—1), €quagdo (13), passa a ser escrito como

1 1
W(Yn, Yn—1) = §k(yn — Y1)’ = Ek[yi + Y21 — 2(Yn) (Yn_1)cosb].

Agora podemos afirmar que a funcdo K9 (y,,,y,_1) é definida no espaco [a, b; a, b], e sua norma

exista. Desse modo podemos escolher qualquer conjunto de bases ortonormais ¢,,(y) para expandir
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K(Z) (ymyn—l) o o
a,y) =D > CL dn(@)dm(y), 1)
n=0 m=0
onde
C%Z//M@KWLW%W%M. 22)

Na prética a equagdo (21) € truncada nas M primeiras bases. Apesar de sacrificarmos a precisdao dos
resultados, ganhamos velocidade no cdlculo computacional. Neste trabalho o kernel K da funcao de
particdo, equacdo (15), foi calculado entre y = —0.1 e y = 20 nm em uma matriz de tamanho 400.
Desta matriz pegamos apenas os 10 maiores autovalores (A = 10), pois mais termos ndo geram uma
diferenca tdo significativa nos resultados. Substituindo a equag@o (21) na equagdo (20), e utilizando a

completeza e ortonormalidade definidas na se¢@o anterior (condi¢do 3 da equacdo (15)) encontramos

N

M
=> clclk . .ch =1r(J]C™) (23)
n=0

i=1

A ortonormalidade impde m = n, ou seja, a soma € feita apenas nos elementos diagonais das
matrizes de cada kernel K. Com a funcdo particio Z calculamos o estiramento médio do sistema.

Primeiramente definimos a matriz Y com elementos

zmzwmmmw»:/@%@waw

Logo, o estiramento médio no sitio [ serd dado por

() = ZTrlO® . CENyc® o) (24)

As interagdes de empilhamento dos proximos vizinhos sdo diferentes, além claro dos potenciais de
Morse. Portanto, cada sitio [ terd um valor de estiramento médio diferente. Para ficar mais claro o
argumento anterior resolveremos a equacao (24) no caso [ = 1 (segundo par de base). Neste caso a

matriz Y ocupard a posi¢io entre as matrizes () e C'®

() = %TT[C’(UYO(Q)C(?’) LL.cW=D o)

3.1.2 Equivaléncia térmica

O método usado para tratar o modelo PB em sequéncias heterogéneas pode ser utilizado
para determinar um indice de equivaléncia, que pode ser correlacionado com as temperaturas de

desnaturacdo medidas experimentalmente [8, 28]. Weber et al. [8] utilizou das propriedades do trago
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a) comportamento gaussiano entre Z,,(A) e w para 4 sequéncias de 10 pares de base contendo 40% a 60%
de pares de base C-G na temperatura de 370 K; b) Comportamento de w4, em funcdo da temperatura para
outras 4 sequéncias com 10 pares de base; ¢) Temperaturas de melting experimentais (7},,) em fun¢do dos
valores de 7 = (wmax)l/ 2 para diversas sequéncias. Figuras retiradas de Weber et al. [8].

para separar as matrizes %), da equacdo (23) em uma soma de duas matrizes
CO =A+AD, (25)

onde ¢ indica a posi¢do entre pares de base vizinhos no duplexo. A matriz A € composta apenas
por elementos diagonais 7,,; onde 7,, sio os autovalores, e ?» - equacdo (16), calculados para
sequéncias homogéneas CG. J4 a matriz A ¢ a diferenca entre qualquer outro préximo vizinho e o
vizinho CG-CG (A®) = C® — A). Em particular, A® para CG-CG é zero [8]. Com isso, a equacio
(23) € reescrita como

Z, = Tr[(A+AD)A+APD) (A +ANDYA + AMY)

= Y Zu(A) =) Tr[M(A®)], (26)

onde M (A“) sao termos contendo w multiplicagdes da matriz A. Se a cadeia for puramente CG
w = N, caso w < N existird pontos no duplexo diferente do par CG. Portanto, o grau w da matriz A
da equagdo (26) representa uma medida de ordenamento na cadeia de nucleotideos. A figura 15a
apresenta os valores calculados de Z,(A) em funcdo de w para quatro tipos de duplexos com

proporcoes de CG entre 40% e 60% na estrutura.

O perfil da curva na figura 15a € claramente gaussiano. Além disso, a forma e o pico maximo
da curva (Wyq,) mudam de acordo com a posi¢ao dos pares de base presentes no duplexo. Isso
demonstra que Z,(A) seria perfeito para comparar sequéncias. No entanto, a fun¢io de parti¢do

possui uma forte dependéncia com a temperatura impossibilitando seu uso desta maneira. Porém,
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Wmaez apresenta pouca variagdo com a temperatura (figura 15b), sendo um parametro interessante

para diferenciar as sequéncias de nucleotideos.

Sequéncias com mesmo tamanho, mas com pares de base em posicdes distintas apresentam
temperaturas de desnaturacdo préximas. A figura 15¢ mostra a dependéncia da temperatura de
desnaturacdo experimental (7,,) em funcio de w,,,, calculado para cada sequéncia. E perfeitamente
claro pela figura 15¢ que sequéncias com wy,,, proximos apresentam temperaturas de desnaturacao
similares. Ademais esta dependéncia € aproximadamente linear com (wmam)l/ 2. Com base nestas
observacgdes foi definido w,,,, como indice de equivaléncia térmicae 7 = (Wmax)l/ 2 como fndice de

melting.

O indice de melting é usado para prever as temperaturas de desnaturacdo. Portanto, para
cada sequéncia i experimental, calculamos um valor 7;(P), onde P é o conjunto de pardmetros de
Morse, D, e empilhamento, k. Deste 7;(P) encontramos um valor de temperatura 7} (P) através
dos coeficientes da regressdo linear do conjunto de pontos (7;(P), T;), onde T; sdo as temperaturas
experimentais. Este conjunto de pontos € dividido em cadeias de mesmo tamanho, como mostrado

na figura 15c¢. Neste trabalho utilizamos dois métodos de predi¢do de temperaturas (77 (P)):

1. Regressdo simples
T’(P) = ag + alT,-(P) (27)

(2

2. Regressao que leva em conta o tamanho da sequéncia
T{(P) = ao(N) + a1(N)7:(P), (28)

onde
ax = boy + by N2 (29)

Os coeficientes a; das equagdes (27) e (28), onde £ = 0 ou 1, s@o os coeficientes linear (ag) e
angular da reta (a,). P € o conjunto de pardmetros de Morse e empilhamento utilizados para calcular
a fungdo parti¢ao [equagdes (16), (23) e (26)] da sequéncia i. Para o DNA o ndmero maximo de
parametros utilizados seriam 12 (2 parametros de Morse e 10 parametros de empilhamento). Por

fim, IV na equacdo (28) é o tamanho do nucleotideo.
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3.1.3 Otimizacao dos parametros

O processo de otimizacdo consiste em minimizar a fungdo mérito

X =Y _[T(P) — T, (30)

onde 7}(P;) é a temperatura de desnaturagdo calculada pela equacdo (27), ou (28), 7; € a temperatura
de desnaturacao experimental e N € o nimero total de temperaturas de desnaturacdo na base de
dados. A procura pelo minimo € feita através do método Nelder-Mead (downhill simplex) [82],
explicado abaixo, e este procedimento € realizado j vezes. Para cada 7, um novo conjunto de
parametros de potenciais de Morse, D, e empilhamentos, k, s@o utilizados, e consequentemente um

novo 2 é encontrado.

A escolha dos novos parametros € feita de maneira aleatéria com base nos valores iniciais
inseridos no programa. Para isso estabelecemos um intervalo de variacdo. Por exemplo, 10% do
valor inicial P, onde P € o conjunto de pardmetros de Morse, D, e empilhamento, k. Ou seja, o

processo de minimizagdo pode se iniciar por qualquer valor contido no intervalo [0.9P, 1.1P)].

O algoritmo de minimizag¢ao inicia-se por um simplex (triangulo /NV-dimensional). Sua forma
varia de acordo com a dimensao analisada. Em uma dimensao o simplex € uma reta, em duas
dimensdes € um tridngulo e em trés dimensdes € um tetraedro [83]. No caso geral o simplex possui
uma dimensao a mais do que o espago de parametros analisado. Em nosso caso particular, o simplex

¢ um tridngulo P-dimensional.

Na figura 16a apresentamos como o processo de minimiza¢do funciona na pratica para um
espaco de parametros bi-dimensional. A regido entre -6 e 6 representa uma fracao do dominio do
espaco dos parametros p; € p que possui a maior probabilidade de encontrar um minimo global. Este
dominio € caracteristico de cada conjunto de dados experimentais, com isso a figura 16a representa
apenas um dentre estes intimeros casos. As regides mais azuis da figura 16a sdo posi¢des de minimos
locais. Apenas em uma destas regides haverd um ponto azul-escuro representando o minimo global.
Ha4 quatro possiveis regides na figura 16a com possibilidades de se encontrar um minimo global.
Com base em referéncias experimentais e/ou tedricas selecionamos os parametros iniciais p,1 € Poa.
Em seguida definimos o incremento extra X, aonde o simplex dard inicio ao processo de minimizagao,
quadrado em sombreado amarelo mostrado na figura 16a. O simplex, neste caso um conjunto de trés
pontos, € escolhido de forma aleatéria dentro do quadrado sombreado. Na figura 16a mostramos

uma destas possiveis escolhas, tridngulo @

Os trés vértices do tridngulo ddo origem a valores de x? diferentes. O método downbhill

simplex compara estes trés valores e descarta o pior deles. O vértice descartado sofre uma reflexao
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Figura 16

a) Processo de minimizagdo. O
quadrado sombreado em amarelo
representa o espago onde o sim-

pior

plex é definido. O tridngulo
representa uma das possiveis es-
colhas de pardmetros iniciais P
para iniciar a minimizagdo da fun-
¢do x2.b) Alguns exemplos de fi-
guras resultantes do processo de
minimizac¢do. Fonte: o préprio au-
tor.

melhor

dentro do dominio procurando um valor menor de y? de forma a reduzir o tamanho do tridngulo,
tridngulos @-@ mostrados na figura 16a. Este procedimento acontece varias vezes até o triangulo
se tornar tao pequeno dentro da regido azul-escuro (figura 16a), posicdes de minimo da fungdo
mérito, que o programa encerra o processo. Ao final do processo obtemos um valor de minimo local
ou, por sorte, global. Por isso, para contornar o problema de minimos locais o procedimento acima é

realizado j vezes.

Em cada minimizacdo j geramos um ponto, onde a coordenada  é o minimo de 2 encon-
trado e a coordenada y sdo os parametros de empilhamento, %k, e Morse, D. Ao final da j-ésima
minimizac¢do teremos j pontos. A partir destes j pontos fazemos um plot dos valores de y? em
funcao do parametro. Utilizamos estas figuras para identificar a presenca de outliers. Pontos de dados
que se diferenciam significativamente dos demais em um conjunto de dados. Eles sdo observacoes
que estdo muito distantes da maioria dos outros pontos. Na figura 16b mostramos alguns exemplos
de figuras resultantes do processo de minimizacao. No grafico ex-4 apresentamos um exemplo

contendo um outlier.

Os parametros finais mostrados nas se¢des 4 e 5 sdo do menor x? encontrados pelas j mi-
nimizacdes. Além do mais, avaliamos a influéncia do erro experimental nas nossas andlies. Para
isto, realizamos uma nova minimizac¢ao variando as temperaturas experimentais, onde o intervalo X
de variacdo das temperaturas € igual a média das incertezas registradas nos artigos experimentais
de UV melting. Ao final avaliamos o quanto o valor do x? se desviou do valor encontrado anteri-
ormente. A incerteza mostrada nos graficos e tabelas de cada parametro das se¢des 4 € 5 sdo os
desvios padrdes sobre todas as minimizagdes j referentes a influéncia do erro experimental em cada
parametro. Adicionalmente, nds utilizamos também outras fungdes para determinar a qualidade das

temperaturas preditas que € a diferenga média entre as temperaturas experimentais e calculadas

1,
<AT>=N;|TZ»—TA 3D
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e o desvio quadritico médio

1 & 2
ATgrys = N Z[Tl/ -T2 = \/% = (X?) (32)

i=1

Na secdo seguinte apresentamos o modelo de proximos vizinhos. Este modelo calcula
temperaturas de desnaturagdo a partir das grandezas termodinamicas de entalpia, A H, entropia, AS,

e energia livre de Gibbs, AG, totais dos duplexos.

3.2 Modelo de préximos vizinhos

O modelo de préximos vizinhos, do inglés nearest neighbors (NN), € baseado no conceito
que a estabilidade da dupla fita é determinada por interacdes entre um par de bases e seu par de bases
vizinho. Este modelo foi desenvolvido em 1971 por Tinoco et al. [42] e mais tarde aperfeicoado por
Breslauer et al. [84]. De acordo com o modelo NN, os valores termodindmicos consistem de trés
termos. O primeiro termo é a mudanga de energia livre para o inicio de formagao do duplexo. As
bases terminais estdo parcialmente expostas ao solvente. Portanto, a formagao do primeiro par de
base afeta a estabilidade da dupla hélice. Esta energia livre de iniciacdo depende do par de base
inicial, pois no DNA, por exemplo, CG faz trés ligacdes de hidrogénio, enquanto AT faz apenas
duas ligagdes. O segundo termo € a soma das mudancas de energias livres das interagdes entre o
par de base e seu par de base vizinho. Ha 10 tipos de NN can6nicos para DNA/DNA ou RNA/RNA
e 16 tipos de NN para o hibrido DNA/RNA. A redug¢do do nimero de préximos vizinhos para
hélices duplas de DNA ou RNA foi apresentado na capitulo 2, pigina 31, e uma representacdo das
16 possiveis combinagdes esta na figura 4c. O terceiro termo € associado a diferenca de simetria
entre fitas auto-complementares (AC) e fitas ndo auto-complementares (NAC). Assim, a mudanga

de energia livre total (AG37) para formacao do duplexo em 37 °C é
AG37(0a1) = AG 37(iniciar) + Z niAG37 vn () + AG37(simetria) (33)

onde, AG'37 nn(;) € a mudanga de energia livre padrio para os 10, DNA/DNA ou RNA/RNA, ou
16, DNA/RNA, possiveis NN. Por exemplo, o dimero AT-AT para o DNA seria AGs7 ar—ar. n; €
o nimero de repeti¢des de cada NN na sequéncia, AG'37(iniciar) € 0 fator de iniciagdo e como dito
anteriormente, depende de qual par de base inicia a cadeia de nucleotideos. AGs7(simeuia) = 0.43
kcal/mol se o duplexo é AC e 0 se o duplexo € NAC. Todos os valores de AG'3; da equacdo (33)
para solugdes diluidas (H2O + tampao), ou AS e AH, sdo tabelados e possuem um pequeno desvio

em relacdo aos dados experimentais [78, 85, 86].
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/AC Sequence Same Duplex\ Different Duplex NAC Sequence\
a) ASpica 5.8 b)sg 33 DSl
G=C NN G=C G=C
5 CGCGCGCGC 3 =G C=G A=T 5 GCAGTTCGTCB‘
3 CGCGC'GCGCGC 5 g=¢ M Azl &6 3 GTCA‘AGCAGA 5
G=C T=A # A=T
=G o) T=A " A=T
C=G,G=C ,C=G,G=C;C=G, G=C,C=G, G=C , C=G , G=C ; C=Q G=C C=G C=G G=C ,G=C , C=G , A=1 ,G=C . I=A , [=A , C=G  G=C , I=A ,C=G
(68 +E6 BB+ BoE+ BB +BE+ EEB+ BG-GB+ BE6 B8 o=e D ¢=¢ & [BEEE R0 BT - R+ A+ I+ R TR+ LB R
¢ G=G (%EG =G
G=C =A C=G
ASyy = 6ASce.cc + 5AScc.co 35 E 35 35 ASyy = BSce.ce + BSce.ce + BSce.ar + 28Sarce + 28Sar.cot ASar.art
L ¢ 20Sgcart ASce.ce
two possible states one possible state
N DSurera=RING/  \ASqmea = RIN(L=0 J
Figura 17

Esquema de funcionamento do modelo NN. a) fitas auto-complementares (AC) e b) fitas ndo auto-
complementares (NAC). Fonte: o préprio autor.

O modelo NN ¢ utilizado para calcular pardmetros termodinamicos (AG, AH, AS eT,,) do
duplexo. Sabendo que a concentracio total de fitas, Y, é diretamente proporcional a 7},,, podemos

normalizar C; por duas maneiras:

e Usar os valores medidos de AG ou AH e AS, fornecidos pelos artigos, para calcular a

temperatura 7;,, na concentra¢do C; desejada.

e Estimar os valores de AG ou AH e AS através da equagdo (33), e em seguida calcular a

temperatura 7,,, na concentracdo C; desejada.

Para isso utilizamos as equagdes (8) apresentadas na secdo 2.1.

Na figura 17, apresentamos dois exemplos de como o modelo NN calcula 0 ASy, de um
duplexo para as fitas AC e NAC. O termo de simetria tem origem entrépica relacionado aos estados
possiveis do sistema. Utilizando a rela¢do definida por Boltzmann, AS = RInf2, onde {2 € o nimero
de estados do sistema, podemos obter as varia¢des de entropia ASginenia relativas a simetria do
sistema. Para sequéncias AC, ASgneuia € diferente de zero, pois a sequéncia codante é idéntica a
complementar. Na figura 17, indexamos a sequéncia codantel de azul e a sequéncia complementar
de vermelho para mostrar de onde vem este valor de entropia. No caso AC, figura 17a, ndo importa
qual fita € a codante e qual € a complementar, pois obtemos o0 mesmo duplexo e observamos dois
estados possiveis para o sistema. Para NAC, figura 17b, a fita que definimos como codante importa,
pois os duplexos sio diferentes e, neste caso, existe apenas um estado. A Siy;cia € calculado para cada
par de base CG ou AT presente no nucleotideo, ja ASxy € associado a cada dimero especifico da
sequéncia, figura 17. Ao somar todas as contribui¢des de entropia, chegamos a variagdo de ASiy
do duplexo. A mesma andlise € aplicada para o célculo do pardmetro A H,y,. Uma vez encontrados

ASio € AHom, calculamos as temperaturas de desnaturacdo 7,,, por meio das equagdes (8).

A otimizacdo dos parametros da equacdo (33) € feita de maneira similar ao apresentado na
secdo 3.1.3 para o modelo Peyrard and Bishop [43], discutido na secdo anterior. No entanto, diferente

do modelo PB, no modelo NN, os pardmetros otimizados sdo os parimetros termodindmicos A H
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e AS referente aos proximos vizinhos que compdem o conjunto de sequéncias estudado. Ja as

temperaturas preditas sdo calculadas pelas equacdes (8) apresentadas na secdo 2.1.

Nos capitulos seguintes, apresentaremos os projetos estudados durante o doutorado. O
primeiro projeto apresentado foi chamado de DNA mediado por metal, cujo, apresentaremos e

discutiremos todas as analises realizadas neste trabalho.
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4 DNA mediado por metal

Neste capitulo, apresentaremos a revisao bibliografica e os resultados do primeiro projeto,
intitulado DNA mediado por metal. Na préxima subse¢do, apresentaremos uma revisao bibliografica
sobre esse tipo de DNA. Nessa parte incluimos estudos experimentais e tedricos. Apds isto, apresen-
tamos nossos resultados, conclusdes e perspectivas futuras. No apéndice A, tabelas 21 e 22, estdo as

sequéncias encontradas na literatura e utilizadas neste projeto.

4.1 Revisao bibliografica

DNA mediado por metal (M-DNA) é um tipo de DNA na qual a ligacdo de hidrogénio
€ substituida por um fon metdlico entre as bases nitrogenadas (figura 18). Além de melhorar a
estabilidade térmica do duplexo, hd uma melhora nas propriedades eletromagnéticas em relacao ao
DNA Watson e Crick tipo B (DNA WC tipo B), discutido na secao 2.

Apos a defini¢do da estrutura de dupla hélice do DNA, vérias ddvidas surgiram sobre sua
estabilidade. Dentre elas, como outros metais, além do sédio (Na™), afetam a estrutura do DNA,
uma vez que a presenca de sddio na célula € essencial para formagdo do duplexo de DNA. Assim,
entre a década de 50 e 90, diversos estudos foram realizados de UV melting do DNA em solugdo
com outros metais sob diferentes concentragdes [36, 39, 87-90] tanto que, em 1962, Eichhorn [36]
descobriu que alguns metais estabilizam e outros destabilizam o duplexo de DNA. A relacdo entre
estabilidade e instabilidade se deve a concentragdo do metal na solucdo, e a partir de um certo limite,

particular para cada fon metdlico, a estabilidade do duplexo fica comprometida.

Experimentos com merctrio (Hg?") em solugdes com alta concentracdo de AT e com prata
(Ag™) em solugdes com alta concentra¢do de CG sugeriram que ambos se ligam entre as bases
nitrogenadas [87, 88]. No entanto, isso era apenas uma proposta baseada nos experimentos de UV

melting, e eles ndo tinham exatamente uma ideia de aonde o metal se encaixava no DNA. Até que

as ligacdes de hidrogénio. As esferas em verde representam os ions
metélicos que substituem as ligacdes de hidrogénio por ligacdes
\- - covalentes mediadas por metal (figura retirada de Aich et al. [9]).

5
“-“7# «/{?% ﬁ% Figura 18
%' g" Representacgdo tedrica de uma fita de DNA com metais substituindo
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Figura 19

Configuracdes possiveis de Agt e Hg?* que se ligam covalentemente as bases nitrogenadas do DNA. As duas
figuras acima s@o do caso WC e as duas figuras abaixo sdo do caso WC reverso. R significa desoxirribose.
Fonte: o préprio autor.

em 1963, para o Hg?", Sidney propds que o nitrogénio N3 da timina fosse desprotonado, formando
a ligacdo covalente T-Hg(II)-T [91]. Esta duvida foi finalmente resolvida em 1985 por E. et al. [92],
através de experimentos de ressonancia magnética nuclear (NMR), onde descobriram que Hg(II)

realmente substitui a ligacao de hidrogénio [40] (figura 19).

Em solugdes com pH alto, foi proposto que Ni%*, Zn?* e Co?" se ligam ao duplexo de
DNA, formando M-DNA [9, 63, 93, 94]. Entretanto, estudos posteriores mostraram que iSSo nao
acontece [45, 95]. No caso do Ag™, foi confirmado em 2008 por Ono et al. [17] que o Ag™ forma
a ligag¢do covalente C-Ag™-C(figura 19). Semelhante a T-Hg>"-T, o par C-Ag™-C causa pouco ou
nenhum impacto na conformacdo da dupla hélice de DNA [95, 96].

Os pares de base TT e CC mencionados acima sao chamados mismatches. Mismatch (MM)
€ um defeito do nucleotideo (DNA ou RNA) que ocorre quando duas bases ndo complementares se
alinham, formando um par de bases no nucleotideo. MMs podem aparecer durante o processo de
duplicagdo de DNA e através de influéncia de mutagénicos quimicos, fisicos ou biolégicos [72]. Além
do mais, os MMs produzem alteragdes na estrutura e estabilidade da dupla hélice, especialmente na
proximidade do local do MM. No entanto, na presenca dos fons metalicos Ag* e Hg?" os pares de

bases CC e TT sao estabilizados, por exemplo.

Em resumo, hd metais que preferem:

1. se ligar ao grupo fosfato (alcalinos e alcalinos-terrosos);
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2. metais que se ligam entre as bases nitrogenadas (Ag(I) e Hg(Il)), figura 18);

3. outros que se ligam em ambos os componentes com afinidades na ordem Co(I)~Ni(Il) <
Mn(II)~Zn(II) < Cd(II) < Pb(II) < Cu(II) [38, 39].

Assim, para as bases naturais (A, T, C e G), apenas Hg*" e Ag™ se ligam ao DNA formando
M-DNA, sem alterar a conforma¢ao do DNA WC tipo B[45, 97]. Com isso, a partir dos anos 2000,
comecgou a se sintetizar bases nitrogenadas artificiais com propriedades fisico-quimicas semelhantes
as naturais. Estas bases t€ém a propriedade de formar estruturas de coordenagao tanto com as bases
naturais quanto com as artificiais que estabilizam, além de Hg2+ e Ag™, outros metais na estrutura do
DNA [37, 40, 98—-100]. Atualmente, os estudos da area se concentram em sintetizar uma molécula de
DNA com um metal por par de bases, constituida inteiramente por bases naturais (ou Ag, ou Hg e ou
ambos) ou por uma mistura artificial-natural junto com natural-natural [40, 101] (figura 18). Além de
novos experimentos de M-DNA UV melting com CC e TT [14, 21, 22, 37, 44, 45, 95, 97, 102-113],
foram realizados estudos de Hg(I) e Ag(I) com outros MMs [37, 45, 95, 102-104, 108—111], no
qual apenas CT teve uma mudanca aprecidvel na temperatura de desnaturacio na presenca de Hg(II)
ou Ag(I). Embora, este aumento de temperatura seja bem menor quando comparado com o MM
CC na presenca de Ag(I) ou o MM TT na presenca Hg(Il), este resultado sugere a formacao do
par C-Ag(I)-T e C-Hg(II)-T WC, onde o metal M (M=Hg(II) ou Ag(I)) ocupa a posi¢ao T(N3)-M-
(N3)C [37]. No caso especifico para o Hg(II), Schmidt et al. [10] identificou esta ligacdo em um
duplexo de DNA com dois MMs CT separados por 6 pares de base, e além disso, observou um
segundo tipo de ligacdo C-Hg(II)-T na qual a hélice muda para a conformagdo WC tipo A (figura 20
dupla hélice em azul), onde o metal ocupa a posicdao T(N3)-Hg(II)-(N4)C. A razdo entre as duas
conformagdes é de 3:1, predominando a hélice de tipo B. Entretanto, em situagdes favordveis a
formacao da hélice tipo A, como cristalizacdo, desidratacio e sequéncias ricas em pares de base GC,
a coordenacdo T(N3)-Hg(II)-(N4)C passa a ser dominante. Quanto a C-Ag(I)-T, ndo hé registros

deste par de base por outras técnicas experimentais.

Kondo et al. [12] conseguiram sintetizar em 2017 um nanofio de DNA WC tipo B com um
atomo de Ag(I) por par de base (figura 22b). A ligacao C-Ag(I)-C é como mostrado na figura 19a.
A distancia Ag(I)-Ag(I) determinada foi em média de 3.2 A e a distancia entre o nitrogénio N3 da
citosina e o Ag(I) foi de 2.3 A.

Wang et al. [114] propuseram uma possivel estrutura para C-Ag™-C com uma ligagdo
N3-Ag"™-02, onde o nitrogénio N4 da citosina é desprotonado. No entanto, experimentos de
NMR realizados por Dairaku et al. [16] encontraram uma estrutura semelhante ao da figura 19a.
Experimentos de raio x em cristais de N*-hexilcitosina [115] levantaram mais questdes em relacdo ao

tipo de estrutura para C-Ag™-C. Os autores encontraram uma estrutura parecida com a da figura 19c,
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k=43+06s"

k,=88+09s"

Figura 20

Configuragdes do par C-Hg-T. O duplexo em cinza do lado esquerdo é de conformag@o tipo B e a ligacdo com
o Hg(Il) € T(N3)-Hg(II)-(N3)C;O duplexo em azul do lado direito é de conformacio tipo A e a ligacdo com o
Hg(II) é T(N3)-Hg(II)-(N4)C. Figura extraida de Schmidt et al. [10]

A =]
DMAZ
12345678 ‘_\---4«" :\ ¥, Figura 21
5-GGTCGTCC3 5-}_”. g %, Estruturas de Hg?T encontradas por Liu et al. [11].
3,_‘|: Cl T é é . (!,. :;_ 5 ?g Sl a7 a) Sequéncia principal e complementar, os pontos
8 706 5 403 - 6" vermelhos mostram a localizagio do {on metdlico. b)
c A conformagio detalhada do par T-Hg?*-T com os
P o | : . J\ fons metdlicos em vermelho. ¢) Visdo esquematica
{_'-"{;.” j:' \“r.‘I E':K_N-*-'\)’ :L."T\N mostrando em detalhes a intera¢do dos mismatches
N ~'\O_,-O E' ey IrN-"%O Hgll "g' ey T com o fon Hg?*. Todas as figuras foram retiradas
o Aol e de Liu et al. [11].

entretanto, devido ao angulo de tor¢@o entre as citosinas apenas a ligacao de hidrogénio O—H-N foi
visualizada. Além disso, foram observadas interagdes interplanares entre os fons Ag™. Logo, exitem

vérias dividas em relagdo ao tipo de estrutura formada pelo par C-Ag™-C.

Experimentos de NMR e difracdo de raio X com dois MMs TT na presenca Hg(II) (figura 22¢)
realizados por Yamaguchi et al. [14], confirmaram que a conformacado da hélice € WC tipo B, onde
a ligacao T-Hg(II)-T € como mostrado na figura 19b. A distancia Hg(I)-Hg(II) determinada foi
de 3.3 A, e a distAncia entre o nitrogénio N3 da timina e o Hg(II) foi de 2 A. Resultados similares
foram encontrados por outros estudos de NMR e raio X [19, 21, 22]. No entanto, experimentos de
raio X realizados por Liu et al. [11] em um duplexo com dois pares TT separados por dois pares CG

encontraram as estruturas O2—-Hg?*—N3 e N3-Hg?"—04 mostradas na figura 21.

Em 2019, Ono et al. [13] sintetizaram um nanofio de DNA com um dtomo de Hg(II) por par
de bases (figura 22d). No entanto, o nanofio de Hg(II) ndo contém nenhum par de base tipo WC, e
as citosinas sdo coordenadas por uma molécula de H,O. Ademais, o nanofio de Hg(II) possui quatro
atomos de mercurio que formam um alinhamento tipo espiral que se repete ao longo da estrutura do

M-DNA, completamente diferente do alinhamento unidimensional do nanofio de Ag(I) (figura 22b).
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Figura 22

Estruturas de M-DNA resolvidas experimental-
mente. a) nanofio de Ag(I) com um 4tomo de Ag(l)
entre as bases nitrogenadas. Figura extraida de
Kondo et al. [12]. b) nanofio de Hg(II) as esferas em
cinza sio os &tomos de Hg(Il) e as esferas vermelhas
sdo oxigénios da molécula de H2O. Figura extraida
Ono et al. [13]. ¢) Duplexo de DNA com dois ato-
mos de Hg(II) em vermelho entre os mismatches TT.
Figura extraida de Yamaguchi et al. [14].
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Estudos tedricos de DNA mediado por metal se concentram principalmente em duas dreas:
Teoria do Funcional Densidade (DFT) [16, 115-125] e Dindmica Molecular [126, 127]. Nes-
tes estudos, os autores encontraram estruturas para C-Agt-C [16, 115, 117-122, 126, 127] e
T-Hg?"-T [116, 125] semelhantes aos resultados experimentais apresentados. Outros metais como
Cu?T [122],Au’ [118, 122],Zn?* [123, 124],Co?* [124] e Fe** [124] foram propostos para formar
M-DNA com as bases naturais, mas experimentalmente isto nao foi observado[95].

Como ndo ha estudos tedricos utilizando modelos mesoscépicos de M-DNA com bases
naturais, iremos focar inicialmente nesta parte. Por isso, ndo discutiremos em detalhes o M-DNA
com bases artificiais neste texto. Logo, estudaremos a estabilidade térmica do M-DNA com bases

naturais através dp modelo estatistico de Peyrard-Bishop [43].

Nas se¢Oes seguintes, apresentaremos toda a metodologia empregada no estudo de DNA
mediado por metal. Nosso foco foi nos caso C-Ag*-C e T-Hg?"-T, que possuem mais sequéncias
disponiveis na literatura. Primeiramente, abordaremos como foi a coleta de dados e os procedi-
mentos de minimizagdo com o modelo PB. Em seguida, discutiremos os resultados. Por dltimo,

apresentaremos nossas conclusdes e perspectivas futuras.

4.2 Coleta e preparacao dos dados

Notacao Usaremos a notacéo usual para os pares ndo-candnicos do DNA CC e TT. Os empilha-
mentos entre as bases serdo representados por um (par de base 1)-(par de base 2). Como exemplo,

utilizaremos o mismatch CC e o par candnico AT, correspondente ao dimero 5’-CA-3’/3’-CT-5’
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Dados mismatch  presenca de metal N  Morse (D) empilhamento (k)
AT-CC(18) CC-AT(12 CC-CC(1
C-Agt-C +Ag 22 ceed CC—CG((IO)) CC—GC((6)) .
CC
AT-CC(16) CC-AT(12 CC-CC(1
CC-CTRL -Ag 21 CC(23) CC-CG((IO)) CC-Gé(6)) M
AT-TT(26 CG-TT(14) GC-TT(16
T-Hg?*-T +Hg 34 TTGO) TA-TTE]4)) TT—TT((15)) o
TT
AT-TT(21 CG-TT(9 GC-TT(11
TT-CTRL —Hg 24 TT(30) T A-T"IE(9)) TT—TT((S)) an
cc@s) AT-CC(18) AT-TT(27) CC-AT(13)
CC-CC(1) CC-CG(10) CC-GC(6)
C-Agt-CIT-Hg?>*-T CCeTT +Age +Hg 57
TTG1) CC-TT(1) CG-TT(14) GC-TT(16)

TA-TT(14) TT-TT(15)

Tabela 1

Resumo dos pares de base e proximos vizinhos associados aos pardmetros analisados. Na coluna [V, apresen-
tamos o ndmero total de sequéncias extraidas da literatura de cada base de dados. Os sinais + € — ao lado do
atomo metdlico indicam, respectivamente, a presenca e a auséncia do dtomo Ag ou Hg entre os mismatches.
O ndmero n entre parénteses, nas colunas Morse e empilhamento, informa a quantidade de vezes que cada
parametro aparece em nossa base de dados.

sera representado por CC-AT. Devido a condi¢des de simetria o par CC-AT € igual ao par TA-CC

reduzindo o nimero de parametros utilizados em nossas anélises.

Para diferenciar entre a presenca ou auséncia de metal, Ag™ ou Hg?" , no duplexo utiliza-
remos a seguinte nota¢ao: sequéncias na auséncia de metal serdo chamadas controle CC-CTRL e
TT-CTRL; sequéncias na presenca dos metais serdo chamadas C-Ag™-C e T-Hg?"-T , que é uma

notacdo comum nesta area.

Dados de temperatura de desnaturacao Extraimos sequéncias de DNA mediado por metal
da literatura [10, 14, 17, 21, 37, 44, 45, 95, 97, 97, 102-111, 128, 129, 129]. Inicialmente, obser-
vamos os tipos de primeiros vizinhos presentes nestas sequéncias de M-DNA com os MMs: CC e
TT (com e sem metais - M: Ag ou Hg), diferentes dos pares candnicos. Com isso, identificamos
os parametros de stacking, k, para minimizarmos, além do potencial de Morse, D, entre as bases
nitrogenadas dos MMs. Todas as sequéncias utilizadas apresentam um MM intermediado, ou ndo,
por um atomo metalico. Na tabela 1, apresentamos a quantidade de sequéncias extraidas da literatura

e os parametros a serem estudados proximos a regido dos MMs.

Notamos que algumas sequéncias tinham concentra¢des de duplexos diferentes. Mas, como
dito anteriormente, as regressoes lineares, equagdes 27 e 28, exigem que as sequéncias dos du-

plexos possuam a mesma concentracao. Dessa forma, utilizamos o modelo de préximos vizinhos



64

Parametero CC-CTRL Parametro TT-CTRL

Dcc 2.28 meV Dt 5.06 meV

kAT—CC 0.33 eV/nm2 kAT—TT 4.32 eV/nm2
kCC-A’l‘ 0.75 CV/I’IHI2 kCG-TT 1.78 eV/nm2
kcc.ce 2.28 eV/inm?  kgeorr 0.60 eV/nm?
kce.co 0.41 eV/mm?  krarr 2.68 eV/nm?
kcc.ge 1.20eV/nm2  krrrr 4.37 eV/nm?

Tabela 2
Parametros k e D iniciais utilizados para as minimizagdes das sequéncias CTRL.

(subsec¢do 3.2) para normalizar a concentracdo de todas as sequéncias. Como referéncia, usamos
as concentracdes de duplexos que mais se repetiam em cada conjunto de dados experimentais,

separados de acordo com o0 MM observado.

Além das sequéncias e concentragdo de duplexos, retiramos dos artigos a temperatura de
desnaturagio e a concentragdo de sal (Na™). A concentragéo de sal mais comum nos experimentos é
de 100 mM. No caso de valores diferentes, aplicamos a equagdo (22) do artigo [130] para normalizar

a concentracdo de sal de todas as sequéncias para 100 mM.

4.3 Procedimento de minimizacao

Os procedimentos das minimizag¢des para as sequéncias controle, CC-CTRL e TT-CTRL,
foram iguais aos descritos na subsecao 3.1.3. Como valores iniciais, utilizamos os da referéncia
Oliveira et al. [15], mostrados na tabela 2. No entanto, o procedimento das sequéncias C-Ag™-C,
T-Hg?"-T e C-Ag"-C IT-Hg*"-T foram um pouco diferentes das sequéncias CTRL.

CTRL Para as sequéncias controle encontramos um problema, onde alguns parimetros tendiam
para zero. Um dos desafios é que, uma vez que um parametro chega a zero, ele tende a permanecer-
nesse valor durante as minimizacgdes subsequentes. Isso pode resultar em valores sub-6timos para os
demais parametros. Entretanto, ndo podemos simplemente descartar esses valores zero, especialemte
considerando que MMs possuem valores muito pequenos de potenciais de Morse D e empilhamento
k. Para assegurar que os valores proximos a zero nao sejam artefatos algoritmicos, identificamos
0s parametros que iam para zero € os substituimos pelo valor inicial da referéncia Oliveira et al.
[15] Em seguida, repetiamos todo o processo com uma mistura de parametros optimizados, nao
nulos, e aqueles que foram artificialmente alterados. Apenas trés parametros do conjunto CC-CTRL
(CC, AT-CC e CC-CC) e um parametro do conjunto TT-CTRL (TT-TT) apresentaram tal problema.
Se ap6s muitas rodadas de minimizagdes 0 parametro permanecia em zero, isto sugeria que esse

era, de fato, seu valor otimizado. Ap0s essa etapa, realizamos mais trés rodadas de minimizacoes,
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Parametro = C-Agt™-C  ParAmetro  T-Hg?*-T

Dcc 100.91 meV Dyt 78.63 meV
kAT—CC 1.86 eV/nm2 kAT—TT 6.36 eV/nm2
kcc-ar 8.55eV/mm?  kcgorr 2.29 eV/nm?
kce.ce 0.03eV/nm?  kgerr 3.46 eV/nm?
kce-cg 0.92eV/nm?  kpatr 3.97 eV/nm?

2 2

kce.ge 0.42 eV/nm krrrr 0.69 eV/nm

Tabela 3
Parametros k e D iniciais obtidos da optimizagéo preliminar e utilizados na primeira rodada de minimizagdes
de C-Agt-C e T-Hg?*+-T.

sempre usando os parametros da rodada anterior como valores iniciais. Os conjuntos CC-CTRL e
TT-CTRL foram otimizados separadamente. Cada rodada de minimizagao foi realizada 1000 vezes.
Posteriormente, uma quarta e tltima rodada de minimizacao foi realizada para avaliar a influéncia
do erro experimental nos novos pardmetros, como descrito na subsecdo 3.1.3. N6s utilizamos uma
incerteza de 0.6 °C para as sequéncias controle, valor obtido das médias das incertezas dos valores

de temperatura de desnaturacao das sequéncias extraidas da literatura.

C-Ag"-C e T-Hg?"-T Na rodada preliminar, juntamos os conjuntos de sequéncias TT-CTRL
com T-Hg?"-T e CC-CTRL com C-Ag™-C. Variamos apenas os pardmetros contendo um metal por
MM enquanto mantivemos os parametros de controle fixos. Esta rodada preliminar possui o efeito
pratico que todas as temperaturas de desnaturacdo sdo forcadas a seguir os mesmos parametros
de regressio das equagdes (28). Dessa maneira, os parAimetros de C-Ag™-C e T-Hg?"-T assumem
valores que possuem alguma referéncia com os parametros controle (tabela 3). Utilizamos esta
abordagem apenas para obter parametros iniciais para C-Ag*-C e T-Hg?*-T. Em sequida, realizamos
trés rodadas de otimizacdes de C-Ag™-C e T-Hg?*-T separadas das sequéncias CTRL. Para a tltima
rodada, seguimos 0 mesmo procedimento que a ultima rodada de otimizagdo para as sequéncias
controle (CTRL), assumimos uma incerteza de 0.6 °C para avaliar a influéncia do erro experimental

em nossos resultados. Cada rodada de minimizag¢des também foi executada 1000 vezes.

C-Ag"-C |T-Hg?*-T  Ap6s realizar as minimizagdes para C-Ag™-C e T-Hg?*-T, ficamos interes-
sados em saber como uma hélice de DNA se comportaria ao conter simultaneamente os metais Ag™
e Hg?". Infelizmente, encontramos apenas uma tnica sequéncia que continha ambos os metais [128].
Nesse caso, nossa abordagem foi estimar o parametro de empilhamento CC-TT, que representa
a interagfo entre os dois metais. Para isso, combinamos os conjuntos C-Ag™-C e T-Hg?"-T em
um unico conjunto e incluimos a sequéncia contendo o dimero CC-TT (tabela 1). Como realizado
para os metais C-Ag™-C e T-Hg?*-T, analisados de forma separada, o efeito pratico consiste em

forcar a regressao da sequéncia CC-TT a seguir os mesmos parametros de regressdo das sequéncias
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regressdo por tamanho da sequéncia

antes da primeira minimizacdo  depois da dltima minimizag¢ao

Conjunto de dados (AT (°C) (X% (°C?) (AT) (°C) (%) (°C?)
CC-CTRL 3.57 38.98 1.24 2.79
C-Ag*-C 3.33 26.13 1.86 5.05
TT-CTRL 6.36 95.39 1.79 6.01
T-Hg*+-T 3.80 35.71 1.35 277

C-Ag™-C IT-Hg?*-T 2.32 10.44 2.32 10.44

Tabela 4

Comparagio entre os (AT e (x?) antes da primeira e ap6s a Gltima minimizagio na presenca e auséncia
de metal. Para ficar mais fcil de compararmos os resultados, normalizamos o valor de x? dividindo-o pelo
nimero de sequéncias N mostrados na tabela 1.

C-Ag"-C e T-Hg?"-T. Realizamos apenas uma rodada de minimizagio, executada 1000 vezes,
mantendo os parametros de Morse, D, e empilhamento, k, ajustados para as sequéncias com 0s
metais Ag™ e Hg?*, com valores fixos aos encontrados na subsecdo 4.4 (figuras 23 e 24). Utilizamos
um valor inicial genérico de 2.5 eV/nm? para o parimetro de empilhamento CC-TT. O objetivo
dessa otimizagdo era procurar especificamente o empilhamento CC-TT que representasse a interagcao
entre Ag™ e Hg?".

4.4 Resultados

As rodadas de otimizagdo foram independentes para T-Hg?"-T e C-Ag™*-C, assim como
para suas respectivas sequéncias controle. No total, quatro rodadas com 1000 condi¢des iniciais
diferentes foram realizadas, como descrito na subsecao 4.3. Os parametros de qualidade finais estdo
descritos na tabela 4. Os valores médios encontrados, (AT, diferem entre 1.24 °C e 1.79 °C dos
valores experimentais. Estes valores estdo dentro da faixa de erro experimental dos aparelhos de

medicao, o que indica que nossos resultados estdo muito bons.

Na figura 23 mostramos os potenciais de Morse otimizados. O pardmetro D de TT-CTRL é
de alguma forma menor do que seu valor inicial TT? que foi obtido da referéncia Oliveira et al. [15].
O parametro D de CC-CTRL é também menor do que o valor CC?, apesar de maior que o valor de
TT. No entanto, ambos os valores sdo muito menores quando comparados com os pares de base
canonico AT e CG. Portanto, ndo € possivel dizer com estes resultados que o par CC € mais estdvel

que o par TT.

A adi¢io de Hg*" entre o par TT aumenta enormemente o valor do potencial de Morse D.
Esse aumento € muito maior do que qualquer configuracdo de TT conhecida [15] (drea sombreada)
e aproximadamente 4/5 do potencial de Morse D do par CG (70meV) [28]. Isto deixa evidente

que T-Hg?*-T € estabilizado por um Hg?" entre os MM TT. Para entender este resultado, vamos
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Figura 23

Profundidades médias do potencial de Morse D calculadas para C-Agt-C , T-Hg?*-T em azul e seus
respectivos controles em vermelho. As barras de erro sdo os desvios padrdes da tltima rodada de minimizacdes.
Os valores de semente para os mismatches TT* e CC sio mostrados em cinza. As setas tracejadas indicam as
mudancas devido a adicdo de cations. A drea sombreada mostra o intervalo minimo e maximo para potenciais
de Morse para todos os tipos de mismatches TT e CC da referéncia Oliveira et al. [15]

discutir brevemente T-Hg?**-T. Foram propostas trés configuragdes: N3—-Hg?*-N3, O2-Hg?>"™-N3 ¢
N3-Hg?*-04. A estrutura N3-Hg?*—N3 possui os 4tomos de oxigénio opostos um do outro, isto
¢ suficiente para manter a forca de repulsio entre eles ndo tao forte, o que explicaria o alto valor
de D encontrado (figura 23). Entretanto, as estruturas O2-Hg?"—-N3 e N3-Hg?"—~04 também sdo
possiveis. Infelizmente, nosso modelo ndo permite identificar qual a estrutura, apenas aponta para a

estrutura que apresenta a ligacdo mais forte entre os pares.

A adi¢do de Agt também aumenta o potencial de Morse D do par CC (figura 23). Porém,
este aumento é bem menor do que T-Hg?*-T, aproximadamente 2/3 do potencial de Morse D do
par AT (34 meV). Isso sugere uma estrutura similar 8 N3—-Ag™-N3. O valor mais baixo é por causa
da proximidade dos grupos amina no C-Ag™-C, resultando em grandes angulos de tor¢do. Outros
tipos de estruturas foram sugeridos, como por exemplo, a configuragio N3—-Ag™—02, que possui
uma ligacdo de hidrogénio adicional. No entanto, essa possibilidade é improvével devido ao valor

moderado do potencial de Morse D encontrado.

A partir dos resultados do potencial de Morse D, figura 23, ndo h4 divida de que T-Hg?*-
T é estabilizado por uma liga¢do planar entre os pares de base, enquanto para C-Ag™-C, ndo
podemos fazer tal afirmacdo. Entdo o que explicaria o aumento na temperatura quando Ag™ é

adicionado? As primeiras sequéncias apresentadas na tabela 21 do apéndice A ddo pistas do que
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Figura 24

Interacdes de empilhamento médias k calculada para (a) T-Hg?T-T e (b) C-Ag™-C como pontos azuis.
Os pontos vermelhos sdo os controles (a) TT-CTRL e (b) CC-CTRL. As barras de erro sdo os desvios
padrdes da ultima rodada de minimizagdes. A drea sombreada mostra o intervalo minimo e maximo para os
empilhamentos dos mismatches TT e CC da referéncia Oliveira et al. [15]

pode estar acontecendo. Ha 6 sequéncias de mesmo tamanho com um MM central CC, onde apenas
os proximos vizinhos mudam. Para o trimero central ACA/TCT, hd um aumento de 10 °C, enquanto
para o CCG/GCC, o aumento € apenas 2 °C. Esta grande diferenca indica que os proximos vizinhos
tétm um papel importante na estabilidade. A interacdo de préximos vizinhos é modelada pela
constante %, equacgdo (11), que estd associada com a interacdo de empilhamento. Nossos resultados
para as constantes de acoplamento k sdo mostradas na figura 24 tanto para T-Hg?"-T quanto para
C-Ag"-C. De forma marcante, a interacdo de empilhamento mais alta € do préximo vizinho CC-AT,
presente exatamente no trimero ACA/TCT. Interessantemente, o proximo vizinho AT-CC do trimero
ACA/TCT possui uma interacdo muito fraca. A interacdo CC-CC, dois MMs consecutivos CC, é
praticamente inexistente, o qur indica que o aumento de estabilidade € devido as liga¢gdes planares
entre as bases com o fon de Agt no centro. Liga¢des interplanares foram preditas por DFT e
observadas em estruturas cristalinas de N'-hexilcitosina. Portanto, era esperado um valor maior de k

para o proximo vizinho CC-CC.

Para os parAmetros de empilhamento de T-Hg?"-T, mostrados na figura 24, observamos
um empilhamento com valor muito alto do que os previamente encontrados para MM TT (area
sombreada), que foi o do préximo vizinho GC-TT. AT-TT aumentou moderadamente em relagao ao
TT-CTRL, enquanto TA-TT € muito pequeno. Apesar de que TA-TT do TT-CTRL, sua contraparte,
ser alto.

Na figura 25 apresentamos os perfis de abertura média de sequéncias obtidasa partir de

estudos de ressonancia magnética nuclear (NMR) ou espalhamento de raio X para CC-CTRL e
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Figura 25

Deslocamento médio para as sequéncias das referéncias [12, 16—18]. Os pontos vermelhos sdo das CC-CTRL
e os azuis sdo das C-Ag™-C.

C-Ag'-C [12, 16-18]. Utilizamos sequéncias diferentes das usadas para os célculos dos pardmetros
para validar os nossos resultados. Estes graficos t€m como caracteristica mostrar as regides do
nucleotideo que sdo mais, ou menos, estaveis. Valores altos de (y) indicam pontos de menor
estabilidade, onde a fita se abrira antes de outros pontos no duplexo. Observamos que, em todos os
graficos da figura 25, a adi¢ao de metal (pontos azuis) estabiliza o nucleotideo (regido sombreada).
Nas figuras 25a, 25b e 25d, onde os préximos vizinhos sdo os mesmos, do tipo AT-CC (por condi¢des
de simetria AT-CC = CC-TA), a estabilidade no ponto de MM ¢é imensa com a adi¢do de Ag™ (variou
aproximadamente de 20x10~! nm, CC-CTRL, para 1x10~! nm, C-Ag™-C). Na figura 25¢ a
estabilidade € bem menor, com a abertura proxima a observada em CC-CTRL. Nesse caso, temos
dois tipos de préximos vizinhos, GC-CC, equivalente a CC-CG, e CC-GC. Aparentemente, quando
o préximo vizinho € deste tipo, a presenca de um equivalente de Ag™ ndo faz tanta diferenca. Isto
¢ explicado novamente pelas 6 primeiras sequéncias da tabela 21 do apéndice A. As primeiras
trés sequéncias, cujos proximos vizinhos sdo do tipo CC-AT ou AT-CC, possuem um aumento de
temperatura, 7,,,, com a adi¢do do Ag* muito maior do que as sequéncias 4-6, onde os préximos
vizinhos s@o do tipo CC-GC ou CC-CG. Na figura 25¢ mesmo com CC-CC aproximadamente zero,
o valor de Morse D C-Ag*-C, maior do que CC-CTRL, € suficiente para estabilizar o nucleotideo.
Nossos resultados corroboram com os resultados de NMR e raio X [12, 16-18] de que a Ag™ é
inserida entre o par CC e, além disso, a ligacdo € direta, do tipo covalente entre os nitrogénios N(3)

da citosina.

Na figura 26, apresentamos os perfis de abertura média das sequéncias estudadas por
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Figura 26
Deslocamento médio para as sequéncias das referéncias [11, 14, 19-22]. Na parte (h) AT-TT da parte (g) foi
substituido por TA-TT. Os pontos vermelhos sido das TT-CTRL e os azuis sdo das T-Hg?*-T.

ressonincia magnética nuclear ou espalhamento de raio X para TT-CTRL e T-Hg?"-T [11, 14, 19—
22]. Como nas sequéncias C-Ag"-C e CC-CTRL, a inser¢io do Hg*" entre o par TT estabiliza
bastante o nucleotideo. As sequéncias CTRL mostram grandes deslocamentos na regido do MM
(4rea sombreada), enquanto a adi¢cdo de Hg?* resulta em uma completa estabiliza¢io (deslocamentos
médios muito pequenos). Essa estabilidade se deve principalmente ao alto valor do potencial de
Morse D T-Hg?*"-T encontrado. Nenhuma das sequéncias estudadas por NMR ou espalhamento
de raio X possui o proximo vizinho TA-TT. Para avaliar a influéncia do empilhamento TA-TT na
abertura da fita, substituimos o par AT-TT da figura 25g por TA-TT, conforme ilustrado na figura 25h.
Observamos apenas uma pequena pertubagdo por causa do valor muito menor do empilhamento, mas
isso ndo ¢ suficiente para causar uma grande desestabilizacdo. Claramente, o potencial de Morse D

do T-Hg?"-T ¢ suficientemente forte para compensar o pequeno valor do empilhamento TA-TT.

Durante a realizag¢ao deste estudo, despertou nosso interesse comparar o comportamento de

uma fita contendo Ag* e Hg?>" com os casos individuais de uma fita composta exclusivamente por
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Figura 27

Estruturas possiveis de DNA mediado por metal Ag™, Hg?* e hibridos. Destacamos a regido sombreada dos
graficos, onde sdo a dos mismatches mediados por um dtomo metélico na estrutura. (a) Estruturas de DNA
com o par AT nas pontas. O grifico a direita mostra a regido entre 0 e 2 A ampliada. (b) Estruturas de DNA
com o par CG nas pontas. O grafico a direita mostra a regido entre 0 e 2 A ampliada. As linhas em preto das
figuras do lado direito sdo de pares candnicos contendo 8§ pares de base AT (Ag) e 8 pares CG (Cg) para ser a
nossa referéncia.

Ag" e outra fita composta exclusivamente por Hg?". No entanto, s6 encontramos uma sequéncia
publicada que continha os dois metais Agt e Hg?>", um ao lado do outro [128]. Dado que nio
possuiamos mais sequéncias, nossa tnica op¢ao foi tentar estimar o parametro CC-TT, que representa
a interagdo entre os dois metais. Para isso, combinamos os conjuntos de dados C-Ag*-C e T-Hg?"-
T e adicionamos a sequéncia contendo o dimero CC-TT. Apds a minimizac¢ao, encontramos o
valor de 3.43 eV/nm? para CC-TT. Ao compararmos esse valor com os resultados obtidos nas
figuras 24a e 24b, observamos que o valor de 3.43 eV/nm? ndo excede a regido sombreada. Logo,
ndo observamos interacdo entre os metais. Outro fato interessante € que a hélice se torna mais rigida
na jungdo entre os dois metais na estrutura do DNA. Para comparar os trés casos de DNA, plotamos

os graficos da figura 27.

A figura 27, consiste de seis tipos de hélice de DNA contendo metais entre os mismatches
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no meio da estrutura, com pares candnicos AT na figura 27a e CG na figura 27b nas extremidades.
A escolha de pares candnicos nas pontas, ao invés de uma hélice composta exclusivamente por
metais, se deve ao fato de que o efeito dos metais no centro da estrutura € diferente do efeito nas
extremidades. Funai et al. [102] avaliaram o efeito da adi¢io dos metais Ag* e Hg?"™ em nucleotideos
contendo um mismatch CC e um TT nas pontas e no centro do DNA. Embora observamos uma
grande diferenca de temperatura de desnaturacdo quando os mismatches se encontram no centro, o
mesmo efeito ndo € observado com os mismatches nas pontas. No caso da prata, ndo ha diferenca

entre as temperaturas de desnaturac@o na auséncia ou presenca de Ag+.

A ordem de estabilidade das estruturas contendo os trés casos: C-Ag™-C, T-Hg*"-T e
C-Ag"™-C IT-Hg?"-T, mostra que T-Hg?"-T € o0 mais estdvel seguida pela hélice hibrida, C-Ag™-
C e T-Hg?*-T, e o caso menos estdvel é a hélice contendo puramente C-Ag*-C no centro do
duplexo, conforme ilustrado na figura 27. Nossos resultados concordam com os achados de Ono
and Miyake [128], que registraram temperaturas de desnaturacdo de duplexos contendo os trés
casos. Dependendo da combinagdo de CC e TT (linhas vermelho, verde, ciano e roxo, figura 27)
no duplexo, encontramos casos onde a estabilidade € da ordem ou até um pouco melhor a do caso
T-Hg?*-T (linha amarela, figura 27). Comparando com os dois extremos de pares candnicos, (Ag)
e (Cs), podemos observar que a ordenacdo das bases TCTCTC e TTTTTT no centro resulta em

hélices de DNA mais estdveis do que uma hélice composta por oito pares de bases AT.

A robustez dos resultados apresentados sdo encorajadores e devem nos permitir aplicar o
método em outras configuracdes, como o par C—-Hg?*—T. Um conjunto limitado de temperaturas
de desnaturacdo estdo disponiveis, veja Ono et al. [37], Funai et al. [45], Torigoe et al. [95], Funai
et al. [102], Han et al. [108], Mata et al. [109], Schmidt et al. [110], Torigoe et al. [111], Fujii et al.
[129], porém ndo suficiente em tamanhos e variagdes dos proximos vizinhos em torno do par CT.
Outro problema € que as propriedades de simetria do par CT ndo nos permite reduzir o nimero de
parametros estudados, como no caso dos pares CC e TT, portanto sendo necessdrias muito mais
sequéncias do que as utilizadas neste trabalho. Aqui, o menor conjunto de dados foi para C-Ag™-C,
com 22 sequéncias, que € o limite inferior do método. Outro aspecto de interesse € a concentracao
de cations; aqui, utilizamos temperaturas de desnaturacao medidas com um equivalente de metal
por MM e, claro, zero para os CTRL. Seria desejdvel repetir esse processo para um conjunto de
concentragdes que nos proporcionaria uma compreensao do processo de estabilizagdo induzidos
pelos cdtions. As estabilidades das diferentes estruturas de DNA com metal, apresentadas na
figura 27, nos levaram a outra pergunta: qual tipo de hélice é mais importante para o transporte de
carga? Uma hélice rigida ou uma hélice flexivel? Apesar de nossos resultados estarem condizentes
com a literatura, necessitamos de mais sequéncias com temperaturas de desnaturacdo contendo

os dois metais na estrutura para confirmar nossas observacoes e tentar responder a essa pergunta.
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Outra coisa que podemos fazer, € utilizar uma modificagdo do modelo PB, conhecida como PB
Holstein [131], que trata diretamente sobre transporte de carga em DNA. Esperamos que nossos
resultados estimulem a realizacao de mais experimentos de UV melting com metais entre os pares

de base.

4.5 Conclusoes e Perspectivas

Neste capitulo, analisamos as temperaturas de desnaturagdo com a presenca de metais entre
os pares de base para T-Hg?*-T e C-Ag'-C. Para T-Hg?"-T, encontramos um grande valor de
potencial de Morse D da ordem de um par CG, enquanto para C-Ag*-C encontramos um valor
muito menor, aproximadamente 2/3 de um par AT. No caso de C-Ag™-C, o valor de Morse pequeno
favorece a configuracio N3—Ag™—N3 proposta por Dairaku et al. [132]. Embora o empilhamento
CC-CC tenha sido muito fraco na presenga de Ag™, o potencial de Morse para CC foi suficientemente
forte para conferir alguma estabilidade em comparacdo com a auséncia de Ag™. O empilhamento
TA-TT encontrado foi também muito pequeno, porém o potencial de Morse T-Hg?"-T foi grande o
suficiente para estabilizar o duplexo. Conseguimos estimar o parametro de empilhamento CC-TT
para uma hélice hibrida. O valor encontrado para este empilhamento é bem maior do que nos casos
CC-CC para C-Ag"-C e TT-TT para T-Hg?*-T. Os perfis de abertura das trés situagdes mostram
que a hélice de DNA T-Hg?*-T é mais estével que a hélice C-Ag™-C. A situacdo hibrida, C-Ag*-C
IT-Hg?*-T, encontra-se entre esses dois extremos. E interessante notar que, dependendo do arranjo
dos pares CC e TT na hélice hibrida do DNA, encontramos casos onde a estabilidade ¢ maior do que

a de uma hélice de DNA composta puramente por pares de base AT.

Nossos resultados estdo de acordo com o que se conhece sobre DNA mediado por metal
em T-Hg?*-T, C-Ag"-C e C-Ag"-C IT-Hg?*-T. Portanto, acreditamos que seja possivel expandir o
método para outros casos de DNA mediado por metal, por exemplo C—-Hg?™—T, quando um conjunto
de temperaturas de desnaturacao estiver disponivel. Além disso, com base nos nossos resultados,
podemos ampliar o estudo para estes metais com bases artificiais, tais como: imidazol, fluoracil,
tiotimina, pirazoli e outras mais presentes na literatura [37, 97, 98, 100, 103, 133-136]. Uma questao
adicional que podemos nos aprofundar € sobre o transporte de carga no DNA e como a adi¢do dos

metais auxilia nesse processo.
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5 Nucleotideos em ambiente macromolecular

Neste capitulo, vamos apresentar a revisdo bibliografica e os resultados do segundo projeto,
que aborda a estabilidade dos nucleotideos em um ambiente macromolecular. Na proxima subsecao,
apresentaremos uma revisao bibliografica sobre como o ambiente em que os nucleotideos estao
inseridos afeta sua estabilidade. Nessa parte incluimos estudos experimentais e tedricos. Apds isso,
mostraremos nossos resultados, conclusdes e perspectivas futuras. No apéndice A, tabelas 23, 24 e

25, estdo as sequéncias encontradas na literatura e utilizadas neste projeto.

5.1 Revisao bibliografica

5.2 Nucleotideos em ambiente macromolecular

Aproximadamente 20-40% do volume celular € composto por biomoléculas [41, 137-139].
Além das biomoléculas, citions sdo abundantes dentro das células, desempenhando papéis im-
portantes na regulacdo das fungdes biologicas dos dcidos nucleicos [35, 49, 140]. A maioria dos
experimentos sobre estabilidade de oligonucleotideos € realizada em solu¢des aquosas bastante
diluidas [78] (figura 28b a esquerda), o que é completamente diferente do meio celular. Tanto as
macromoléculas quanto as micromoléculas presentes no ambiente celular influenciam a estabilidade
dos nucleotideos, e compreender este fendmeno é fundamental para entender os dcidos nucleicos e

suas funcdes nos seres vivos [33].

O citoplasma da célula € composto principalmente por dgua (figura 28a). Entretanto, uma
parte significativa de seu volume € ocupada por moléculas orgénicas e inorganicas, soliveis ou
insoldveis, tais como: aminoécidos, proteinas, lipidios, sais inorginicos (Na™ e K™, por exemplo)
e nucleotideos (DNA e RNA). Ademais, a célula é composta por vérias organelas que ocupam
um volume expressivo em seu interior [31]. Este conjunto de micromoléculas e macromoléculas é

chamado de crowding.

O Crowding altera o equilibrio quimico de formacao dos duplexos de duas maneiras princi-
pais: atividade de 4gua e volume de exclusdo. A atividade de dgua € alterada através da interacao de
micromoléculas organicas com as moléculas de H,O préximas aos nucleotideo. Essas moléculas
de H,O sdo cruciais para a estabilidade da dupla hélice. Entretanto, a simples presenca dessas
micromoléculas na célula perturba as moléculas de H,O, deslocando o equilibrio quimico no sentido

de formacdo de fitas simples, ou seja, a estabilidade do duplexo se reduz [33, 48, 141].
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H,0 H,O+PEG(MW<1000)) H,0+PEG(MW>1000))

Figura 28
Diferencas entre experimentos in vivo e in vitro. a) célula eucarionte, as regides X e Y sdo discutidas no texto,
e b) experimentos in vitro.

Por outro lado, o volume de exclusdo € o espaco ocupado por moléculas organicas na célula,
reduzindo assim a quantidade de H,O disponivel para realizacdo das fun¢des bioldgicas. Tanto
as micromoléculas quanto as macromoléculas apresentam esse efeito. No entanto, o volume de
exclusdo é mais evidente nas moléculas maiores. O volume indisponivel confina o duplexo em um
espaco menor, dificultando a separacio da dupla hélice. Como resultado, o equilibrio é deslocado no

sentido de formacao de fitas duplas, ou seja, a estabilidade do duplexo aumenta [33, 48, 141].

Uma das alternativas para se estudar tais fendmenos seria extrair por¢oes da célula e analisar
a termodinamica do sistema. Contudo, as macro- e micro-moléculas presentes no meio celular estao
distribuidas de forma heterogénea devido aos processos fisico-quimicos ocorridos no interior das
células. Portanto, a por¢do X da célula coletada e analisada hoje serd diferente da por¢do X coletada
e analisada amanha. Na figura 28a temos destacadas duas regides X e Y. O contetido da célula se
encontra em constante movimento, ou seja, aquela por¢do X demarcada pode se tornar a porcao
Y um tempo depois. Dessa forma, fica dificil validar o experimento, e isso adiciona um grau de
complexidade extra as anélises [47]. Para contornar esses problemas, os experimentos in vitro sao
realizados em H>O, onde uma porcentagem da solu¢c@o € composta por um solvente organico que
simula o ambiente molecular (crowding). Além disso, a escolha do soluto escolhido deve respeitar

alguns critérios especificos para garantir a efici€éncia do experimento. Esses critérios sdo:

1. Inerte (o soluto ndo deve interagir diretamente com o nucleotideo);
2. Soluvel em H,O (pelo menos algum percentual);
3. Nao deve absorver em bandas proximas de 260 nm (faixa de absor¢do dos nucleotideos);

4. No caso de grandes solutos, polimeros de varios tamanhos devem estar disponiveis;



76

(a) HO: o OH
H nH OH OH 0
H
© n OH OH

PEG (poly(ethylene glycol)) Dextran Sucrose Sorbitol
iy \)\ i
He—No- o HO/\(\OH
Yrt I Wy HC oH, OH
TMAO (Trimethylamine N-oxide)  Glycine betaine (N,N,N-trimethylglycine) DMSO (Dimethyl sulfoxide) Glycerol
o OH OH oH OH it i
HO~ \/\O/\/ Ho CHG/ C;Hs/ _G /(|!
HNTT SNH,  He” WK,
Triethylene glycol Ethylene glycol Methanol Ethanol Urea Acetamide
(b)
kst b .
Ethylene glycol L =
‘ (MW = 62) %
PEG (MW = 200) o
= 3 8-mer DNA
PEG (MW = 2 x 10%) PEG (MW = 1 x 107)
Figura 29

a) Estrutura quimica de alguns solutos utilizados para simular o ambiente molecular; b) comparagdo dos
tamanhos dos PEGs de diferentes pesos moleculares, etilenoglicol e um pequeno duplexo de DNA. Figura
extraida de Nakano et al. [23]

5. No caso de pequenos solutos, solutos com uma gama de propriedades quimicas deve ser
usado [138, 139].

Solutos de grande tamanho comumente usados sdo PoliEtilenoGlicol (PEG), Dextrano e
Ficoll [23, 142, 143]. O PEG € frequentemente escolhido por ser inertes e estar disponivel em
pesos moleculares diferentes. Proteinas como albumina, hemoglobina e lisozima também sao
utilizadas como crowding. Por outro lado, os solutos de pequeno tamanho comumente utilizados
sao etilenoglicol (EG), dlcoois, glicéis, aminoécidos e betaina. Algumas dessas estruturas estao

mostradas na figura 29.

A estrutura marcada em vermelho na figura 29a € o soluto mais utilizado nos experimen-
tos [33, 35, 48, 49, 140, 141, 143-149]. A formula estrutural do PEG é H-(O-CH,-CH5),,-OH, onde
n representa a unidade estrutural que se repete ao longo da cadeia. Todas as estruturas com n >4 s@o
coletivamente chamadas de PEG. O peso molecular da estrutura é determinado pela férmula 44n+18,
geralmente mostrado a direita do nome PEG, por exemplo: PEG200, PEG400, PEG8000, entre
outros. Essa informagdo fornece o tamanho da cadeia do PEG utilizado no experimento (figura 29b).
PEGs com massa molecular, do inglés Molecular Weight (MW), entre 200 e 600 g/mol sdo liquidos
a temperatura ambiente e possuem densidade entre 1.12 e 1.13 g/cm?. Enquanto, PEGs com MW
maiores que 600 g/mol tém a aparéncia de cera sélida, com densidade de 1.2 g/cm? [150]. A medida

que o tamanho da cadeia aumenta, a solubilidade do PEG em é4gua diminui. Por exemplo, o PEG4000
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Figura 30
b) Efeito de PEG na estabilidade do

‘ . ‘ ‘ ‘ nucleotideo. Mostramos o efeito

de pequenos solutos e grandes
‘ l solutos, esferas laranja, nos es-

tados de fita dupla e fita sim-
ples na temperatura de desnatu-
racdo. a) PEGs com massas mo-
leculares menores do que 1000

e b) PEGs com massas molecu-
H0 ¢ PEG(MW<1000) .PEG(MW>1OOO) lares maiores do que 1000

Legenda

€ 55% soluvel em H,O [150].

A figura 30 ilustra o efeito do PEG na estabilidade do nucleotideo. O efeito de volume
de exclusdo € causado tanto por PEGs(MW <1000) quanto por PEGs(MW >1000). Este efeito
pode ser visualizado na figura 28b, representado pelas esferas em laranja presentes na solucao.
Como mencionado anteriormente, micromoléculas possuem efeito de volume de exclusdo baixo,
PEGs(MW <1000), enquanto as macromoléculas possuem o efeito contrario PEGs (MW >1000) [48,
141]. PEGs(MW <1000) afetam a atividade de dgua préximas aos nucleotideos (figura 30a). As
esferas em laranja na figura 30a representam os PEGs(MW<1000), enquanto as esferas azuis
representam as moléculas de H,O préximas ao nucleotideo. A parte polar do PEG interage via
ligacdes de hidrogénio com as moléculas de H,O. Esse pequeno deslocamento das moléculas
de H,O causado pelo PEG € responsavel por desestabilizar o nucleotideo e, consequentemente,
reduzir a temperatura de desnaturacao [143—147]. A figura 30b representa o efeito do volume de
exclusdo na estabilidade do nucleotideo causado por PEG (MW >1000). Assim como na figura 30a,
as esferas em cor laranja representam os PEGs, porém a dimensao da esfera é maior. Devido ao
consideravel volume ocupado pelo PEG na solu¢do, apenas uma pequena parte fica disponivel para
o nucleotideo. Isto dificulta a separagdo das fitas, e consequentemente, aumenta a temperatura de
desnaturacdo [33, 35, 49, 147].

H4 poucas informacgdes disponiveis sobre o impacto do meio molecular no empilhamento
e nas ligacdes de hidrogénio dos nucleotideos (DNA, RNA e DNA-RNA). Os poucos estudos
presentes na literatura, relacionados a termodinamica do sistema utilizam o modelo de proximos

vizinhos [143-146], que ndo fornece informagdes sobre as interagcdes moleculares presentes nos
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nucleotideos. Portanto, vamos investigar a estabilidade térmica dos nucleotideos utilizando o modelo
estatistico de Peyrard-Bishop [43].

Na préxima se¢do, falaremos sobre outros modelos mesoscopicos baseados no modelo PB.
Os modelos sdo conhecidos na literatura como modelos PB com barreira de potencial, cujo cada
modelo recebeu um nome especifico de acordo com o autor. A presenca da barreira de energia ap6s
a separacdo dass bases significa que o solvente penetra no duplexo e as bases das fitas simples
passam a interagir indiretamente através do solvente. Neste cendrio, temos um estado intermedidrio
base-solvente-base antes das fitas se separarem completamente, um aspecto que ndo € descrito pelo
modelo PB. No entanto, nenhum dos modelos de barreira foi testado com dados experimentais.
Logo, nosso objetivo € avaliar a utilidade dos modelos PB com barreira para prever as temperaturas

de desnaturacao.

5.3 Modelos PB com barreira de potencial

Além do cétion, que desempenha um papel fundamental na estabilidade da estrutura do
DNA, as moléculas de dgua também desempenham um papel crucial na manuten¢do da dupla hélice
[41]. Essas interac¢Oes influenciam tanto o empilhamento das bases quanto as ligagdes de hidrogénio
entre as bases em fitas complementares. O modelo PB, figura 31a, assume que o DNA passa de fita
dupla para fita simples, devido ao aumento de temperatura, ocorre de maneira direta. No entanto,
uma andlise mais detalhada revela a existéncia de um estado intermedidrio durante essa transi¢ao.
Quando o duplexo comega a se desenrolar e abrir, moléculas de 4gua comecam a ocupar o espaco
entre as fitas. Se a quantidade de moléculas de H,O entre as duas fitas for baixa, o nucleotideo da fita
principal interage indiretamente e de maneira mais fraca com o nucleotideo da fita complementar.
Essa interacdo € intermediada principalmente pelas ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de
4gua e entre as moléculas de dgua e os nucleotideos. A medida que a distncia de separagio entre as
fitas aumenta, o valor da interacdo entre as moléculas também aumenta até atingir um pico maximo.
A partir desse ponto, a interacao comeca a reduzir até que as fitas se encontrem finalmente separadas,
figura 31b. Estudos de dinAmica molecular realizados por Giudice et al. [151] determinaram que
as energias livres dos fitas simples sdo bem maiores do que as do duplexo. Isso € um indicativo de
que o DNA precisa superar uma barreira de potencial para passar do estado de fita dupla para fita
simples. Recentemente, medidas de AFM em DNA detectaram uma pequena forca entre os pares AT

e CG que perdurou por um longo alcance apds a quebra de sua ligagdo [152].

Por essa razao, Drukker et al. [153] introduziram um termo que simula a interacdo do
nucleotideo com o solvente para estudar a dindmica molecular do sistema. As interacdes com o

solvente estabilizam a fita simples de DNA por meio de ligacdes de hidrogénio que o solvente realiza
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Figura 31
Comparagdo entre potenciais de Morse (a) sem e (b) com barreira de potencial. Os elementos I, I e III sdao
estados do sistema. I - fita dupla, II - intermedidrio e III - fita simples.

com as bases. No entanto, durante o processo de formac¢ao dos duplexos de DNA, essas ligagdes
precisam ser desfeitas. Com o intuito de incorporar esse efeito no modelo PB, varias modificacdes
no modelo PB convencional para descrever a interacdo dos nucleotideos com o solvente foram
propostas [24-27]. A seguir, apresentaremos as multiplas variacdes do modelo PB documentadas na

literatura e implementadas no ambito deste projeto.

Modelo PB com efeito de solvente (HMS) Weber [24] adaptou o termo do solvente de
Drukker et al. [153] para ser utilizado no modelo mesoscépico PB, discutido na secao 3.1. Com
isso, o potencial de Morse passa a ser descrito pelo potencial Morse-solvente, e o Hamiltoniano PB,

equacao (9), passa a ser chamado de Hamiltoniano Morse-Solvente (HMS).

—Yn

V(ya) = D(e™" —1)* — foD[tanh(y, + y.)/As) + 1], (34)

onde f, € a intensidade que o solvente exerce sobre o par de base e \; é o alcance da ligacdo
solvente-(par de base). A adicd@o deste termo no potencial de Morse do modelo PB gera uma energia
extra a ser vencida na barreira de potencial (figura 32a). Essa energia seria a ligacdo duplexo-solvente
(yn < As). No momento em que as ligacdes de hidrogénio sdo quebradas as fitas simples passam a
se ligar apenas ao solvente (y,, > ), representado pelos picos em azul e vermelho na figura 32a.
O alcance da ligagdo entre (fita codante)-solvente-(fita complementar) € dado pelo termo \s. Na
figura 32a, observamos que quanto maior Ay mais longa serd a interacdo. O potencial de Morse

(linha preta da figura 32) foi obtido ao definir o termo f, da equacdo (34) como zero.

Outro fato interessante € o efeito do A\ na abertura do duplexo (figura 32b). Para A, =1 a
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a) Comparacio entre o potencial de Morse PB (curva em preto) e o potencial de Morse-solvente - HMS (curvas
em vermelho e azul) b) estiramento médio (y) em fun¢do da temperatura para o Hamiltoniano Morse-solvente
— equagdo (11) substituindo o potencial de Morse V' (y;,) pelo potencial HMS da equagdo (34). Figuras
retiradas de Weber [24].

Hamiltoniano pardmetro  unidade
D eV

D —yi/A—1)2 i

(e ) \ i

fs admensional
As A

—fsD[tanh(y; + ye)/As) + s :
Ye A
s admensional
k eV/A 2

E(y? — 2y;yi—1cos0 + y2_,) 0 rad

Tabela 5
Parametros para o modelo HMS.

transicao de fita dupla para fita simples € abrupta, enquanto para valores menores do que 1, essa
transicdo ocorre de maneira mais suave. Portanto, A, pode ser utilizado como uma ferramenta tedrica

para modificar o perfil da curva de desnaturacao.

Weber [24] substituiu o valor +1, apresentado na equagado (34) pelo parametro s. Este termo
possui a fungao de reduzir ou elevar a profundidade do pogo de potencial D. Entre os artigos que
tratam deste tipo de potencial encontramos dois valores de s para o modelo HMS utilizados para
estudos tedricos. Os valores de s sdo s=+1 [24] e s=-1 [153, 154]. Exploraremos estes dois casos no

capitulo de resultados 5. Na tabela 5 listamos os parametros do potencial HMS e suas unidades.
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Figura 33

Comparagdo entre o potencial de Morse PB (linha tracejada em preto) e o potencial de Morse com barreira
entropica — PCLA (linha em preto). Os pardmetros dos potenciais foram escolhidos para reproduzir a mesma
temperatura de desnaturacdo de uma sequéncia poly(A). Figura retirada de Peyrard et al. [25].

Modelo PB com barreira entropica (PCLA) Peyrard, Cuesta-Lopez e Angelov (PCLA) [25]
modificaram o modelo PB ao acrescentar um termo de barreira entropica ao potencial de Morse,
equacgdo (35). Esse termo possui 0 mesmo significado fisico do termo Morse-solvente introduzido

por Weber [24], o qual descreve a interagdao do nucleotideo com o solvente.

by
cosh?[c(ay,, — dIn2)]’

—Yn

V(yn) = D(e™> — 1>2 + O(Yn)

(35)

onde O(y) é uma fungdo degrau que assegura que a equacdo (35) sé participa efetivamente do
potencial de Morse para y > 0, quando as bases comecam a se separar. O parametro b determina a

altura da barreira de potencial, c a largura e d a posi¢do da barreira.

Na figura 33, observam-se as diferencas entre os dois potenciais. A diferenca primordial
entre os dois potenciais € a barreira de potencial gerada pela adi¢do da equacdo (35) ao potencial de
Morse. O potencial de Morse (linha tracejada figura 33) foi gerado fazendo o termo b da equagdo (35)
igual a zero. Para reproduzir os resultados experimentais de uma sequéncia poly(A) para ambos os
modelos, a escolha de parametros do modelo PCLA resultou em uma gigante barreira de potencial
(linha em preto da figura 33). No entanto, temos que ter em mente que um par de base no estado de
fita simples € puxado para o estado de fita dupla também pelo potencial de empilhamento entre os
seus proximos vizinhos. Portanto, o potencial efetivo de fechamento que a fita simples experimenta

€ muito menor.

Apesar dos autores definirem o significado fisico e as unidades de b e ¢c como eV e A ~1,

respectivamente [25], notamos que, a partir da equacdo (35), ndo seria possivel existir tais unidades.
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Hamiltoniano parametro unidade
A%

D(e—vi/A—1)2 c

(e ) i
eV/A 3
admensional
admensional
A -1
eV/A 2
rad

by? /cosh?[c(ay; — din2)]

(y? — 2y;yi—1cos + y7_,)

L a0 >

k
2

Tabela 6
Parametros para o modelo PCLA com unidades redefinidas.

Na tabela 6, listamos os parametros do potencial PCLA e suas respectivas unidades.

Modelo PB com potencial de hump (PCLJ) Peyrard, Cuesta-Lopez e James (PCLJ) [26]
modificaram o potencial de Morse pelo potencial de ’hump’. O nome "hump’ (corcova) vem de
um apelido dado a literatura ao modelo devido ao formato da barreira de potencial. Simulagdes
por dindmica molecular ndo conseguem estudar o tempo de vida do estado de fita simples por
causa do nimero de graus de liberdade associados aos pares de base e das bases com solvente.
Entretanto, as simulagdes podem ser feitas para observar o caminho da energia livre associado a
abertura da fita. Isso € realizado adicionando uma restricdo geométrica para uma dada abertura.
Logo, as flutuagdes da estrutura do DNA sdo registradas para todas as posi¢cdes intermedidrias e
sua distribuicdo de probabilidades fornece as energias livres como funcdes das aberturas [151]. Os
resultados s@o altamente sensiveis a dindmica do solvente e do sal, no entanto, eles mostram que
o estado aberto deve possuir um pequeno valor de energia. Isso € consistente com a dindmica do
sistema em que o par de base deve permanecer aberto por um periodo mais longo, em vez de vibrar

como um breather?.

Nos modelos mesoscopicos, que descrevem apenas alguns graus de liberdade do sistema, os
potenciais sdo na verdade energias livre que incluem todos os graus de liberdade que ndo constam
no modelo. Portanto, € natural substituir o potencial de Morse por uma fun¢do que leva em conta

os efeitos discutidos anteriormente. Na equacgdo (36), apresentamos o potencial de ’hump’ que

2DNA breathing (ou fraying): flutuagdes conformacionais locais espontineas no DNA dupla hélice. Essas flutuacdes
levam a separacd@o dos pares de base em temperaturas abaixo da temperatura de desnaturacdo expondo essas bases ao
solvente.
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Figura 34

a) Comparacio entre o potencial de Morse PB (linha tracejada em preto) e o potencial de Morse com potencial
“hump’ — PCLJ (linha em preto). Os pardmetros dos potenciais foram escolhidos para reproduzir a mesma
temperatura de desnaturacdo. b) Deslocamento médio dos pares de base no DNA descritos pelo modelo PB,
figura de cima, e pelo modelo PB modificado com o potencial de *hump’, figura de baixo. Figuras retiradas de
Peyrard et al. [26].

renomeamos para PCLJ.

A(e™n — 1) y <0
Vi(yn) = § ay® + by® + cy* 0<y<l1 (36)
Dy+Ee ™ (y+7) y>1,

A primeira funcdo da equagdo (36) € um potencial de Morse, a segunda € um polindmio de grau
quatro para assegurar uma transi¢do suave entre a primeira e terceira equacdes e a terceira equagao
descreve um decaimento exponencial que assegura que a funcdo chegue ao estado de energia raso,
Dy, quando a fita se encontra totalmente aberta. Dy, I, A\, € v sdo 0s parametros a serem inseridos
no sistema, enquanto os demais parametros sao calculados para assegurar a continuidade do potencial
e suas primeira e segunda derivadasemy =0ey =1 A,equagéo (37). Aplicando as condigdes,

temos,
A=a\}
1
a=6Dy, + éEe—W(y‘2 + 577 412y + 12)
(37)
b= —8Dy — Ee /(v 2 44771 48y 48)

1
c=3Dy + EEe—l/”(y‘2 + 3y 1 +67+6)
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Hamiltoniano pardmetro  unidade
Ae=vi/am—1)2 A e:V - calculado pela equacéo (37)
An A
a eV/A 2 - calculado pela equacgdo (37)
ay? + by} + cy} b eV/A 3 - calculado pela equacgdo (37)
c eV/A 4 - calculado pela equacdo (37)
Dh eV
Dy, + Ee Y/ (y; + ) E eV/A
5 A
A 2
22 = 2yiyi—1cos + y?_y) ]; f;(/i/A

Tabela 7
Parametros para o modelo PCLJ.

A figura 34a compara o potencial de Morse com o potencial de *hump’. O potencial de
hump’ possui uma barreira de potencial muito grande. Isso acontece por causa das condi¢des que 0s
autores colocaram na temperatura de desnaturagc@o, mas isso € consistente com a fisica do DNA,
porque as bases sao hidrofébicas. Ou seja, o interior do duplexo de DNA nio interage com solvente
no estado de fita dupla. A partir do momento em que a fita comeca a se romper, ha um custo
energético da interacdo da fita simples com o solvente e o potencial de ’hump’ leva isso em conta,

descrito pelo terceiro termo da equacdo (36).

As temperaturas de desnaturacdo para os dois modelos sdo mostradas na figura 34b. A
desnaturag@o € mais fina com o potencial de "hump’ (figura 34a abaixo) do que com o potencial de
Morse (figura 34a acima). Isso € condizente com homopolimeros de DNA. Na tabela 7, listamos os

parametros do potencial PCLJ e suas unidades.

Modelo PB com potencial gaussiano (TRMF) Tapia-Rojo, Mazo, and Falo (TRMF) [27]

introduziram um potencial gaussiano ao potencial de Morse,

—Yn

V(ya) = D(e" —1)2 4 Ge~ W)/, (38)

onde, G € a altura da barreira, y, € a posi¢do da barreira e bg descreve a largura da barreira. A
figura 35 compara o modelo com o potencial gaussiano com o potencial de Morse. O valor da altura
da barreira de CG € maior do que AT. Isso € devido a escolha dos valores dos parametros e, também,
do fato de que o par CG possui mais sitios de ligacdo de hidrogénio do que o par AT. Como nos
dois modelos anteriores PCLA e PCLJ a barreira de potencial é bem grande. Porém, devemos nos
lembrar que o solvente influencia o empilhamento entre as bases. Portanto, o potencial efetivo deve

ser bem menor. Na tabela 8 listamos os parametros do potencial TRMF e suas unidades

Os modelos mencionados acima foram utilizados apenas em célculos tedricos [24-27,
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Figura 35

Comparacao entre o potencial de Morse PB (linha tracejada) e o potencial de Morse com potencial gaussiano
— TRMF (linha sélida). Os parametros dos potenciais foram escolhidos para reproduzir a mesma temperatura
de desnaturacdo. Figura retirada de Tapia-Rojo et al. [27].

Hamiltoniano parimetro  unidade
D eV
D —yi/A—1)\2 .
(e ) 3 i
G eV
Gel—vi—v0)?/bc Yo A
ba A
k eV/A 2
%(yf — 2y;y;—1c0860 + y2_ ;) 9 rad

Tabela 8
Parametros para o modelo TRMF.
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153-158]. Serd que algum dos modelos, ou todos eles, conseguem determinar temperaturas de
desnaturacdo melhores que o modelo PB? Em caso afirmativo, significa que teremos um modelo
superior para predizer temperaturas de desnaturacao, capaz de descrever um estado do sistema nao

explicado pelo modelo PB.

Nas secdes seguintes, apresentaremos toda a metodologia empregada no estudo de nucleoti-
deos em ambientes que simulam o meio molecular. Como se deu a coleta de dados, os procedimentos
de minimizacao do modelo PB e dos modelos PB com barreira. Em seguida, discutiremos os resulta-
dos obtidos pelo modelo PB e avaliaremos se os modelos com barreira de potencial sao melhores do
que o modelo original na predicdao de temperaturas. Por dltimo, apresentaremos nossas conclusdes e

perspectivas futuras.

5.4 Coleta e preparacao dos dados

Notacdo Usamos a notagdo usual para os pares candnicos do DNA e RNA apresentada no
capitulo 2. As ligacdes de hidrogénio serdo representados pelo par participante na ligacdo, por
exemplo o par CG. Os empilhamentos entre as bases serdo representados por um (par de base 1)-(par
de base 2). Como exemplo, utilizaremos o par CG e o par AT, correspondente ao dimero 5’-CA-3’/3’-
GT-5’ serd representado por CG-AT. Devido a condi¢des de simetria o dimero CG-AT € equivalente
ao dimero TA-GC. Utilizaremos este fato para reduzir o nimero de parametros analisados. Fazemos

isso quando o nimero de sequéncias utilizados nas andlises € relativamente pequeno.

Dados de temperatura de desnaturacdo Extraimos sequéncias de DNA e RNA em PEG da
literatura [143—147], e primeiramente, analisamos os tipos de primeiros vizinhos presentes nessas
sequéncias. Com isso, identificamos os parametros de stacking, k, para otimizarmos, além claro, do
potencial de Morse, D, entre as bases nitrogenadas. A tabela 9 apresenta a quantidade de sequéncias
extraidas da literatura e os parametros a serem estudados. Além das sequéncias, obtivemos dos
artigos a concentracdo de duplexos (C;), a temperatura de desnaturacio (7,,) e a concentragdo de sal
([Na*]). As sequéncias de DNA e RNA extraidas da literatura se encontram sob as mesmas condi¢des
experimentais. Desse modo, ndo foi necessario ajustar a concentracdo de sal ou de duplexos nessas

sequéncias.

Encontramos outras propor¢des e tamanhos de PEG na literatura para DNA e RNA [33-35,
48,49, 140-142, 159-162], porém o niimero de sequéncias € bem pequeno. A maioria das sequéncias
encontradas na literatura constitui um conjunto menor do que 10 sequéncias. Consequentemente, a
frequéncia em que esses parametros aparecem na base de dados € muito baixa, podendo até mesmo

ser zero. Dessa forma, no momento, nio € vidvel trabalhar com DNA ou RNA em outras propor¢des
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Dados N  Morse (D) empilhamento (k)
DNA-P200/40 40 AT(164) AT-AT(20) AT-CG(44) AT-GC40) AT-TA(B0) CG-AT(45)
CG(254) CG-CG@45) CG-GC(62) GC-AT49) GC-CG(58) TA-AT(25)

RNAP20000 35 AUULY)  AU-AU(I4)  AU-CG(20) AU-GC(25) AU-UAB30) CG-AU(20)
CG(127) CG-CG(18) CG-GC(32) GC-AU(25) GC-CG(32) UA-AU(30)
AU(178) AU-AUB1) AU-CG(36) AU-GC(45) AU-UA(33) CG-AU(46)

RNA-P200/40 45 CG(207) CG-CG@B6) CG-GC40) GC-AUM43) GC-CG46) UA-AU29)

Tabela 9

Resumo dos pares de base e préximos vizinhos associados aos pardmetros analisados. Na coluna N, apresenta-
mos o nimero total de sequéncias extraidas da literatura de cada base de dados. O niimero n entre parénteses,
nas colunas Morse e empilhamento, informa a quantidade de vezes que cada pardmetro aparece em nossa
base de dados.

ou tamanhos de PEG. Portanto, concentraremos nossa analise no PEG200 nas concentragdes de
20%, apenas RNA [146, 147], e 40%, DNA [143, 144] e RNA [145], do volume em 4gua.

Utilizamos a nomenclatura DNA-P200/40, RNA-P200/20 e RNA-P200/40 para separar os
conjuntos de dados com PEG200. DNA e RNA se referem ao tipo de nucleotideo utilizado, P200 é
uma abreviagdo de PEG200, e 40 ou 20 denotam a concentragdao de PEG200 utilizada para medir
as temperaturas de desnatura¢do. Ao compararmos as condi¢des experimentais entre 0os conjuntos
de dados DNA-P200/40, RNA-P200/20 e RNA-P200/40, verificamos que eles estdo quase sob as
mesmas condicdes experimentais. Os conjuntos DNA-P200/40 e RNA-P200/40 possuem as mesmas
concentragdes de sal([Na*]), de duplexo (C;), pH e concentragdo de PEG. No entanto, a [Na™] e
concentracdo de PEG das sequéncias RNA-P200/20 € diferente das dos conjuntos DNA-P200/40 e
RNA-P200/40. A concentragdo de [Na'] € 10x maior, enquanto a concentra¢do de PEG € 20% do

volume de dgua.

Nao dispomos das mesmas sequéncias de DNA e RNA na auséncia de PEG200 para serem
nossa referéncia. O modelo de proximos vizinhos, discutido na secdo 3.2 do capitulo 3, possui
parametros de entalpia e entropia bem estabelecidos em H5O [30, 163]. A partir destes parametros,
podemos predizer quais as temperaturas das sequéncias dos conjuntos DNA-P200/40, RNA-P200/20
e RNA-P200/40 na auséncia de PEG200. O célculo se baseia em somar as contribui¢des de entalpia
e entropia dos proximos vizinhos que compdem cada sequéncia presente na base de dados. Os
préximos vizinhos, ou dimeros, sdo os mesmos apresentados na tabela 9, onde o & € substituido por
AH ouAS. Ao somar todas as contribui¢des de energia, obtemos valores de entalpia e entropia totais
unicas para cada sequéncia. Utilizando a equacdo (8), calculamos as temperaturas de desnaturacdo na
concentragdo C; desejada, que neste caso € de 100 mM [143-147]. Esse mesmo tipo de andlise ja foi
utilizada por outros autores na literatura [143—145]. Nomeamos o conjunto de dados de temperaturas
de desnaturacdo calculadas em H,O como DNA-W/40, RNA-W/20, RNA-W/40. Diferenciamos
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o conjunto controle (DNA-W/40, RNA-W/20, RNA-W/40), temperaturas calculadas em H-O, do
conjunto de temperaturas medidas em PEG200 (DNA-P200/40, RNA-P200/20 e RNA-P200/40)
apenas substituindo P200 por W, onde W = water que é dgua em inglés. As temperaturas calculadas
utilizando o modelo de préximos vizinhos estdo disponiveis nas tabelas 23, 24 e 25. Ao todo,

analisamos, com os modelos mesoscOpicos, seis conjuntos de dados chamados de DNA-W/40,
RNA-W/20, RNA-W/40, DNA-P200/40, RNA-P200/20 e RNA-P200/40.

Dividimos os resultados dos modelos em duas partes: Modelo Peyrard-Bishop (PB) e
Modelos Peyrard-Bishop (PB) com barreira de potencial. Na primeira parte, apresentaremos o0s
resultados do modelo PB padrdo e na segunda parte, apresentaremos os resultados dos modelos
PB com barreira de potencial. O motivo principal da divisdo é que os modelos PB com barreira
de potencial nunca foram analisados com dados experimentais; hd apenas discussoes tedricas [24—
27, 153—158]. Esta € a primeira vez que este tipo de andlise foi realizada. Logo, ndo existem
parametros de referéncia iniciais para as minimizagdes dos modelos PB com barreira. Entdo,
precisamos primeiro identificar esses pardmetros iniciais. Essa abordagem néo € necessdria para o
modelo PB padrio, que ja estd bem estabelecido para predizer temperaturas de desnaturacao, € nosso
grupo ja possui parametros iniciais determinados para vérias concentracdes de sal diferentes [28—
30, 163, 164].

5.5 Modelo Peyrard-Bishop (PB)

5.5.1 Procedimento de otimizacao

Os procedimentos de otimizagdo para o modelo PB foram similares aos descritos na se-
cdo 3.1.3. Como valores iniciais, utilizamos os das referéncias Weber et al. [28], Ferreira et al.
[30] mostrados na tabela 10. Os conjuntos DNA-W/40, DNA-P200/40, RNA-W/20, RNA-P200/20,
RNA-W/40 e RNA-P200/40 foram optimizados separadamente. Foram realizadas quatro rodadas
de minimizacdes. Cada rodada de minimizacao foi realizada 1000 vezes, pois as minimizagdes
estdo sujeitas a um grande nimero de minimos locais. Para evitar este problema, o calculo foi
repetido vérias vezes. O nimero 1000 € suficientemente grande para termos um bom valor médio e
dispersdo para cada parametro minimizado do modelo. As trés primeiras otimiza¢des foram feitas
para confirmar se realmente nos encontramos na regiio de minimo da fungéo 2. Isso € observado
quando os valores de 2 entre as minimizagdes variam pouco. Apds confirmarmos que nos encontra-
mos na regido do minimo, uma quarta e dltima rodada de minimizacao foi realizada para estimar
a influéncia do erro experimental nos novos parametros, eguindo uma abordagem semelhante a
descrita na sec@o 3.1.3. Para essa estimativa, consideramos uma incerteza de 0.7 °C, obtida das

médias de cada incerteza para os valores de temperatura de desnaturacdo das sequéncias extraidas



Parimetro DNA-W/40 Parimetro RNA-W/20 RNA-W/40
DNA-P200/40 RNA-P200/20 RNA-P200/40
Dar 31.96 meV Dy 38.70 meV 36.77 meV
Dcg 73.26 meV Dcg 67.14 meV 75.61 meV
kaTAT 2.22eV/nm?  kay.au 1.91 eV/nm?>  2.08 eV/nm?
karcc 2.58eV/nm?  kau.cg 3.04 eV/nm? 3.39 eV/nm?
kat.ge 2.31eVinm?  kau.ge 2.51 eV/nm? 2.43 eV/nm?
kEATTA 1.60 eV/nm?  kauua 2.21eV/mm?  0.87 eV/nm?
kCG—AT 3.52 eV/nm2 kCG-AU 2.44 eV/nm2 2.84 eV/nm2
kCG-CG 2.06 eV/nm2 kCG-CG 2.77 eV/nm2 2.51 eV/nm2
kcc-ge 2.75eVinm?  kcg.ge 1.33 eV/nm? 1.24 eV/nm?
kGc-aT 2.80eV/nm?  kge.au 3.27 eV/nm? 4.15 eV/nm?
kce-co 3.37eVinm?®  kge.cg 3.12eV/mm?  3.03 eV/nm?
ETAAT 2.55eVinm?®  kuaau 2.99 eV/nm?  5.78 eV/nm?

Tabela 10
Parametros k e D iniciais utilizados para as minimizacdes do modelo PB.

regressdo por tamanho da sequéncia

antes da primeira minimizagdo depois da dltima minimizago

Conjunto de dados (AT (°C) (%) (°C?) (AT) (°C) (%) (°C?)
DNA-W/40 2.92 8.55 1.69 4.15
DNA-P200/40 2.32 10.26 0.77 1.35
RNA-W/20 1.05 1.66 0.41 0.26
RNA-P200/20 1.31 2.34 0.92 1.21
RNA-W/40 1.02 1.51 0.30 0.15
RNA-P200/40 1.65 4.46 0.79 1.02

Tabela 11

Comparacio entre os (AT) e (x?) antes da primeira e ap6s a dltima minimizag@o na presenca e auséncia de
PEG200. Para ficar mais facil de compararmos os resultados, normalizamos o valor de x? dividindo-o pelo
nimero de sequéncias N mostrados na tabela 9.

dos seus respectivos artigos [143—-147].

5.5.2 Resultados

Foram necessarias trés rodadas de minimizag¢des, além de uma dltima rodada para avaliar
a influéncia do erro experimental para as 6 bases de dados apresentadas na tabela 9. Na tabela 11,
apresentamos os parametros de qualidade (AT') e (x?) antes da primeira rodada de minimizagdes e
ap0s a quarta e dltima rodada. As diferengas de temperaturas médias, (A7), se encontram abaixo de
2 °C e de (x?) abaixo de 4.15 °C?, indicando que as temperaturas calculadas estdo bem préximas
das temperaturas experimentais. O conjunto de dados RNA-P200/40 foi o que mais se aproximou

das temperaturas experimentais.

Nas figuras 36, apresentamos os valores de profundidades de pogo D para os seis conjuntos.
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Somente na figura 36b temos uma diferenca bem grande entre os valores de Morse D de sequén-
cias em H»O, pontos em vermelho, de estudos com outras sequéncias sob as mesmas condigdes
experimentais [28—30], linhas tracejadas. Apesar disso, os resultados encontrados foram bastante
interessantes. Em todos os casos, observamos um aumento do valor médio de D quando adicionamos
PEG200 as solucdes. Recentemente, por meio de um estudo conduzido pelo nosso grupo, Muniz et al.
[165] constataram que a varia¢do da concentracdo de [Nat] em solu¢des aquosasas nio resultou
em nenhuma alteracao significativa no valor médio de D. As moléculas de 4gua agem no par de
base reduzindo o valor da ligacdo de hidrogénio entre os nucleotideos. Supondo que o par de base
se encontre no vacuo, sem a influéncia de outras moléculas, o par de base CG possui uma energia
maior do que o par AT, ou AU para RNA. Quando formamos um duplexo de DNA ou RNA com
diferentes combinag¢des de nucleotideos, como AT e CG no DNA, a hélice de DNA torna-se mais
distorcida devido as forcas desiguais entre os pares CG e AT. Ao adicionarmos dgua ao sistema,
observamos que as moléculas de 4gua atuam de forma a desestabilizar a ligacdo de hidrogénio
entre os nucleotideos [70]. Se um dos pares de base for mais hidratado, isso pode levar a duas

possibilidades distintas:

1. CG ser mais hidratado do que AT, ou AU no caso do RNA;

2. CG ser menos hidratado do que AT, ou AU no caso do RNA.

No caso 1. teremos uma reducao maior entre a ligagdo de hidrogénio do par CG, enquanto que no
caso 2. observaremos o contrdrio. Pelo caso 1. esperamos que as moléculas de d4gua atuem de forma
a deixar as ligacdes de hidrogénio dos pares AT e CG com diferengcas menores. A consequéncia
direta disso € que como as energias de interacdo entre os pares de base AT, ou AU, e CG estao
mais proximas a hélice apresentard menos distor¢des tendendo a uma conformagao mais regular.
No caso 2. observaremos um efeito contrario. Os resultados apresentados nas figuras 36 estdao de
acordo com o caso 1. O PEG200 interfere nas interacdes das moléculas de H,O com os nucleotideos,
deslocando o sistema para o estado de fita simples [33, 48, 49, 140, 141]. Menos moléculas de dgua
atuando como contrapeso nas ligagdes de hidrogénio significam que as energias das ligacdes entre
os nucleotideos se tornam mais intensas. Nossos resultados monstram que o par CG € o mais afetado
na presenca de PEG200/40%wt, figuras 36a e 36¢. Portanto, CG € mais hidratado tanto em DNA
quanto em RNA. No RNA, a diferenca entre a profundidade do po¢o D do par CG em H5O do caso
em PEG200/40%wt é um pouco maior do que o DNA. Ao compararmos AU e AT observamos que
PEG200/40%wt afeta mais o par AU, ou seja, AU € mais hidradato que o par AT. Pelas figuras 36a
e 36¢, podemos inferir uma ordenacao de quais pares de bases sdo os mais hidratados e afirmar qual
tipo de nucleotiideo, DNA ou RNA, é mais hidratado. De acordo com nossos resultados, o RNA é

mais hidratado do que o DNA. Nossos resultados estdo em linha com a literatura que afirma que o
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Figura 36

Profundidades médias de Morse D calculadas para DNA e RNA em H2O como pontos vermelhos e em
PEG200 como pontos azuis. Para comparagdo mostramos os pardmetros Dat, ou Day, (linha inferior) e Dcg
(linha superior) de outras publicagdes do nosso grupo em HyO sob as mesmas concentragdes de [Na™t] [28—
30] como linhas tracejadas em cinza. (a) DNA-W/40 e DNA-P200/40 (b) RNA-W/20 e RNA-P200/20 e (c)
RNA-W/40 e RNA-P200/40.

RNA € realmente mais hidratado do que o DNA [4, 34] e o par CG € mais hidratado do que o par AT,
ou AU no caso de RNA [3, 4, 65]. Outro fato interessante é que as diferencas de profundidades Day
e D¢g entre H,O e PEG200/40%wt, ou PEG200/20%wt, sdo bem proximas. Para o DNA, € nitido
que D¢g apresenta uma variagdo bem maior do que D . Isso ocorre devido as diferengas de energia
entre H,O e PEG200/40%wt que sdo bem distintas entre AT e CG no DNA. O DNA, nesse caso,
pode apresentar uma conformacao diferente do que apresenta em solu¢des contendo apenas HyO.
Ou seja, o DNA estaria se transformando de uma hélice do tipo B para uma hélice do tipo A. Outro
detalhe importante € que os valores de AT sdo praticamente iguais tanto em H,O quanto em PEG200.
Logo, sequéncias puramente AT sempre apresentam hélices do tipo B, conforme mencionado em
Hunter [62]. Por causa da diferenga entre as concentragdes de [Na™] entre os conjuntos de RNA,

figuras 36b e 36c, ndo é possivel atribuir que as diferencas entre os dois graficos seja puramente do
PEG200.

Nas figuras 37, apresentamos os parametros de empilhamento k£ dos 10 dimeros possiveis no
sistema. Poucos pontos em vermelho sairam da regido sombreada que representa o valor maximo e
minimo dos parametros de empilhamento & encontrados em estudos anteriores de DNA e RNA na
H>0 sob condi¢des experimentais similares [28—30]. Apenas o dimero TA-AT, figura 37a, se encontra
muito distante da regido sombreada. TA-AT aparece em 14 das 40 sequéncias utilizadas no estudo de
DNA em ambientes que simulam o meio molecular, tabela 23. Destas sequéncias trés nos chamaram a
atencdo: CGGTACCG, CCGTACGG e CGCGTACGCGTACGCG. Observe que ha muitos pares
CG nas trés sequéncias. Devido ao seu ordenamento na estrutura, dao origens a todas as combinacdes

de dimeros CG possiveis. A tltima sequéncia apresenta uma temperatura de desnaturacao muito
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Figura 37

Interacdes de empilhamento médias k calculadas para DNA e RNA em H20O como pontos vermelhos e em
PEG200 como pontos azuis. A regido sombreada representa o intervalo de parametros de empilhamento de
outras publica¢des do nosso grupo em HzO sob as mesmas concentragdes de [Na™] [28-30]. (a) DNA-W/40
e DNA-P200/40 (b) RNA-W/20 e RNA-P200/20 e (c) RNA-W/40 e RNA-P200/40

maior do que as duas primeiras, tanto em PEG200 quanto em HO, principalmente por causa de
seu tamanho. Como existem vdrios tipos de dimeros formados pelo par CG nestas sequéncias e
apenas um ponto, ou dois na ultima sequéncia com o dimero TA-AT, os calculos de minimizagdes
consideraram que kta_ar € aproximadamente zero. Isso acontece, pois o modelo se baseia que o par
CG ¢é o principal responsavel pela transicao de fita dupla para simples, CG possui mais ligagdes de

hidrogénio que AT.

O efeito de PEG200 nos trés casos, pontos em azul nas figuras 37, varia bastante. O
deslocamento das moléculas de dgua enrijece ou amolece alguns dos empilhamentos k. Mas ha
casos em que ha pouco ou nenhum efeito por conta da adicao de PEG200. Nas figuras 37a e 37¢
os empilhamentos que mais sofreram variagdo com adi¢ao de PEG200 foram os dimeros AT-AT,
AU-AU andlogo no RNA, e AT-TA, AU-UA andlogo no RNA. Enquanto, AT-AT, AU-AU e AU-UA
ficaram mais rigidos, AT-TA se tornou mais flexivel. Hélices de DNA ou RNA que possuem uma
alta frequéncia de AT-AT, AU-AU e AU-UA se tornam mais dificeis de se desnaturar dificultando
a atuacdo de enzimas. Na figura 37b observamos que AU-UA e UA-AU sao os dimeros que mais
variaram com a adi¢cdo de PEG200. Apenas 20% de PEG200 foram suficientes para aumentar o
valor do empilhamento em relagdo HyO. A concentragio de [Na™] 10 vezes maior do que no caso
da figura 37c parece ter um papel importante em manter os demais empilhamentos préximos aos
valores em solugdo com apenas H,O. Entre os dimeros, devem existir muitas moléculas de Na™
solvatadas pela H,O. A ligacdo i0nica entre Na™ e HyO dificulta a atuagio da pequena concentragdo
de PEG200, apenas 20% do volume da solucdo, nas moléculas de dgua. Nossos resultados mostram
que ha poucas moléculas de Na™ nos dimeros AU-UA e UA-AU, mais afetados pela adi¢do de
PEG200.

O modelo PB explica muito bem a dinamica de nucleotideos em solu¢des que simulam o

meio molecular. A andlise dos resultados fornece informagdes valiosas sobre as interagdes inter-
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moleculares presentes nos nucleotideos. No DNA, observamos uma diferenca significativa na
mudanca de energia entre os pares AT e CG ap0s a adi¢do de PEG200, o que ndo ocorre no RNA.
Essa diferenca de energia entre os pares AT e CG € o responsdvel pelo aparecimento de distor¢cdes na
dupla hélice, consequentemente a hélice passa de uma conformacao total tipo B para a conformagao
tipo A. Nossos resultados concordam com o que existe na literatura sobre hidratagdo [3, 4] e
experimentos de UV melting de nucleotideos em solu¢des contendo PEG200 [35, 49, 140, 143—
147]. Seria interessante fazer este estudo para as mesmas sequéncias em outras concentragdes de
PEG200, entre 0%-40%, sob as mesmas condi¢des experimentais. sso nos permitiria determinar
a atividade da dgua nas sequéncias analisadas. Além disso, teriamos um mecanismo para predizer
temperaturas de desnaturac@o de outras sequéncias em diferentes concentragdes de PEG200. A partir
das temperaturas preditas em vdrias concentracdes de PEG200, poderiamos determinar a atividade

de 4gua da sequéncia sem precisar realizar o experimento.

5.5.3 Conclusoées e Perspectivas

Nossos resultados foram bastante interessantes. Em todos os casos analisados, observamos
um aumento de profundidade de poco médio, D. Esse aumento de energia se deve a influéncia do
PEG200 que afeta diretamente a interagdo das moléculas de 4gua com os nucleotideos. Pelos nossos
resultados, observamos que CG(RNA) é o mais hidratado, seguido por CG(DNA), AU(RNA) e
AT(DNA). O fato de CG ser mais hidratado torna as diferengas de energia entre AT e CG, ou AU e
CG, menores. A atuagdo do PEG200 € determinante para inferir se ocorre mudangas de conformagao
devido a hidrata¢ao dos nucleotideos. Uma mudanga de energia na presenga de PEG200 em relacdo
ao caso com HyO (auséncia de PEG200), especialmente maior no par CG do que no par AT e AU,
pode indicar essa mudanca. Para o RNA, identificamos que as mudancgas de energia sdo pequenas,
enquanto no DNA, nao. sso sugere que o DNA, na presenca de PEG200, pode assumir outro tipo
de conformacdo, passando de uma hélice do tipo B para uma hélice do tipo A. Outro detalhe
importante € que os valores de AT sdo praticamente idénticos tanto em H2O quanto em PEG200.
O modelo PB explica muito bem a dindmica do sistema na auséncia e na presenca de PEG200.
Seria interessante fazer este estudo das mesmas sequéncias para outras concentracdoes de PEG200,
entre 0%-40%, sob as mesmas condi¢des experimentais. Dessa forma, além de determinarmos as
atividades de dgua para cada uma das sequéncias, poderiamos predizer temperaturas de desnaturagdo
em diferentes concentragdes de PEG200 para sequéncias que ndo estdao presentes em nossa base de
dados. Com isso, poderiamos determinar a atividade de d4gua de uma sequéncia sem precisar realizar

0 experimento.



94

5.6 Modelos Peyrard-Bishop (PB) com barreira de potencial

A proposta do modelo Peyrard-Bishop foi estudar a dinaimica de DNA durante o processo
de transi¢do de fita dupla para fita simples, através do aumento de temperatura do sistema, como
discutido no capitulo 3, sec@o 3.1 e no primeiro artigo [43] publicado em 1989. No entanto, com o
passar dos anos, novas metodologias foram empregadas no tratamento termodinamico da dindmica
de nucleotideos para prever temperaturas de desnaturacdo e foi percebido que isto pode ser aplicado
a outros sistemas envolvendo nucleotideos, como RNA e hibridos DNA/RNA [28, 29, 164]. No
primeiro artigo de cada um dos modelos de barreira, os autores tratam novamente apenas a dindmica
de DNA [24-27]. A partir da mesma proposta do modelo original, assumiremos que os modelos
PB com barreira foram criados para explicar as interacdes do DNA com o solvente. Entdao, nos
concentraremos nessa primeira parte nos conjuntos de dados DNA-W/40 e DNA-P200/40. Ao
encontrar os valores iniciais para se trabalhar com os modelos PB com barreira de potencial no
DNA, faremos um processo de minimizac¢ao semelhante ao modelo PB para DNA e RNA, como
descrito na se¢do 5.5.1. Serdo realizadas 3 minimizagdes para verificar se realmente estamos no
minimo da fun¢do 2, seguidas por uma tltima minimizacdo para estimar a influéncia do erro
experimental. Desse modo, os modelos PB barreira passaram pelo mesmo tratamento que o modelo
PB convencional, discutido na sec¢do 5.5, e os resultados obtidos serdo compardveis. Para reproduzir
os efeitos do PEG na estabilidade dos nucleotideos e devido a falta de referéncias para os parametros
dos potenciais barreira, utilizaremos como parametros iniciais de empilhamento, k, e Morse, D, os
valores ajustados pela quarta rodada de minimiza¢des do modelo PB, secdo 5.5.2. Esperamos que
os termos de barreira melhorem as predi¢cdes do modelo PB e fornecam informagdes de como as

moléculas de dgua interagem com os pares de base durante o processo de desnaturacdo do DNA.

As otimizac¢des dos modelos PB com barreira sdo bem diferentes das do modelo PB padrao,
secdo 5.5.1. O principal motivo € que nio dispomos de referéncias dos parametros para os modelos
PB com barreira de potencial. Logo, foi necessdria uma andlise inicial para avaliar o comportamento

dos parametros nesses modelos antes de seguir o procedimento descrito na se¢do 5.5.1.

5.6.1 Analise inicial

Algumas afirmagdes ja podem ser feitas a respeito da altura da barreira, que representa
fisicamente a forca de interacdo entre o solvente, neste caso a H,O, e o nucleotideo. Para existir a
possibilidade de formacao de dupla hélice, quando as ligagdes de hidrogénio das fitas simples com a
fita dupla forem rompidas, a for¢ca que o solvente deve exercer sobre a base, quando esta se torna fita
simples, deve ser menor ou igual a ligacao base-base. Isso ocorre porque, se a ligacdo solvente-base

for mais estavel do que a ligag@o base-base. o sistema nunca mudaria para um duplexo. Deste modo,
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como valores iniciais para o termo de altura da barreira, utilizaremos a faixa entre 0 e D, onde D € o
valor da profundidade do po¢o do potencial de Morse que representa a ligacdo entre as bases. Para a
distancia de equilibrio entre o solvente e base utilizaremos a faixa entre 0.05 e 0.1 nm. Essa distancia
foi determinada por anélises experimentais, a distancia de 0.05 nm € a regido onde se concentra mais
de 40% das moléculas de dgua ao redor do DNA [65]. As demais distincias sdo utilizadas no estudo
de dindmica molecular do DNA [69, 70, 166]. Essas distancias nos permitirdo analisar o efeito das
dguas proximas ao DNA (distancia de até 0.3 nm), a meio alcance do DNA (distancia até 0.5 nm) e
longe do DNA ( distincia até 1 nm). As dguas proximas ao DNA sdo as principais responsdveis pela
estabilizacao dos nucleotideos [70]. Como parametro de alcance da barreira, utilizamos os valores
de 22.5 nm para CG e 17.5 nm para AT de Luo et al. [152]. Eles encontraram esses valores em
estudos de microscopia de forca atdmica em DNA. Durante o processo de separacdo da fita de DNA,
as moléculas de H5O se intercalam entre os pares de base. Essa interacdo, (par de base)-H,O-(par de
base), € de longo alcance e se concentra na faixa de 20-25 nm para o par CG e 15-20 nm para o par
AT, até que os pares de base estejam completamente separados [152]. Assim, usaremos os valores

de 22.5 nm para CG e 17.5 nm para AT, que é a média desta faixa.

Modelos HMS, PCLA e TRMF Os modelo HMS (tabela 5), PCLA (tabela 6) e TRMF (tabela 8),
apresentados nas paginas 79, 80 e 84, respectivamente, possuem uma parte do Hamiltoniano bastnte
similar, Visorse + Viarreira- Entretanto, cada termo de barreira possui suas particularidades. Como
os modelos pretendem discutir o mesmo efeito, ou seja, a interacdo base-solvente, manteremos
os parametros de posi¢do de equilibrio, alcance da barreira e altura da barreira com os mesmos
valores. Para o0 modelo HMS, avaliaremos duas fungdes de Vjq;reire Uma com s positivo e outra
com s negativo [24, 153]. Diferenciaremos esses dois casos por HMS™, quando s = —1, e HMS™,
quando s = +1.

Modelo PCLJ Diferente dos outros modelos, o modelo PCLJ (tabela 7), apresentado na pagina 82,
tem um problema de que o valor do poco de potencial de Morse, A, muda de acordo com os valores
de v, A\n, E e Dy, utilizados. Estudos anteriores do modelo PB realizados pelo nosso grupo, nao
alteramos o parametro A que representa o alcance da ligagdo de hidrogénio entre os pares de
base (potencial de Morse, equagdo (11)), pois ele nao traz diferencga significativa para os nossos
resultados [28]. Assumiremos que o parametro )\, do modelo PCLJ deve possuir comportamento
semelhante ao modelo PB durante as minimizagdes. Assim, para termos certeza de que cobriremos
a faixa em que o potencial de Morse A € similar ao Morse D dos demais modelos, alteramos os
valores de \;, (AT) e A, (CG) do modelo PB para os valores mostrados na tabela 12. Uma diferenca
deste modelo em relacdo aos demais é que apds a separagdo base-solvente-base para base-solvente,

ha uma energia pequena remanescente representada pelo parametro D, isto faz todo sentido, pois
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apos a separacao dos nucleotideos e do estado intermedidrio base-solvente-base para o estado de fita
simples, exite uma energia de ligacao entre a base e o solvente. Embora ndo sabemos o valor desta
interagdo, sabemos que ela deve ser pequena. Assim, testaremos os valores de £ para trés valores de
Dy: 0, 1 e 10 meV. Posteriomente, avaliaremos se € necessario variar este parametro quando formos

realizar as minimizagdes.

Nessa etapa, nao sabemos qual valor de altura da barreira a ser utilizado para iniciar o
processo de minimizag¢do. Assumimos que a altura da barreira deve ser menor ou igual ao potencial
de Morse D. No modelo HMS, o termo f, representa uma porcentagem do valor da profundidade D
do potencial de Morse, conforme a equacgdo (34). Utilizaremos a faixa entre 0 e 1 desse parametro,
a fim de observar o efeito préitico da adicao do potencial solvente ao modelo PB. Faremos isso
utilizando um processo chamado de varredura. O processo de varredura consiste em calcular os
pardmetros de qualidade, x? ou (T'), para cada valor de f, em um intervalo e passo determinados.
Nos concentraremos apenas nos valores de x2. De modo a facilitar as andlises, mostraremos nos
graficos os valores de (x?) = x?/N, onde N € o niimero de sequéncias utilizadas, neste caso 40,
conforme a tabela 9. Como mencionado anteriormente, o intervalo avaliado foi entre O e 1, jd o
passo foi de 0.1, ao todo teremos 11 pontos. Os pares de base AT e CG interagem diferente com
o solvente, por causa da sua estrutura quimica. Desse modo, cada valor de (x?) serd determinado
por um valor de f, (ar) para AT e um f, cg) para CG. De forma a normalizar todos os modelos em
unidades de energia, multiplicaremos f, por D e usaremos esses valores de energia para observar o
mapa de (x?) de cada modelo. Assim, realizaremos uma varredura dos pardmetros relacionados a
altura da barreira na faixa mostrada na tabela 12, 0 < altura da barreira < D, para todos os modelos
e manteremos os demais parAmetros constantes. Ao final, teremos uma matriz 11x 11 de {x?) do
espectro da regido analisada. Construiremos um mapa de calor de (x?) desta regido e, em seguida,
avaliaremos se 0 modelo produz valores de {x*) melhores do que os do modelo PB. Utilizaremos o
melhor valor (x?), ou seja, 0 menor valor de cada modelo para iniciar o processo de minimizagio.
Caso o valor de um dos parAmetros seja zero, usaremos o valor do melhor (x?), onde os parimetros
de altura da barreira sejam diferentes de zero. Um resumo dos pardmetros utilizados para a busca

dos parametros iniciais para iniciar o processo de minimiza¢ao encontra-se na tabela 12

Otimizacoes de teste Recalizamos trés testes para determinar qual é o melhor processo de

minimizacao para se trabalhar com os modelos:

1. Variar apenas os parametros relevantes relacionados ao solvente mantendo os parametros de

empilhamento, %k, e Morse, D, fixos;

2. Variar os parametros relevantes relacionados ao solvente e os de Morse, D, mantendo os

pardmetros de empilhamento, k, fixos;



Tabela 12

Parametro tipo DNA-W/40
DNA-P200/40

modelo HMS

Is (ary = [s (co) percentual da altura da barreira 0< fs<1

As (AT) alcance da barreira 17.5 nm

As (CG) alcance da barreira 22.5 nm

Ye (AT) = Ye (CG) posicao de equilibrio (solvente-base) entre 0.05 ¢ 1 nm

SAT = ScG funcdes utilizadas na literatura [24, 153] +1 ou -1
modelo PCLA

baT altura da barreira 0<b< Dur

beg altura da barreira 0<b< Decg

CAT inverso do alcance da barreira 0.0057

ccG inverso do alcance da barreira 0.0044

datr = dcg posi¢do de equilibrio (solvente-base) entre 0.05¢ 1

QAT inverso do alcance do potencial de Morse 0.28 nm~!

acG inverso do alcance do potencial de Morse 0.94 nm—!

modelo PCLJ

Dy, (aty = Dh, (co)

energia final da fita simples

Oouloul0meV

E(am) altura da barreira 0< E < Daur
Eco) altura da barreira 0< E < Dcg
An (AT) alcance do potencial de Morse 5.87x1072 nm
An (CG) alcance do potencial de Morse 7.18x1073 nm
Y(aT) alcance da barreira 17.5 nm
Y(cG) alcance da barreira 22.5 nm
modelo TRMF

Gar altura da barreira 0< G < Dar
Gcg altura da barreira 0< G < Dee
Yo (AT) = Yo (CG) posicao de equilibrio (solvente-base) entre 0.05 ¢ 1 nm
be (AT) alcance da barreira 17.5 nm

be (CG) alcance da barreira 22.5 nm

97

Parametros utilizados para iniciar o processo de minimiza¢do dos modelos com barreira. Os pardmetros de
empilhamento, k£ e D, iniciais foram os ajustados pela terceira minimiza¢do do modelo PB, mostrados nas
figuras 36a e 37a.
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3. Variar os parametros relevantes relacionados ao solvente e os de empilhamento, £, mantendo

os parametros de Morse, D, fixos.

Os parametros relevantes dos modelos com barreira s@o relacionados as energias. Isso inclui as
energias de barreira para os modelos HMS, PCLA, PCLJ e TRMF, bem como a energia da interagdo
entre a fita simples e as moléculas de H,O do modelo PCLJ. Os termos referentes ao alcance
e distancias de equilibrio da interacdo base-solvente manteremos constantes, pois esses valores
vieram de referéncias experimentais e calculos teéricos de dinamica molecular [65, 70, 152] para
compararmos nossos resultados. Nos modelos PCLA e PCLJ, hd um pardmetro referente ao alcance
do potencial de Morse que manteremos constantes. No modelo PCLJ, sairemos do regime de
profundidade de pogo A diferente do modelo PB, o que dificulta uma comparagdo direta entre
os modelos. Ja no modelo PCLA, teremos valores diferentes de alcance do potencial de morse
para os termos Viasorse € Voarreira. Assumiremos que o do modelo PCLA tem pouca relevancia nas

minimizacdes, andlogo a outras andlises do modelo PB realizadas pelo nosso grupo [28].

Nesta etapa, para poupar tempo, faremos apenas uma otimizagcao com 100 rodadas, visto
que isso € suficiente para observar o comportamento dos pardmetros. Com isso, faremos uma
andlise preliminar para verificar se os resultados fazem sentido com a literatura. Em caso positivo,

completaremos as 1000 rodadas de minimizagdes para refinar nossos resultados.

Os modelos de barreira explicam um estado intermediario que ndo existe no modelo PB,
como discutido na se¢do 5.3. A existéncia deste estado intermedidrio faz todo o sentido fisico.
Porém, o modelo PB consegue descrever muito bem o que ocorre no sistema, como foi mostrado em
estudos anteriores [28—30]. Surge entdo a questdo: Os modelos com barreira conseguem predizer
temperaturas de desnaturacdo melhores do que o modelo PB e, adicionalmente, fornecer mais
informagdes sobre a dindmica do sistema? Antes de respondermos a essa pergunta, precisamos
identificar os parametros iniciais dos diferentes modelos com barreira. Pela tabela 12, nos resta
apenas definir qual valor de energia de barreira inicial utilizar nas minimiza¢des. Entdo, primeiro
procuramos as energias de barreiras iniciais para os diferentes modelos PB com barreira, HMS
(pagina 79), PCLA (pédgina 80), PCLJ (pagina 82) e TRMF (pdgina 84). Em seguida, realizamos
diversos procedimentos de minimizag¢ao para encontrar qual a melhor forma de se trabalhar com
cada um dos modelos PB com barreira. Nessa etapa, aplicaremos alguns critérios para avaliar os

modelos:

e Os valores de predicao de temperaturas sejam melhores do que do modelo PB padrao;

e Os resultados devem ter sentido fisico com a dindmica do DNA.

Ainda nesta parte, faremos uma comparag¢do dos resultados dos modelos PB com barreira com os
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resultados encontrados pelo modelo PB, conforme discutido na secdo 5.5.

5.6.2 Otimizacoes finais

Os modelos aprovados nas andlises iniciais, conforme a se¢do 5.6.1, serdo submetidos
ao mesmo procedimento de otimizagdo empregado para o modelo PB, descrito na secdo 5.5.1.
Completaremos as 100 rodadas de minimizacdes da etapa anterior para 1000 e faremos mais 2
rodadas de otimiza¢des com 1000 rodadas para confirmarmos se nos encontramos no minimo da
funcdo x2, como descrito na secio 3.1.3. Dessa forma, tanto a andlise pelo modelo PB padrio quanto
as dos modelos PB com barreira passarao pelo mesmo niimero de procedimentos de otimizagdes.
Por fim, avaliaremos a influéncia do erro experimental em nossos resultados, da mesma maneira que

fizemos anteriormente com o modelo PB. Para isso, utilizaremos o mesma incerteza de 0.7 °C.

Nesta etapa, voltaremos a estudar as sequéncias de RNA e compararemos os resultados
dos modelos de barreira com os resultados do modelo PB padrao. Logo, teremos que identificar os
parametros iniciais dos modelos de barreira aprovados na andlise inicial para o RNA. O alcance
e a posicao de equilibrio sdo idénticos ao DNA, como especificado na tabela 12, pois os grupos
funcionais que formam as ligacdes de hidrogénio entre os pares de base sdo 0s mesmos nas bases
nitrogenadas, conforme mostrado na figura 2c. Resta apenas identificar as energias de barreira. Para
isso, utilizaremos o mesmo procedimento de varredura que realizamos para o DNA. Na proxima
secdo, apresentaremos as analises iniciais dos modelos com barreira. Os modelos aprovados serdao

submetidos a mais rodadas de otimizacgdes, como descrito nesta secao.

5.6.3 Analise Inicial - Parametros iniciais dos modelos com barreira

Como discutido nas sec¢Oes anteriores, determinamos quase todos 0s parametros iniciais para
os modelos com barreira, mostrados na tabela 12. Os dnicos pardmetros que nos restam encontrar
sdo as energias de barreira para cada modelo. A principio. os valores de energia podem ser quaisquer
nimeros. Entretanto, impomos a restricao de que esse paradmetro deve se limitar ao intervalo entre
0 e o valor de profundidade média do po¢o D, como encontrado pelo modelo PB (figura 36a).
Essa restricao é baseada no seguinte argumento: a ligacao base(fita principal)-solvente-base(fita
complementar), estado intermedidrio entre fita dupla e fita simples, deve ser menor ou igual a ligacao
base(fita principal)-base(fita complementar) no estado de fita dupla. Apds as ligacdes de hidrogénio
entre as fitas simples forem rompidas , surge uma ligagdo base(fita principal)-solvente-base(fita
complementar), onde o solvente realiza uma interagdo indireta entre os pares de base. Acreditamos
que se a energia de barreira for maior do que a energia de ligacdo entre as fitas, o sistema nunca

mudaria para o estado de fita dupla a temperaturas abaixo da temperatura de desnaturacao. Isso
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ocorre porque, neste caso, a ligacdo solvente-base seria mais estdvel do que a ligacdo base-base.
Mesmo com esta restricao, ainda hd um grande nimero de possibilidades para as energias de barreira
iniciais. Para contornar esse problema, optamos por manter os demais parametros constantes e variar
apenas as energias de barreira AT e CG no intervalo de 0 a D. Dessa forma, em vez de otimizar
todos os parametros, calculamos a funcao de parti¢do, determinamos o indice de melting e, por
fim, computamos as temperaturas de desnaturacao, conforme detalhado nos capitulos 3.1, 3.1.1 e
3.1.2. Assim, os parametros de qualidade nos forneceram valores nao otimizados para cada valor
de energias de barreira AT e CG. Em outras palavras, determinamos qudo distante as temperaturas
calculadas estdo das experimentais para cada ponto (AT, CG) no dominio. Entre os parametros de
qualidade que utilizamos, conforme as equacdes da secio 3.1.3, escolhemos o x?2, equacio (30).
Para cada valor de energia de barreira, temos um valor associado de y2. Alguns dos valores de
x? sdo muito grandes, entdo, nos graficos representamos para cada ponto (AT, CG) o valor de
<X2> = x? /N, onde N é o nimero total de sequéncias na base de dados (neste caso, 40, como
indicado na tabela 9). Ao final, construimos uma matriz de pontos de energias de barreira AT x CG.
A principio, escolherfamos o ponto de menor valor de (x?) fora do eixo 0 de um dos pardmetros,
pois ndo faria sentido que a barreira de energia existisse apenas para um par de bases. Além ddisso,
esse é ponto mais préximo do minimo da fungdo (x?), que representa a menor diferenca entre
as temperaturas calculadas e experimentais. Entretanto, usamos essa abordagem apenas para os
modelos HMS e TRMEF. Para os modelos PCLA e PCLJ, utilizamos outros critérios de selecao de

energias de barreira, discutidos nos préximos paragrafos.

Modelo PCLA Para o conjunto DNA-P200/40, escolhemos o ponto de menor valor de (x?) fora
do eixo 0 de um dos parametros, seguindo o mesmo critério aplicado aos modelos HMS e TRMF.
Entretanto, para as sequéncias DNA-W/40, esse ponto tem valor de energia de barreira AT igual a
profundidade de poco Dt € uma energia de barreira CG pequena. Uma energia de barreira maior no
par AT do que no par CG ndo faria sentido, pois CG € mais hidratado do que AT [4, 167]. Notamos
que, para o valor de energia de barreira CG fixo em bcg = 8.35 meV/A 3, tabela 13, os valores
de (x?) sdo muito proximos, o que significa que eles fornecem os mesmos valores de predigio de
temperaturas. Assim, escolhemos para as sequéncias DNA-W/40 o mesmo ponto que foi escolhido
para as sequéncias DNA-P200/40. No entanto, os valores de energia de barreira sao diferentes entre
os dois conjuntos, conforme mostrado na tabela 13, devido aos valores diferentes de profundidade
do poco D das sequéncias em H,O, DNA-W/40, e em PEG200, DNA-P200/40, apresentados na

(figura 36a). Como resultado, o intervalo entre 0 e D avaliado é diferente entre os dois conjuntos.

Modelo PCLJ No caso do modelo PCLJ, vale a pena recordar que para cada valor de vy, A, F e

Dy,, obtemos valores de profundidades de pogo A diferentes, como definido pelas equagdes (37).
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Ap0s a separacgdo do par de bases, as moléculas de 4gua interagem indiretamente com os nucleotideos
AT e CG. Existe apenas uma diferenca entre os grupos funcionais que se localizam entre os
nucleotideos, o grupo -CH na adenina e o grupo -NH; na guanina (posicao C(4)), conforme ilustrado
na figura 2¢ (pagina 29). Devido ao grupo -NH, ser mais eletronegativo e formar mais ligacdes
de hidrogénio com a H,O em comparacdo ao grupo -CH, € esperado que o par CG possua uma
energia de barreira ligeiramente maior do que o par AT. Nesse contexto, escolhemos os valores
de energia de barreira Far ~11 meV/A e Eceg =12 meV/A para as sequéncias DNA-W/40. Em
seguida, variamos os parametros A, (at) € Ay (cG) até encontrarmos valores de Axr e Acg proximos
a0 Dxr € Dcg do modelo PB, conforme mostrado na figura 36. Os valores resultantes para Ay, (ar) €
A (co) foram 5.87x 1073 nm e 7.18 x 10~% nm, respectivamente. ApGs encontrarmos os valores de
An, variamos os parametros de Ear e Fcg para as sequéncias em PEG200 que produzem valores
de profundidade de pogco Axr € Acg proximos ao Dar e Dceg do modelo PB, conforme ilustrado
na figura 36. Os valores encontrados foram Fap ~11.2 meV/A e Focq =134 meV/A. Com 18so,
utilizamos os mapas de calor de (x?) apenas para avaliar o quo distante do minimo da fungio ?
nos encontramos, visto que alterar os valores de E/ar ou Ecg nos levaria para fora do regime em que
as profundidade de po¢o Aar & Dar e Acg ~ Dcg. Isso, por sua vez, dificultaria uma comparacio
direta entre os modelos. D) representa a energia da fita simples apds a completa separagcdo dos
nucleotideos. Avaliamos o mapa de calor Ear X E¢g para trés valores de Dj,: 0, 1 e 10 meV. Embora
ndo notamos nenhuma melhora nos valores de (x?) ao variar D, consideramos que uma pequena
energia residual apds a separacdo da fita dupla faz todo sentido fisico. Assim, escolhemos o valor de
Dy, = 1 meV como valor inicial tanto para AT quanto para CG, avaliados de forma distinta para

cada par de base.

Na tabela 13, apresentamos um resumo os valores de energia de barreira iniciais para cada
modelo, bem como os valores de (x?) iniciais dos cédlculos. Os valores de energia encontrados
permanecem os mesmos independente da distancia de equilibrio entre a base e o solvente utilizada
(modelos HMS, PCLA e TRMF), porém observamos ligeiras variagdes nos valores (x?). Acredi-
tamos que os modelos podem ser capazes de diferenciar moléculas de dguas proximas daquelas
mais distantes do DNA, fornecendo energias de barreira que seguem uma dependéncia com a
distancia entre a base e o solvente. Investigaremos essa possibilidade na proxima secdo. Para obter
uma descri¢do detalhada de como encontramos os valores iniciais de energia de barreira para cada

modelo, consulte o apéndice B.

5.6.4 Analise Inicial - Otimizacoes de teste

Nesta secao, avaliaremos se os modelos com barreira sdo uteis para predizer temperaturas

de desnaturacdo. Lembrando que realizamos trés testes: 1. Variar apenas os termos de energia da



Tabela 13

Parametro DNA-W/40 DNA-P200/40

modelo HMS
HMS™

fs (am) 0.2 0.1

fs (coy 0.1 0.1

SAT = SCG -1 -1

) 4.43°C? 1.43°C?

HMS™*

fs (am) 0.3 0.4

fs (co) 0.1 0.1

SAT = SCcG +1 +1

') 4.50°C? 1.25°C?
modelo PCLA

DT 7.81 meV/A 3 8.12 meV/A 3

be 8.35meV/A 3 9.39 meV/A 3

O3 9.74 °C2 474 °C?
modelo PCLJ

Dh (AT) = Dh (CG) 1 meV i 1 meV X

E(ar 11 meV/A 11.2 meV/A

E(ca) 12 meV/A 13.4 meV/A

(x?) entre 17.85°C? € 102.3 °C?  entre 25.97 °C? e 43.11 °C?
modelo TRMF

Gar 3.91 meV 4.06 meV

Gca 8.35 meV 9.39 meV

(%) 4.69 °C? 2.03°C?
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Pardmetros de energia de barreira utilizados para iniciar o processo de minimiza¢do dos modelos com barreira.
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barreira, 2. Variar os termos de energia da barreira e os termos do potencial de Morse D, e 3. Variar
os termos de energia da barreira e os termos de empilhamento k. Realizamos os trés testes em quatro
diferentes valores de distincia entre os nucleotideos e as moléculas de H,O. Para avaliar os modelos,

utilizaremos os seguintes critérios:

L. O valor de x? deve ser menor do que o modelo PB;
II. O valor de energia de barreira CG deve ser levemente maior do que AT no caso com H5O;

ITI. O valor de profundidade de pogo do potencial de Morse deve ser maior nas sequéncias em
PEG200 do que em H,O.

O critério 1. nos informa se a modificacdo com o potencial de barreira resulta em previsoes
de temperaturas melhores do que o modelo original. J4 os demais critérios nos informam sobre a
fisico-quimica do sistema. O critério II. destaca que, apds a separacdo dos nucleotideos, as moléculas
de 4gua se inserem entre os pares de base, estabelecendo uma ligacdo base-H,O-base. Observando
a figura 2c (posicao C(4)), percebemos que existe apenas um grupo funcional diferente entre as
pares de bases: o grupo -NH, na guanina e o grupo -CH na adenina. O grupo -NHs, além de ser
mais eletronegativo, faz mais liga¢des de hidrogénio com a H,O do que o grupo -CH. Logo, o par
CG deve apresentar uma energia de barreira um pouco maior do que o par AT. Quanto ao critério
II., avaliaremos o efeito do PEG200. O PEG200 reduz a interacao das moléculas de H,O com o
nucleotideo [35, 140, 143, 144]. Assim, as moléculas de 4gua, que antes atuavam de forma a reduzir
a ligacdo de hidrogénio entre os pares de base, o fazem de forma menos intensa. Consequentemente,
esperamos um aumento no potencial de Morse, tal como aconteceu com os resultados do modelo

PB, discutido na se¢do 5.5.2.

Modelo HMS Das 100 rodadas de minimiza¢des do modelo HMS ™, conforme a tabela 5 com
s = —1, e do HMS™, conforme a tabela 5 com s = +1, todas as minimizagdes foram concluidas
com sucesso. Nas tabelas 14 e 15, apresentamos os resultados para os trés testes. Realizamos as
minimizacdes para quatro valores diferentes de y.. O motivo dessa variag¢do foi para investigar se os
modelos com barreira conseguem diferenciar moléculas de dgua préximas do DNA de moléculas de

agua distantes.

Ao contrario dos demais modelos com barreira, nos quais variamos a energia da barreira,
no modelo HMS, variamos o valor de f; durante as minimizag¢des. Apds completar os cdlculos,
determinamos a altura da barreira ao multiplicar o valor de f, pelo valor de D. Ambos os valores
estdo na tabelas 14 e 15. O erro da energia de barreira, valores entre parénteses, foi encontrado

utilizando o método de propagacio de derivadas na fun¢do f;D. Com base nos critérios L., II. e III.
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avaliaremos a possibilidade de utilizar o modelo HMS para prever temperaturas de desnaturacao.

Primeiramente, avaliaremos o modelo HMS™ e posteriormente o modelo HMS™.

Pelos resultados da tabela 14, observamos que os testes 2. e 3. conseguiram predicdes de
temperatura em H,O (DNA-W/40) melhores que as do modelo PB, enquanto em PEG200 (DNA-
P200/40) todos os testes apresentaram temperaturas preditas melhores do que o modelo padrao.
Somente no teste 1. em HsO, os resultados das predi¢des foram levemente piores do que o modelo

PB. Assim, todos os testes do modelo HMS™ foram aprovados no critério I..

No critério I, as energias de barreira AT e CG devem ser proximas, ademais a energia de CG
em H,O (DNA-W/40) deve ser levemente maior do que AT. Apesar dos valores médios de fs (ar)Dar
serem levemente maiores do que f (cg)Dcg nos testes 1. € 3., ao incluirmos a barra de erro nas
andlises indica que os valores de energia de barreira CG podem ser maiores do que AT. No teste 2.,
os valores médios de energia de barreira AT sdo bem maiores do que as de CG. Ao incluirmos a
barra de erro, os valores de energia de barreira CG podem ser maiores que AT. Entretanto, com base
em nossa experiéncia, € provavel que as préximas minimizacdes produzam valores de energia de
barreira médias proximos aos valores encontrados na tabela 14, com menores dispersdes. Logo, o
teste 2. ndo conseguira valores de energia de barreiras de potencial CG levemente maiores do que
AT em H,O (DNA-W/40). Apenas os testes 1. e 3. foram aprovados no critério 2.. Observe que os
valores de f, no teste 1. (tabela 14) sdo aproximadamente zero, ou seja, ao variar apenas o termo de
barreira, o modelo HMS assume que o modelo PB € o melhor. Portanto, ndo € interessante para nds

explorar o modelo com o teste 1..

Os valores de Morse CG e AT dos testes 1. e 3. jd respeitam automaticamente o critério II1., ja
que ndo alteramos esses parametros nesses testes. No entanto, no teste 2., os valores de profundidades
de poco médias Dcg sdo maiores do que as de Dar, porém Dar—DNA-P200/40 € menor do que
D xr—DNA-W/40. Além disso, observamos que as profundidades médias Dcg € Dar das sequéncias
em H,0 e PEG200/40%wt sdo muito proximas. Nesse caso, a adicdo de PEG200/40%wt ndo possui
efeito significativo nas ligacoes de hidrogénio. As diferengas de temperatura 7, € T¢y, mostradas
na tabela 23 sdo bem grandes. Acreditamos que essa diferenca de temperatura ndo possa ser atribuida

apenas ao termo de empilhamento. Com base no critério III., apenas os testes 1. e 3. foram aprovados.

Diferente do modelo HMS ™, como mostrado na tabela 14, as predi¢des de temperatura do
modelo HMS™ (tabela 15 - coluna x?) sdo bem melhores. Pelo critério 1., apenas os testes 2. € 3.
apresentaram valores de x? melhores do que o modelo PB. O teste 2. em H,O (DNA-W/40) teve
resultados levemente piores. J4 o teste 1. em PEG200 (DNA-P200/40,) foi o que apresentou valores
de predi¢des de temperatura melhores. Dos resultados de Ax? apresentados na tabela 15, apenas os

testes 2. e 3. foram aprovados no critério I..

As alturas das barreira AT e CG, f;D, sdo bem préximas nos testes 1. e 2. em H,O (DNA-
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DNA-W/40

Min.  ye im) X7 (°C?)  (AT)(°0)  Ax* (°CH) fs (am) s (ca) s (ar) Dar meV)  f (cG)Dcg (meV) Dt (meV)  Dcg (meV)
0.05 166.55 1.69 0.61 0.013(0.035)  0.005(0.019) 0.51(1.36) 0.38(1.56) 39.07(6.21) 83.51(9.68)

| 0.3 166.61 1.70 0.66 0.015(0.041)  0.006(0.022) 0.59(1.60) 0.47(1.86) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
: 0.5 166.36 1.69 0.41 0.009(0.021)  0.002(0.011) 0.36(0.83) 0.14(0.89) 39.07(6.21) 83.51(9.68)

1 166.32 1.69 0.38 0.008(0.021) 0.002(0.010) 0.30(0.80) 0.15(0.87) 39.07(6.21) 83.51(9.68)

0.05 154.25 1.57 -11.69 0.24(0.15) 0.07(0.03) 11.17(6.95) 6.94(2.97) 46.87(6.29) 94.01(5.50)

5 0.3 153.75 1.56 -12.20 0.23(0.14) 0.07(0.03) 10.84(6.67) 6.44(2.97) 47.32(6.41) 94.22(4.94)
. 0.5 155.83 1.60 -10.11 0.22(0.10) 0.07(0.03) 10.06(5.05) 6.53(3.19) 46.26(6.83) 92.83(5.89)
1 153.16 1.53 -12.79 0.22(0.11) 0.07(0.03) 10.58(5.53) 6.33(2.48) 48.17(5.19) 94.65(3.12)

0.05 162.34 1.67 -3.61 0.20(0.07) 0.08(0.03) 7.71(3.07) 6.71(2.24) 39.07(6.21) 83.51(9.68)

3 0.3 162.69 1.68 -3.25 0.19(0.08) 0.07(0.03) 7.32(3.45) 6.00(2.73) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
: 0.5 163.51 1.69 -2.44 0.18(0.09) 0.08(0.03) 6.90(3.69) 6.43(2.54) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
1 164.11 1.69 -1.83 0.20(0.08) 0.08(0.02) 7.75(3.40) 6.59(2.17) 39.07(6.21) 83.51(9.68)

DNA-P200/40

0.05 4718 0.76 -6.85 0.01(0.04) 0.04(0.04) 0.58(1.43) 4.01(3.47) 40.61(2.96) 93.90(3.41)

| 0.3 45.16 0.74 -8.87 0.01(0.03) 0.03(0.03) 0.37(1.12) 3.12(3.29) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
) 0.5 46.87 0.75 -7.16 0.02(0.04) 0.04(0.04) 0.64(1.46) 3.98(3.63) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
1 45.59 0.74 -8.43 0.01(0.03) 0.04(0.03) 0.31(1.06) 3.32(3.28) 40.61(2.96) 93.90(3.41)

0.05 44.53 0.73 -9.49 0.11(0.05) 0.08(0.02) 4.94(2.23) 8.13(4.76) 44.24(3.49) 98.79(0.94)

5 0.3 44.11 0.73 -9.91 0.11(0.04) 0.08(0.02) 4.70(1.66) 8.13(3.82) 44.58(3.53) 98.69(0.87)
. 0.5 44.59 0.74 -9.44 0.11(0.03) 0.08(0.02) 4.74(1.34) 8.29(3.20) 44.41(3.13) 98.72(0.68)

1 44.64 0.74 -9.38 0.10(0.02) 0.09(0.02) 4.53(1.08) 8.44(2.77) 44.70(2.96) 98.75(0.86)

0.05 32.65 0.68 -21.37 0.12(0.04) 0.06(0.02) 4.96(1.57) 5.57(1.73) 40.61(2.96) 93.90(3.41)

3 0.3 43.87 0.68 -10.16 0.12(0.03) 0.06(0.02) 4.83(1.44) 5.82(2.15) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
: 0.5 47.72 0.75 -6.31 0.13(0.04) 0.06(0.02) 5.35(1.69) 5.45(1.74) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
1 4277 0.66 -11.26 0.13(0.04) 0.06(0.02) 5.21(1.62) 5.55(2.00) 40.61(2.96) 93.90(3.41)

Tabela 14

Comparagio entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacdo para se trabalhar com o

modelo HMS ™. Mostramos os resultados para as sequéncias em HoO e PEG200 para quatro valores diferentes
2 2 2 2 5 :

de y.. Ax* = X(rms-) ~ X(PB): onde X(pp) S€ enc.:ontra na secdo 5.5.2, t.abela 11. 1. Variar apenas os

termos fs, 2. Variar os termos f5 e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos f; € os termos de

empilhamento k.

W/40), conforme mostra a tabela 15. Porém, os valores de energia AT sdo levemente maiores do que
CG. Ao considerar as barras de erro, os valores de CG podem ser maiores do que AT. No teste 3.,
as diferencas de energia de barreira f, (ar)Dar € fs (co)Dcg sdo bem maiores. Como mencionado
anteriormente para o modelo HMS™, os valores de energia média finais, apds mais rodadas de
minimizacdes, tendem a oscilar proximos aos valores do teste 3. na tabela 15, com dispersoes

menores. Portanto, apenas os testes 1. e 2. foram aprovados pelo critério II..

No critério III. observamos se valores de profundidade de poco D em H,O (DNA-W/40)
sao maiores do que em PEG200 (DNA-P200/40). Os testes 1. e 3. j4 atendem automaticamente ao
critério III., pois mantemos D constante. A tabela 15 mostra que os valores de Dcg sdo maiores
do que Dar. Ao comparar D em HO com D em PEG200, observamos que Dar das sequéncias
DNA-W/40 sao maiores do que Dar das sequéncias DNA-P200/40. Considerando a barra de erro,
h4 a possibilidade de Dar em PEG200 ser maior do que H,O, mas as minimizagdes seguntes tendem
a produzir valores médios de pardmetros proximos aos resultados anterioriores, com menor variaago.
Assim, acreditamos que Dar em HyO serd maior do que Dar em PEG200. Com base nisso, apenas

os testes 1. e 3. passaram no critério III..

Em resumo, o teste 3. do modelo HMS™ foi aprovado em todos os nossos critérios. Por
outro lado, para o modelo HMS™, nenhum dos testes conseguiu ser aprovado nos trés critérios

utilizados para proseguir com as minimizagdes. Notamos que as energias de barreira nao seguem
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DNA-W/40
Min.  ye im) X7 (°C?)  (AT)(°0)  Ax* (°CH) fs (am) s (ca) s (ar) Dar meV)  f (cG)Dcg (meV) Dt (meV)  Dcg (meV)
0.05 174.10 1.75 .16 0.07(0.10) 0.02(0.04) 2.58(4.00) 1.93(3.63) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
| 0.3 175.83 1.76 9.89 0.10(0.12) 0.04(0.05) 4.76(3.75) 3.32(3.04) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
: 0.5 174.88 1.75 8.94 0.09(0.11) 0.03(0.05) 3.32(4.39) 2.56(4.07) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
1 175.85 1.75 9.91 0.09(0.12) 0.04(0.05) 3.63(4.61) 3.03(4.26) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
0.05 163.29 1.66 -2.65 0.22(0.08) 0.091(0.008) 11.09(4.29) 8.07(2.50) 51.28(8.11) 91.49(8.24)
5 0.3 166.19 1.69 0.25 0.22(0.09) 0.09(0.04) 11.13(4.88) 8.28(3.74) 49.56(8.51) 90.56(9.97)
. 0.5 165.11 1.68 -0.84 0.20(0.09) 0.09(0.03) 9.89(4.68) 7.77(3.24) 49.25(7.82) 90.76(8.58)
1 164.93 1.68 -1.01 0.21(0.09) 0.09(0.03) 10.57(4.76) 8.39(2.82) 49.55(8.07) 91.05(9.04)
0.05 143.35 1.59 -22.60 0.33(0.11) 0.06(0.04) 12.80(4.76) 5.25(3.32) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
3 0.3 143.90 1.59 -22.05 0.31(0.10) 0.07(0.04) 12.05(4.30) 5.81(3.36) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
) 0.5 143.12 1.59 -22.82 0.30(0.09) 0.07(0.04) 11.61(4.01) 6.19(3.42) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
1 140.58 1.57 -25.37 0.32(0.11) 0.07(0.04) 12.47(4.80) 5.83(3.32) 39.07(6.21) 83.51(9.68)
DNA-P200/40
0.05 3434 0.71 -19.69 0.104(0.003)  0.001(0.001) 421(0.34) 0.12(0.13) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
| 0.3 34.34 0.71 -19.69 0.102(0.002)  0.001(0.001) 4.14(0.32) 0.10(0.09) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
) 0.5 34.32 0.71 -19.70 0.101(0.002) 0.001(0.001) 4.10(0.31) 0.10(0.09) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
1 34.37 0.71 -19.66 0.099(0.003) 0.001(0.001) 4.00(0.31) 0.10(0.10) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
0.05 45.95 0.74 -8.07 0.32(0.06) 0.11(0.03) 14.44(3.16) 10.55(2.75) 45.78(3.69) 99.36(1.56)
5 0.3 46.19 0.74 -7.83 0.32(0.05) 0.11(0.02) 14.40(2.65) 10.58(2.06) 45.64(3.86) 99.34(1.60)
. 0.5 46.14 0.74 -7.88 0.32(0.06) 0.11(0.02) 14.54(2.91) 10.46(2.41) 46.05(3.87) 99.35(1.38)
1 46.00 0.74 -8.02 0.31(0.06) 0.11(0.02) 13.98(3.16) 10.64(1.85) 45.41(4.11) 99.40(1.08)
0.05 45.54 0.68 -8.49 0.27(0.08) 0.08(0.02) 10.78(3.27) 7.69(2.18) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
3 0.3 50.62 0.74 -3.41 0.27(0.08) 0.08(0.03) 11.10(3.48) 7.36(2.75) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
) 0.5 51.05 0.77 -2.98 0.26(0.08) 0.08(0.03) 10.67(3.24) 7.56(2.60) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
1 50.76 0.77 -3.26 0.27(0.08) 0.08(0.03) 10.84(3.42) 7.33(2.70) 40.61(2.96) 93.90(3.41)
Tabela 15

Comparagio entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacdo para se trabalhar com o

modelo HMS™. Mostramos os resultados para as sequéncias em HoO e PEG200 para quatro valores diferentes
2 2 2 2 5 :

de y.. Ax* = X(nms+) ~ X{pB)> onde X(pp) S€ en(.:ontra na secdo 5.5.2, t.abela 11. 1. Variar apenas os

termos fs, 2. Variar os termos f5 e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos f € os termos de

empilhamento k.

um padrdo ao variar as distancias y. no modelo HMS™ (tabela 14). Em outras palavras, o modelo
HMS nio consegue distinguir entre moléculas de dgua a diferentes distancias do nucleotideo. Entao,
prosseguimos com as minimizagdes apenas para o valor 3, = 3 A. Escolhemos esse valor, pois é
onde se concentra a primeira casca de hidratacdo do DNA [3]. A primeira casca de hidratacdo é
a regido mais importante na estabilidade dos nucleotideos e responsdvel por vdrios processos de
interagdo entre 0 DNA e enzimas [3, 65, 69]. Na proxima se¢do, avaliaremos a possibilidade de

utilizar o modelo PCLA para predizer temperaturas de desnaturagao.

Modelo PCLA A tabela 16 apresenta os resultados dos testes para o0 modelo PCLA. Os valores
representados por tragos s@o dos cdlculos que ndo convergiram. Quando temos o valor do pardmetro
mas nao o erro, isso significa que apenas uma das 100 rodadas de minimizac¢des conseguiu finalizar
os célculos. Célculo finalizado significa que o simplex, neste caso um tridngulo, ndo encontra
mudangas significativas no valor de x? e encerra o processo de minimizagdo. No modelo PCLA,
mesmo nos testes 2. e 3., uma grande parte das 100 rodadas de minimiza¢do ndo foi concluida.
Nos testes 2., aproximadamente 60 rodadas convergiram, enquanto nos testes 3. apenas 15 rodadas
convergiram. Com essa andlise inicial, fica evidente que o modelo PCLA provavelmente ndo € capaz

de prever temperaturas de desnaturacgdo.

Ao continuar a andlise dos resultados, vemos que nenhum dos valores de Ay?* = X%PC LAy~

X%P p) € negativo, conforme mostrado na tabela 16. Isso indica que o modelo PCLA ndo conseguiu
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DNA-W/40

Min. d X2 (°C%)  (AT)(°C) Ax?(°C?)  bar €V/IA3)  beg (€VIA3)  Dar (meV)  Dcg (meV)

0.05 191.01 1.78 25.07 66.54(-) 0.15(-) 39.07(6.21)  83.51(9.68)

| 0.3 203.25 1.86 37.30 28.95(-) 0.1(-) 39.07(6.21)  83.51(9.68)

: 0.5 - - - - - 39.07(6.21)  83.51(9.68)

1 - - - - - 39.07(6.21)  83.51(9.68)

0.05 166.20 1.62 0.26 7.96(1.97) 4.48(0.97) 56.45(7.51)  56.73(5.27)

) 0.3 166.03 1.62 0.08 8.18(1.65) 4.39(1.04) 58.24(8.25)  58.09(5.55)

: 0.5 166.81 1.62 0.87 8.42(1.99) 4.55(1.02) 56.39(9.85)  56.89(6.47)

1 166.44 1.61 0.50 8.68(1.42) 4.37(0.94) 55.60(7.85)  56.82(5.20)

0.05  280.24 223 114.29 7.41(2.29) 4.00(1.03) 39.07(6.21)  83.51(9.68)

3 0.3 321.02 242 155.07 8.91(2.68) 5.64(2.25) 39.07(6.21)  83.51(9.68)

. 0.5 300.54 2.35 134.60 8.90(3.73) 5.79(3.07) 39.07(6.21)  83.51(9.68)

1 312.97 2.38 147.02 8.87(5.69) 4.90(2.45) 39.07(6.21)  83.51(9.68)
DNA-P200/40

0.05 - B - - - 40.61(2.96)  93.90(3.41)

| 0.3 - - - - - 40.61(2.96)  93.90(3.41)

: 0.5 - - - - - 40.61(2.96)  93.90(3.41)

1 177.33 1.67 123.30 2.98(0.19) 6.919(0.001)  40.61(2.96)  93.90(3.41)

0.05 78.72 1.07 24.69 6.22(2.47) 572(2.25)  42.71(12.60)  54.68(8.94)

) 0.3 75.44 1.07 21.42 5.48(2.46) 4.49(2.57) 39.42(18.32)  54.50(11.51)

: 0.5 76.92 1.07 22.90 5.89(2.76) 5.18(2.55) 39.35(18.48)  53.49(11.87)

1 78.60 1.08 24.57 6.53(2.39) 5.63(2.32) 35.53(13.79)  51.14(8.19)

0.05 115.48 1.45 61.46 8.96(2.94) 6.70(2.38) 40.61(2.96)  93.90(3.41)

3 0.3 114.16 1.45 60.14 7.64(2.39) 6.18(1.96) 40.61(2.96)  93.90(3.41)

. 0.5 140.68 1.57 86.65 7.73(3.35) 5.58(3.37) 40.61(2.96)  93.90(3.41)

1 151.45 1.60 97.42 7.30(3.87) 5.50(2.41) 40.61(2.96)  93.90(3.41)

Tabela 16

Comparacio entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacdo para se trabalhar com o
modelo PCLA. Mostramos os resultados para as sequéncias em HoO e PEG200 para quatro valores diferentes
de d. Ay? = X%PCLA) — X%PB)’ onde X%PB) se encontra na secdo 5.5.2, tabela 11. 1. Variar apenas os
termos b, 2. Variar os termos b e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos b € os termos de
empilhamento k.

melhorar as predicdes de temperatura encontradas pelo modelo PB. Dessa forma, O modelo PCLA
ndo atendeu ao nosso critério de avaliacdo ndmero .. As energias de barreira bar € bcg para as
sequéncias DNA-W/40 apresentam valores absolutos de bar>bcg. Apenas nos testes 3., se conside-
rarmos a barra de erro, bcg pode ser maior que bar. Os potenciais de Morse do teste 3. do conjunto
DNA-P200/40 sdo maiores do que os do conjunto DNA-W/40. Logo, os testes 3. foram aprovados

nos critérios II. e III..

Apesar de respeitar os critérios II. e III., o modelo ndo apresenta predi¢cdes de temperatura
melhores que o modelo PB, ndo atendendo assim ao critério I.. Além disso, uma parte considerdvel
das 100 rodadas do teste 3. ndo conseguiu finalizar os cdlculos e a funcdo parti¢do divergiu. Um dos
motivos para a divergéncia da funcdo parti¢io € que o termo 3 da equagio (35) gera uma barreira
de potencial enorme. Outro problema € que os autores Peyrard et al. [25] definem significado fisico
aos parametros c e d que na verdade nao existem, pois, de acordo com a equacdo (35), c e d sdo
apenas ndmeros sem unidade de medida. Diante disso, identificamos problemas nesse modelo e ndo

prosseguiremos com mais rodadas de minimizagao.

Decidimos modificar a equagdo de barreira do modelo PCLA para ver se corrigimos os
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problemas de divergéncia. A segunda funcio da equacdo (35) foi alterada da seguinte forma:

byk,
)

V{yn) = Olyn Coshz[c(ozyg — dIn2)]

(39)

Com o termo %> no denominador, conseguimos atribuir unidades de medida para os parametros c e d
iguais as descritas pelo artigo Peyrard et al. [25]. ¢ possui unidade de A-led possui unidade de A.
Essa modificacdo ndo apenas reduz a altura da barreira em relagdo ao modelo original (figura 38),
mas também atribui significado fisico aos parametros c e d. O expoente p no numerador servird para

observarmos os seguintes casos:

e Caso y>: Modelo PCLA com c e d tendo realidade fisica (PCLA-3);

e Caso y%: Assemelha-se ao potencial harmonico. O estudo realizado por Luo et al. [152] fez
célculos de DFT para observar como as moléculas de H,O se arranjam na estrutura base-
H,0O-base. As dguas se organizam em forma helicoidal, como uma mola molecular. Caso as
predicodes de temperatura sejam melhores ou semelhantes ao modelo PB, isso abriria caminho

para desenvolver uma barreira de potencial com esta modificacao (PCLA-2);

e Caso y': O modelo PCLA com essa modificacdo, a menos dos diferentes parimetros, seria a
derivada primeira do modelo HMS. Caso as predicoes de temperatura sejam tdo boas quando
as do modelo PB abriria caminho para incluir o segundo termo da expansdo em série de
Taylor do modelo HMS. Esse segundo termo da expansdo em série descreveria a forga entre o
nucleotideo e o par de base, ja que 90% das interacdes entre o nucleotideo e a H,O sdo de
origem elétrica (PCLA-1);

e Caso y°: Avaliar o modelo PCLA modificado com b tendo unidades de energia (PCLA-0).

Note que a medida que o valor de p diminui, a barreira de energia também diminui, como mostrado

na figura 38.

Plotamos o mapa de calor para os quatro caso, avaliados apenas em d = 0.3 nm, com o0s
mesmos parametros do modelo PCLA descritos na tabela 12. Isso foi feito porque ndo observamos
nenhuma dependéncia entre as energias de barreira e o pardmetro d no modelo PCLA. Apesar disso,
faremos uma verificagdo futura se existe alguma relacio entre as energias de barreira e o parametro
d das modificagdes do modelo PCLA. Os modelos foram chamados de PCLA-3, PCLA-2, PCLA-1
e PCLA-0. O resumo dos parametros do modelo PCLA modificado estd na tabela 17.

Os resultados encontrados foram surpreendentes, conforme ilustrado figuras 39 e 40. Apesar

de nenhum dos valores de (x?) dos modelos modificados apresentar temperaturas de predi¢io melhor
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Figura 38

Comparacao entre os potenciais do modelo PCLA, equacéo (35), e PCLA modificados, equacio (39). PCLA-
3 (p =3), PCLA-2 (p = 2), PCLA-1 (p = 1) e PCLA-O (p = 0). Os pardmetros de todas as curvas sio:
D=83.51 meV; A=0.11 A; b=8.35 meV/A , b=8.35 meV/A 3 (PCLA); c=4.4x10"3 A;0=9.39 A ~!

Hamiltoniano parimetro  unidade
D eV
D(e~Yi /A—1)\2 !

(e ) i
eV/A P
A -1
A
A1
eV/A 2
rad

byl / cosh?[c(ay? — dIn 2)]

TR QU T

g(y? — 2y;yi—1cos0 +y? )

Tabela 17
Parametros para o modelo PCLA modificado.
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DNA/H0 (d = 0.3nm) DNA/H20 (d = 0.3nm)
(a) 20 ( ) aseey (D) 20 ( ) A ()
415 428 432 434 437 4.38 439 441 442 443 0 5 415 4.30 435 438 441 443 445 446 447 4.49 0 5
431 437 441 444 4.46 4.48 4.50 451 452 453 3.91 48 4.48 4.42 4.47 4.50 452 454 455 457 4.57 459 3.91 48
431 437 441 4.44 445 4.47 4.49 450 451 452 7.81 ) 462 434 441 4.46 450 4.53 4.55 457 459 480 461 7.81
- 431 437 41 443 448 447 449 450 451 4821172 45 o 432 439 445 449 452 454 456 458 459 480 1172 | 4g
°L | a0 430 437 4 444 445 447 449 450 451 452 |15.62 oL 431 438 444 448 451 453 455 457 458 480 1562
B[ es2 | em | am | es0 | e | 4 | s | 4s | 40 | 4s a2 1953 44 | 40 | ss wos | ass | aar | s | 4 | ase | 4s | 457 | 4 |1953 44
% 4.46 429 4.36 4.40 444 4.46 447 4.49 4.50 451 4.52 2343 % 4.54 430 437 4.43 447 4.50 452 4.54 456 4.57 4.58 23.43
Nz a2 436 440 ) 46 448 44 450 451 a2 |273s 42 S| ase a2 437 142 446 449 452 454 456 457 s |273a 42
436 428 436 440 443 446 448 449 450 451 (I ET 443 429 437 44z 447 449 452 450 455 456 am (s,
432 a2 435 440 443 445 448 449 450 451 4% 3515 439 428 436 42 445 449 452 453 455 456 45 (3515
s [N - 440 443 445 447 449 450 451 4% 39.05 s [ - 442 446 449 452 453 455 456 457 |30.05
° ) = ) g = a ] 2 3 ) ° ) = ) 3 = a ] 2 3 )
o @ & & = S & & a & @ @ & & = 8 & & a &
8 3 5 IS o = jS & b o 8 3 s IS o = jS & oS o
3 g & ERa & 2 > a 3 g & s 2 & 2 > a
beg(meV/A ) beg(meV/A )
DNA/H20 (d = 0.3nm) DNA/H,0 (d = 0.3nm)
(c) 20 ( ) abeey (d) 20 ( ) e
4.15 4.36 4.42 447 451 453 4.56 455 455 4.56 0 5 4.15 454 456 4.56 456 456 4.55 4.56 4.56 4.56 0 5
4.40 435 4.40 4.46 4.50 453 455 4.56 456 456 456 391 454 456 455 455 455 455 455 455 455 391 48
456 441 445 450 454 456 459 459 458 458 458 |7.81 -8 447 456 456 456 455 455 455 455 455 455 |7.81
— 4.58 443 447 453 457 4.60 462 4.60 4.60 4.60 459 11.72 46 4.48 451 459 457 4.56 456 456 455 456 4.56 455 11.72 46
"§ 454 442 448 454 459 462 464 462 461 461 461 |15.62 ) %\ 451 458 481 458 457 456 456 456 456 456 456 1562
g 4.49 4.40 448 454 460 a62 4565 463 462 a62 462 11953 44 E 448 455 463 459 457 457 457 457 456 456 456 (1953 44
e 444 439 447 4.55 4.60 463 485 463 463 462 462 23.43 ’; 456 480 458 458 457 4.57 457 457 4.57 2343
3
Ke) 439 437 4.46 454 4.59 463 4585 464 463 4863 4.63 27.34 42 9 4.56 481 4.59 458 458 457 457 457 457 27.34 42
4.33 435 445 453 459 463 485 464 464 483 483 31.24 4 4.56 481 4.60 459 459 4.58 458 458 457 31.24 4
434 444 453 459 462 485 464 464 4.64 4.64 35.15 4.55 4.62 461 4.60 459 459 458 4.58 458 35.15
443 452 4.59 462 485 464 464 484 464 39.05 455 463 461 460 4.60 4.59 459 459 458 39.05
° ) = o @ 5 o @ 2 3 ® ° ) = » @ & o @ £ 3 @
% > & & 2 8 8 d & & % > I & 2 8 & 2 & a8
a 3 & & 3 = & 2 B3 a2 “ 3 & & 3 = B 2 £ a2
bgg(meV/A) bea(meV)

Figura 39

Modelo PCLA modificado. Variagio do (x?) em funcfo da altura da barreira b para AT e CG em diferentes
distancias de equilibrio d. Colorimos todos os pontos maiores que 5 °C2 com a cor vermelha. As tonalidades
de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores (x?) excluindo o ponto (0,0).(a) PCLA-3, (b) PCLA-2, (c) PCLA-1, (d) PCLA-0.

(@) PEG200/40%wt (d = 0.3nm) wieey (D) PEG200/40%wt (d = 0.3nm) RN
135 180 191 198 204 208 212 214 217 219 |o I3 135 182 1.97 207 214 219 224 228 231 28 |o 3
215 - 184 195 204 210 215 219 222 224 227|406 “ 187 201 211 217 223 227 230 233 235 |4.06
207 212 223 209 217 222 227 230 233 236 238|812 25 1.79 173 192 206 215 222 227 232 235 238 241 (812 25
o 238 217 228 235 241 245 248 251 254 12.18 " 208 178 1.95 208 217 223 229 233 237 240 242 12.18
°< s 222 231 238 243 247 251 253 1625 2 °Z | a0 183 198 209 218 224 229 234 237 240 243 1625 2
3 225 204 240 245 249 252 2031 3 e 188 200 211 219 225 230 204 238 240 243 |2031
% 230 237 242 247 251 254 2437 45 \E.: 202 202 212 220 225 230 234 238 241 243 2437 45
5 232 239 244 249 252 2843 | 5 223 204 213 220 226 230 235 238 241 243 2843
235 242 247 251 254 249 226 217 214 221 226 231 235 238 241 a6 |swee
237 245 249 253 36.55 228 249 226 222 227 231 235 238 241 243 |36.55
238 247 251 4061 230 237 227 23 227 201 235 238 241 243|401
2 @ 8 8 3 & & Ed 2 8 2 ® 8 8 ] 8 & a 2 8
© 3 3 8 8 5 2 a3 & a 8 © 3 N 8 & 2 { a3 & a 8
bea(meV/A") beg(meV/A )
(C) PEG200/40%wt (d = 0.3nm) o (c?) (d) PEG200/40%wt (d = 0.3nm) o> (°CY
135 194 215 229 239 246 252 256 259 0 3 3
167 194 214 227 236 243 249 25 257 25 406
176 201 218 230 239 246 250 254 258 g1z 25 25
— 186 207 222 204 242 248 259 257 12.18
"§ 166 195 212 226 237 245 251 256 259 1625 2 %‘ 2
| s 202 215 229 230 247 259 258 2031 £
% 201 207 218 201 241 248 255 250 2437 45 E 15
S 2w 211 220 20 242 250 25 2843
222 214 222 23 243 251 257 %249 .
20 216 223 234 244 251 257 36.55
230 218 224 235 248 252 258 4061
° b @ 8 g ] 3 & 3 2 8 3
© 3 N 8 & 2 a3 N 2 8 &
beg(meV/A) bgg(meV)

Figura 40

Modelo PCLA modificado. Variagdo do (x?) em fungio da altura da barreira b para AT e CG em diferentes
distancias de equilibrio d. Colorimos todos os pontos maiores que 3 °C? com a cor vermelha. As tonalidades
de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores (x?) excluindo o ponto (0,0).(a) PCLA-3, (b) PCLA-2, (c) PCLA-1, (d) PCLA-0.
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do que o PB, as predicdes de temperatura se reduziram a metade do que foi apresentado pelo modelo
PCLA, como visto nas figuras 49 e 50. Os valores de <X2> fora do eixo zero bar € zero beg sdo
muito préximos aos do modelo PB. Além disso, o intervalo de {x?) mostrado pela escala de cores
possui valores muito proximos aos do modelo PB. O que nos encoraja a dizer que o modelo PCLA
com as modificacdes propostas conseguird predizer temperaturas de desnaturacao melhores do que
o modelo PB. Outro fato que observamos € que as predi¢des de temperatura pouco melhoram a
medida que p diminui, de p=3 (figuras 39a e 40a) até p=0 (figuras 39d e 40d. De forma andloga
ao modelo PCLA original, os melhores valores de (x?) sdo aqueles que possuem bar muito alto
no caso com HyO. Apenas na figura 39d isso ndo acontece. Porém, observamos que a diferenca
entre os valores de (x?) na coluna beg =8.35 meV/A , onde p varia de 0 a 3, s3o bem pequenas.
Portanto, podemos calcular as minimizagdes a partir de qualquer um desses pontos. De modo a
manter a mesma referéncia entre os modelos modificados, escolheremos o ponto (2,2), que é o
mesmo ponto do melhor (x?) das sequéncias em PEG200, como indicado na figura 40. Infelizmente,
ndo tivemos tempo de proceder com as andlises. Deixaremos essa andlise como uma perspectiva
futura. Na proxima sec¢do, avaliaremos a possibilidade de utilizar o modelo TRMF para predizer

temperaturas de desnaturagdo.

Modelo TRMF A tabela 18 apresenta os resultados dos testes para o modelo TRMF. Ao contrario
do modelo PCLA, todas as 100 rodadas de todos os testes convergiram. O valor dos parametros de
energia de barreira e seus erros sdo a média e o desvio padrao das 100 rodadas. Vamos avaliar se o

modelo TRMF respeita os critérios que definimos para prosseguir com as minimizagoes.

O primeiro critério nos informa que o x? do modelo TRMF deve ser menor do que o do
modelo PB. Pela tabela 18, coluna AX2, observamos que isso acontece apenas no teste 2. em H,O
(DNA-W/40) e nos testes 2. e 3. em PEG200 (DNA-P200/40). Alguns dos testes do modelo TRMF
conseguiram passar em nosso critério nimero I.. O critério II. diz que a diferenca entre Gar €
Gcg deve ser pequena, e G¢g deve ser levemente maior do que Gar no caso em H,O, sequéncias
DNA-W/40. Apenas no teste 3 isso acontece, como indicado na tabela 18. Se avaliarmos a barra
de erro do teste 2, observamos que Gcg pode ser maior do que Gar, 0 que ndo aontece no teste 1.
Contudo, nossa experiéncia com as minimizag¢des nos diz que o valor do parametro deve oscilar em
torno do valor encontrado nos cdlculos anteriores e reduzir o erro, ou seja, devio padrdo entre todas
as rodadas. Assim, acreditamos que apds novas rodadas de minimizacdes, G ar serd maior do que

Gcg com uma barra de erro bem pequena. Apenas o teste 3 foi aprovado no critério II..

O ultimo critério analisado refere-se as profundidades de poco D. Além de Dcg>Dar, D
das sequéncias em H,O (DNA-W/40) deve ser menor do que nas sequéncias em PEG200 (DNA-

P200/40). Todos os testes respeitam o critério I1I., conforme mostrado na tabela 18.



DNA-W/40
Min. yo (mm) xZ(°C% (AT)(°C) Ax?(°C?) Gar(meV) Gcg (meV) Dyp(meV)  Deg (meV)
0.05 166.26 1.69 031 0.22(0.34) _ 0.02(0.03) _ 39.07(621) _ 83.51(9.63)
. 0.3 166.28 1.69 0.33 0.45(0.54)  0.02(0.02)  39.07(6.21)  83.51(9.68)
: 0.5 166.50 1.69 0.55 0.85(0.61)  0.02(0.02)  39.07(6.21)  83.51(9.68)
1 166.19 1.69 0.25 1.17(026)  0.02(0.02)  39.07(6.21)  83.51(9.68)
0.05 164.57 1.67 138 8.14(11.85)  1.58(2.27)  48.01(7.89)  92.88(6.55)
5 0.3 163.10 1.66 2.84 873(12.51)  1.57(2.12)  48.53(6.76)  93.58(5.80)
: 0.5 158.13 1.63 782 5.08(7.24) 1.55(1.92)  46.90(7.63)  91.86(6.07)
1 163.56 1.64 238 13.93(23.06)  4.53(4.81)  49.96(7.33)  94.98(6.71)
0.05 173.43 1.74 7.49 4.41(4.37) 3.55(3.56)  39.07(6.21)  83.51(9.68)
3 0.3 183.49 1.77 17.54 429(3.61)  4.94(496)  39.07(621)  83.51(9.68)
> 0.5 189.96 1.80 24.02 6.24(8.58)  527(4.77)  39.07(6.21)  83.51(9.68)
1 186.97 1.77 21.03 7.10(6.66)  7.29(4.93)  39.07(6.21)  83.51(9.68)
DNA-P200/40
0.05 5532 0.82 1.30 1.21(032) _ 020(0.08)  40.61(2.96) _ 93.90(3.41)
| 0.3 55.44 0.82 141 1.07(0.50)  0.24(0.11)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
: 0.5 55.38 0.82 1.36 0.96(0.71)  0.26(0.15)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
1 54.95 0.81 0.93 2.06(0.54)  0.63(0.17)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
0.05 46.36 0.76 7,67 377(159)  6.33(2.18)  47.50(5.96)  104.98(5.16)
5 0.3 46.21 0.76 781 3.76(1.30)  6.61(2.42)  47.61(3.86)  105.19(3.01)
: 0.5 46.50 0.76 753 3.72(1.52)  645(2.58)  4620(3.22)  104.14(3.15)
1 46.12 0.74 791 423(1.82)  6.782.78)  43.28(3.17)  101.31(2.22)
0.05 48.55 0.75 -5.48 3.40(1.75) 1.95(2.26)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
3 0.3 34.57 0.70 -19.45 3.84(1.73)  2.03(2.78)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
> 0.5 44.34 0.66 -9.69 3.87(1.70)  2.28(2.84)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
1 43.87 0.66 -10.15 4.47(1.65) 376(2.69)  40.61(2.96)  93.90(3.41)
Tabela 18
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Comparacgio entre os trés testes para ver qual o melhor processo de minimizacdo para se trabalhar com o
modelo TRMFE. Mostramos os resultados para as sequéncias em HoO e PEG200 para quatro valores diferentes
de yo,. Ax? = X_%TRMF) — X%PB)’ onde X%PB) se enc.ontra na secao 5.5.2, tgbela 11. 1. Variar apenas os
termos (7, 2. Variar os termos G e os termos do potencial de Morse D e 3. Variar os termos b e os termos de

empilhamento k.
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Em geral, os testes 3 do modelo TRMF conseguiram predizer temperaturas de desnaturaciao
e explicar o que estd acontecendo no sistema. No entanto, as predicoes de temperatura sao piores
do que as do modelo PB, com Ax?>0 (tabela 18). O modelo PB explica muito bem o que acontece
no sistema e se aproxima mais das temperaturas experimentais. Portanto, nio realizaremos novas
rodadas de minimizacdes com o modelo TRMF. Na préxima secdo, avaliaremos a possibilidade de

utilizar o modelo PCLJ para predizer temperaturas de desnaturacgao.

Modelo PCLJ O modelo PCLJ possui equagdes acopladas para descrever o potencial Vyjorse +
Vibarreira, conforme as equagdes (36) e (37). Mudancas nos termos de barreria geram novos valores
de profundidade de poco A. Logo, ndo € possivel avaliar o teste 1. Os demais testes sdo possiveis;
porém, no teste 3, devido ao acoplamento das equagdes, variamos os termos de Morse, barreira
e empilhamento. Iniciamos as minimiza¢Oes pelo mesmo valor de D), (ar)=D), (cg)=1 meV. No
modelo PCLJ, D, representa a energia das fitas simples com as demais moléculas presentes na
solu¢do. Como esperado, encontramos valores diferentes entre essas duas energias apds as rodadas

de minimizacdes, conforme apresentado na tabela 19.

Calculamos Aar e Acg pelas equagdes (37) e utilizamos a propagacdo de erro por derivadas
para estimar os erros de Axr ¢ Acg. A é equivalente ao D no modelo PB. Apesar das enormes
diferencas entre Axr € Acg, 0 modelo consegue descrever que a energia dos pares CG € maior do
que a dos pares AT, como mostrado na tabela 19. No entanto, os erros sdo muito maiores do que nos

demais modelos.

Das 100 rodadas de minimizag¢des dos dois testes, poucas terminaram os cdlculos da func¢ao
particao. Nas rodadas com PEG200, DNA-P200/40, o méximo de rodadas finalizadas foram 8 (testes
2. e 3.), e em H,O, DNA-W/40, foram 67 rodadas (teste 2.) e 40 rodadas (teste 3.). Os valores e
os erros dos parametros £ e D), mostrados na tabela 19 representam a média e o desvio padrao
das rodadas finalizadas. O numero de rodadas finalizadas muito inferior as 100 propostas acontece
porque iniciamos o processo de minimiza¢do com () muito ruins, isto é, intersec¢@o entre os
retangulos verdes das figuras 53 e 54. Quando iniciamos as minimizac¢des por (x) melhores, nos
quais Fcg > Ear, conforme figuras 53 e 54, chegamos as mesmas conclusdes apresentadas abaixo,

porém com valores F, D, e A diferenes (dados ndo apresentados).

De acordo com nossos critérios, descritos no inicio da secdo 5.6.4, o modelo PCLJ nédo
consegue predizer temperaturas de desnaturacao melhores do que o modelo PB. Os motivos sao o

seguintes:

1. As predigdes de temperatura do modelo PCLJ sdo muito ruins, Ay? >0, mostraod na
tabela 19;
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DNA-W/40
Min.  x2(°C%)  (AT)(°C) Ax?2(°C?) D, (aT) (MeV) Dy (cg) (meV)  Ear (meV/A) — Ecg (meV/A) — Ayr (meV) Acg (meV)
2. 18228 2.65 316.34 0.81(1.68) 0.96(1.16) 21.33(16.60) 33.37(13.98) 7730(60.16)  232.56(97.43)
3. 46145 258 295.50 0.80(0.49) 0.78(0.43) 9.28(7.10) 20.65(5.67) 33.64(25.72)  143.93(39.48)
DNA-P200/40
2. 303.60 2.03 24957 0.80(0.67) 1.05(0.51) 4.56(1.62) 14.46(3.35) 16.54(5.88)  100.83(23.32)
3, 264.68 1.79 210.66 0.74(0.49) 0.81(0.43) 8.73(7.32) 17.22(10.54) 31.66(26.51)  120.01(73.43)

Tabela 19

Comparacao entre os dois testes para ver qual o melhor processo de minimizacao para se trabalhar com o
modelo PCLJ. Ay? = X%P(J L))~ x%P B onde X%P jp) S€ encontra na secdo 5.5.2, tabela 11. 2. Variar apenas
os termos F e Dy, 3. Variar os termos E, Dy, e os termos de empilhamento ..

2. Apesar de Ecg ser maior do que Ear em HoO, DNA-W/40, os valores de Ecg € Ear ndo sao

préximos, como indicado na tabela 19;

3. As profundidades de pogo do potencial A sdo bem maiores em H,O, DNA-W/40, do que
em PEG200, DNA-P200/40. O PEG200 reduz a interacdo entre as moléculas de dgua e os
nucleotideos. Como consequéncia, a interacdo entre as bases aumenta, o que leva a maiores
diferencas na intensidade de ligacdo entre os pares CG e AT. O efeito pratico disso resulta em

uma mudanca na conformacao global da hélice de DNA.

O modelo PCLJ foi reprovado em todos os nossos critérios de avaliagdo. Portanto, nao realizaremos

novas rodadas de minimizacoes.

5.6.5 Resultados

Dentre os critérios utilizados para se avaliar os modelos, apenas 0 modelo HMS™ foi apro-
vado. O unico teste que obteve sucesso, conforme os nossos critérios, foi o teste 3., no qual variamos
os parametros de empilhamento e energia de barreira. Nos préximos pardgrafos, discutiremos os

resultados encontrados.

HMS~ Nessa etapa, incluimos as sequéncias de RNA e utilizamos a mesma metodologia empre-
gada para avaliar o modelo HMS™ para as sequéncias de DNA, como descrito na se¢do B. Plotamos
os mapas de calor das sequéncias de RNA em PEG200, RNA-P200/20 e RNA-P200/40, e de suas
respectivas sequéncias calculadas em H,O, RNA-W/20 e RNA-W/40, mostrado nas figuras 41.
Andlogo ao que foi feito para as sequéncias de DNA, usamos os pardmetros D e k minimizados
pelo modelo PB como valores iniciais das sequéncias de RNA, conforme detalhado na secdo 5.5.2.
Ja os parametros y. e \g, foram os mesmos valores mostrados na tabela 12, trocando AT por AU.
Para y., nos restringimos ao valor de 0.3 nm (regido onde estdo a maior parte das moléculas de H,O
responsaveis pela estabilidade dos nucleotideos [3, 65]), pois ndo observamos uma dependéncia com

a energia da barreira para as sequéncias de DNA. O alcance descrito pelo parametro \¢ deveria ser
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Figura 41

Modelo HMS-. Variagdo do (x?) em funcdo da altura da barreira f;D para AU e CG em 7. = 0.3 nm.
Colorimos todos os pontos acima do valor maximo mostrado nas escalas de cores de (x2) com a cor vermelha.
As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul
sio dos menores valores {x?) excluindo o ponto (0,0). os valores NA no mapa de calor sio de cilculos que
geraram valores infinitos.

similar aos valores de DNA, pois ambos, DNA e RNA, sdo moléculas altamente polares que possuem
grupos funcionais semelhantes, a menos de algumas diferencas pontuais, como o grupo metil, CHj,
presente na Timina e ausente na Uracila, como ilustrado na figura 2. Porém, o termo de barreira
descreve interagdes dos nucleotideos com moléculas de dgua (ligacdes de hidrogénio e interagdes
eletrostaticas) entre os pares de base AT, AU e CG, que possuem exatamente 0S mesmos grupos

funcionais. Portanto, assumimos que o0 mesmo comportamento deva ocorrer com as sequéncias de
RNA.

A partir do mapa de calor da figura 41, determinamos os valores de fsay € fscg para iniciar
o processo de minimizagdo. SO recapitulando: o intervalo de f, estd entre O e 1 com passo de 0.1.
Os pontos em azul nas figuras sdo 6timos valores para iniciarmos as otimizacdes dos parametros,
pois apresentam energias de barreira proximas, onde fs;cgD € levemente maior do que fsayD. No
entanto, na figura 41b, temos dois pontos. Por causa da aproximacao até segunda casa decimal, ndo
é possivel distinguir os dois pontos em azul. A diferenca entre os dois pontos estd na quarta casa

decimal. Selecionamos o ponto com (x?) levemente menor que € o ponto f,cg = 0.1 € foau = 0.2.

Ap6s trés rodadas de minimizag¢des e uma extra para avaliar a influéncia do erro experimental
nos resultados, encontramos os pardmetros de qualidade das minimiza¢des do modelo HMS™,
conforme apresentado na tabela 20 para todos os conjuntos de dados (DNA-W/40, DNA-P200/40,
RNA-W/20, RNA-P200/20, RNA-W/40 e RNA-P200/40). Observamos que os valores de (AT e

{(x?) reduziram muito pouco para as sequéncias de RNA. Ao comparar com os valores obtidos pelo
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regressdo por tamanho da sequéncia

apods a primeira minimizacao (mapa de calor) depois da dltima minimizacdo

Conjunto de dados (AT (°C) (X% (°C?) (AT) (°C) (X% (°C?)
DNA-W/40 1.75 4.43 1.39 2.87
DNA-P200/40 0.86 1.43 0.68 0.80
RNA-W/20 0.44 0.31 0.41 0.27
RNA-P200/20 0.98 1.32 0.92 1.21
RNA-W/40 0.29 0.14 0.29 0.14
RNA-P200/40 0.88 1.13 0.81 1.04
Tabela 20

Comparagio entre os (AT e (x?) encontrados pelos mapas de calor, figuras 45b e 46b, e ap6s a Gltima mini-
mizagdo na presenca e auséncia de PEG200. Para ficar mais fécil de compararmos os resultados, normalizamos
o valor de x? dividindo-o pelo nimero de sequéncias N mostrados na tabela 9.

modelo PB, tabela 11, observamos uma pequena ou nenhuma melhora nos valores de (AT e {x?).
Diferente do DNA, cujo os pardmetros de qualidade melhoraram bastante em relacdo ao modelo PB.
Apesar disso, os valores de (AT) e (x?) sdo iguais ou menores aos encontrados pelo modelo PB.

Isso mostra que o modelo HMS™ € um bom modelo para predizer temperaturas de desnaturagao.

Nas figuras 42, apresentamos as energias de barreira, f,D, dos pares de base AT, AU (para
RNA) e CG. Nos gréficos, mostramos as mudancas da energia de barreira ao adicionar PEG200 nas
solugOes, representadas por uma seta. Todos os valores de energia sdo muito proximos em H5O,
como esperado. As pequenas diferencas de energia existem por causa da composicao quimica dos
nucleotideos que sao um pouco diferentes entre DNA e RNA. Para os nucleotideos sujeitos a acao
apenas de H,O e sal, pontos em vermelho, observamos que a concentragdo de sal possui um papel
muito importante. Em baixas concentra¢oes de sal ([Na™]=100 mM), as barreiras de energia AT
e CG, figura 42a, e AU e CG, figura 42c, sdo praticamente iguais. Apesar dos valores médios de
fsD serem um pouco diferentes em baixas concentra¢des de Na™ no DNA, pontos em vermelho
da figura 42a, o intervalo de oscilacao do valor dos parametros, barra de erro, torna as barreiras de
energia AT e CG iguais. O que ndo acontece para altas concentragdes de sal ([Na™]=1000 mM)
CG € nitidamente maior do que AU, figura 42b. Ha apenas uma tnica diferenca entre os grupos
funcionais presentes nos pares de base AT, AU e CG. A Guanina possui um grupo -NHj; ligado ao
carbono C(4), enquanto a Adenina possui um grupo -H, conforme ilustrado na figura 2c. O grupo
-NH; forma mais liga¢gdes de hidrogénio com a dgua do que do que o grupo -H. Portanto, esperamos
que a barreira de energia de CG seja maior do que AT ou AU para RNA. Essa diferenca s6 foi
observada na figura 42b, onde a concentrac@o de sal ([Na™]) é 10x maior do que nos outros casos.
Com mais moléculas de Na™ presentes na solugdo, a repulsio eletrostética entre a fita principal e
complementar se torna menor, destacando as ligagdes entre o solvente, no caso H»O, e os pares de
base. Como resultado, o termo de barreira consegue distinguir as energias de transi¢do de fita dupla

para simples entre AU e CG, figura 42b, o que ndo acontece nos demais casos, figuras 42a e 42c.
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Energias de barreira f;D calculadas para DNA e RNA em H20 como pontos vermelhos e em PEG200 como
pontos azuis. A seta tracejada indica a mudanca na altura da barreira de potencial causada pela adi¢do de
PEG200 na solugdo. (a) DNA-W/40 e DNA-P200/40, (b) RNA-W/20 e RNA-P200/20 e (c) RNA-W/40 e
RNA-P200/40.

O efeito de PEG200 nas sequéncias de DNA é completamente diferente do que ocorre no
RNA. Nas sequéncias de DNA, observamos um pequeno aumento na energia de barreira, enquanto
no RNA, observamos uma reducdo. O duplexo de RNA, além de ser mais hidratado, acumula
mais fons de s6dio ao seu redor do que o DNA [4, 5, 34, 64]. PEG200 interage com as moléculas
de 4gua, diminuindo a interagdo das moléculas de d4gua com os nucleotideos [33, 48, 140]. No
nosso caso, podemos estender essa interacdo para outras moléculas presentes no sistema, como os
cdtions Na™. Logo, o deslocamento das moléculas de dgua afeta diretamente ou indiretamente os
nucleotideos. O efeito direto seria o deslocamento das moléculas de H,O, enquanto o efeito indireto
seria uma perturbacio na solvatag¢do dos fons de sédio, Na*. Em ambos os casos, dgua e sédio
estariam préximos aos nucleotideos. Vamos analisar primeiro as figuras 42a e 42¢, que estdo nas
mesmas condi¢cdes experimentais. A energia de barreira ser maior para o RNA do que no DNA nas
sequéncias em H,O acontece porque tanto os cations quanto as moléculas de 4gua interagem mais
com o RNA. PEG200 possui um efeito ligeiramente positivo tanto em AT e CG, figura 42a, porém, a
variacdo em relacdo as sequéncias com H,O € a mesma. Ou seja, temos apenas um deslocamento de
energia em igual propor¢do para cada par de base. Nesse caso, PEG200 tem o mesmo efeito em AT
e CG no estado intermedidrio de transi¢ao da fita dupla para fita simples. O aumento da barreira de
potencial com a adi¢do de PEG200 pode ser por causa que tanto H,O quanto PEG200 e alguns ions
de s6dio tém uma contribui¢do maior na energia entre as fitas do que do lado de fora. Isso ocorre
porque o duplexo de DNA € menos hidratado e acumula menos cétions ao seu redor do que no
RNA [4, 5, 34, 64]. Na solucdo de dgua e sal, nao temos PEG200 participando na energia da barreira,
logo a barreira de potencial € menor. No RNA, os efeitos diretos e indireto sdo mais distinguiveis.

Em meios hidrofébicos, ou seja, solucdes com menos volume de dgua disponivel, o RNA possui
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Interagdes de empilhamento médias k calculadas para DNA e RNA em HyO como pontos vermelhos e em
PEG200 como pontos azuis. A regido sombreada representa o intervalo de parimetros de empilhamento dos
resultados do modelo PB apresentados no capitulo 5.5.2. (a) DNA-W/40 e DNA-P200/40, (b) RNA-W/20 e
RNA-P200/20 e (c) RNA-W/40 e RNA-P200/40

uma barreira de potencial menor. Isso significa que o0 RNA se transforma mais facilmente em fita
simples em meios com pouca dgua disponivel. Isso é explicado pelo grande deslocamento da energia
de barreira CG em relagdo a AU na presenca de PEG200/40%wt, figura 42c. Infelizmente, no
presente momento, o modelo ndo consegue distinguir se o efeito € direto (afetando a interagc@o entre
as moléculas de dgua e os nucleotideos) ou indireto (afetando a interag¢@o entre os fons Na™ e os
nucleotideos). Tudo o que temos é um efeito acumulado, ou seja, ambos os efeitos direto e indireto
definem a energia da barreira. Se as sequéncias das figuras 42b e 42c estivessem sob as mesmas
concentragdes de PEG200 ou sob as mesmas concentracdes de sodio, teriamos como separar o efeito

do sal ou do PEG200. No momento, isso ndo € possivel.

Na figura 42b, observamos um deslocamento da energia de barreira do par AU com a adigdo
de PEG200 igual ao da figura 42c, enquanto CG tem uma pequena diminuicao de energia. Ambos
os efeitos podem estar associados a alta concentragdo de sal, Na™t, que reduz a repulsio eletrostatica
entre as fitas e consequentemente aumenta a interagdo do solvente com os nucleotideos entre os
duplexos no estado intermedidario entre a fita dupla e as fitas simples. Uma outra alternativa pode
estar relacionada a baixa concentracdo de PEG200, que neste caso desloca menos moléculas de
agua ao redor dos nucleotideos e possui um efeito menor na energia da barreira. Reiterando, seria
interessante fazer essa andlise com as sequéncias das figuras 42b e 42c sob as mesmas concentragdes
de PEG200 ou sob as mesmas concentragdes de sédio para observamos com clareza os efeitos da

agua e do sddio.

Na figura 43, apresentamos os empilhamentos % ajustados pelo modelo HMS™. As regides
sombreadas em vermelho e azul representam a faixa de oscilacdo dos empilhamentos k ajustados
pelo modelo PB, discutidos na se¢do 5.5.2. O sombreado vermelho sdo das sequéncias em H,O,
enquanto os azuis sao das sequéncias em PEG200. As figuras 43b e figura 43¢ apresentam pouca

variacdo nos valores de k ajustados anteriormente pelo modelo PB. Na presenca de PEG200,
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kau-au, kavu-ua € kua.au tornaram-se um pouco mais rigidos no modelo HMS ™. Em contrapartida, as
sequéncias de DNA sdo as que apresentam maior diferenca de ajuste entre os modelos, como visto na
figura 43a. karcg, karce, kcg-ats kcc-cas ke-ge, koe.cg se€ comportam de maneira diferente do que
foi encontrado pelo modelo PB. Os ajustes dos £ em PEG200 sao bastante semelhantes, enquanto
os ajustes em H,O sdo muito diferentes. Apds adicao de PEG200, o dimero CG-GC se torna um
pouco mais rigido no ajuste do modelo PB, mas no modelo HMS™ ele se torna flexivel. Alguns
empilhamentos, por exemplo kar.cg, kco.ar € kge.cg, S0 invariantes com a adicdo de PEG200,

conforme ilustrado na figura 43a.

Ao incluirmos no Hamiltoniano um termo que descreve a interagcdo das fitas com o solvente,
mais precisamente como as fitas simples interagem com as demais moléculas presentes na solucao,
vemos que as interacdes ™ — 7 entre as bases no DNA sofrem modificagdes significativas. O efeito
direto disso € visto nos perfis de abertura das sequéncias. Apesar que os empilhamentos k£ sejam
praticamente os mesmos nas sequéncias de RNA, seria interessante observar se a adi¢do do termo
de barreira modifica a abertura dos duplexos entre os dois modelos. Para isso, buscamos nas bases
de dados DNA-P200/40, RNA-P200/20 e RNA-P200/40 por sequéncias que fossem idénticas, com
uma simples diferenca: na posi¢do onde encontramos um T nas sequéncias de DNA, terfamos um U
nas sequéncias de RNA. Identificamos 13 sequéncias idénticas nas bases de dados DNA-P200/40
e RNA-P200/40, e 1 sequéncia igual em todas as bases de dados. A sequéncia idéntica em todas
as bases de dados, possui apenas uma diferenca: no DNA, a sequéncia estd na fita complementar,
enquanto no RNA ela estd na fita principal. Logo, os dimeros sdo diferentes. Portanto, analisaremos
o perfil de abertura apenas das bases de dados DNA-P200/40 e RNA-P200/40.

As figuras 44 apresentam os perfis de abertura de 13 sequéncias idénticas, com a substitui¢do
de T por U para RNA, das bases de dados DNA-P200/40 e RNA-P200/40. Para observar o que
acontece no extremo dos perfis de abertura dos modelos PB e HMS ™, calculamos mais dois perfis
de abertura: uma sequéncia contendo 8 pares de base CG, ilustrado na figura 44n, e uma sequéncia
contendo 8 pares de base AT, ou AU para RNA, mostrado na figura 44o.

RNA possui temperaturas de desnaturacdo maiores, em alguns casos proximas, do que
DNA, conforme mostrado nas tabelas 23 e 25, em H,O e PEG200/40%wt. Portanto, a fita de RNA
deve ser mais dificil de se abrir. Todos os perfis de abertura extraidos das bases de dados DNA-
P200/40 e RNA-P200/40, nas figuras 44a-m, apresentam esse comportamento. Sequéncias compostas
puramente por CG apresentam aberturas praticamente nulas, enquanto sequéncias AT, ou AU para
RNA, exibem perfis de abertura bastante diferentes, mas maiores do que sequéncias puramente
CG (aberturas médias marcadas com o mesmo simbolo e cor mostradas nas figuras 44n e 440). As
sequéncias de RNA ajustadas pelo modelo HMS™ apresentam empilhamentos k aproximadamente

iguais aos ajustados pelo modelo PB, conforme mostrado na figura 43c. Notamos que os perfis de
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Figura 44

Comparacdo entre os perfis de abertura ajustados pelo modelo PB, linha tracejada menos espacada, e ajustados
pelo modelo HMS ™, linha tracejada. A regido sombreada representa os pontos onde temos um par AT ou
AU. No eixo z inferior apresentamos a sequéncia de DNA e no superior a de RNA usadas para calcular os
perfis de abertura. (a)-(m) Perfis de abertura das 13 sequéncias com pares de base iguais na base de dados
DNA-P200/40 e RNA-P200/40.(n) Perfis de abertura de uma sequéncia com 8 pares de base CG e (o) Perfis
de abertura de uma sequéncia com 8 pares de base AT, ou AU para RNA.
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abertura do modelo PB padrao diferem dos perfis de abertura do modelo HMS ™. Logo, a adicdo do
termo de solvente modifica um pouco os perfis de abertura em relagdo ao modelo PB, como pode

ser observado nas figuras 44.

Testamos varios modelos com a modificagdo do termo de barreira e apenas o modelo HMS™
melhorou as temperaturas de predicdes em relacdo ao modelo PB. As modifica¢des inseridas no
modelo PCLA conferem significado fisico as contantes c e d, previamente adimensionais no modelo
PCLA original, e reduzem os valores de x*? 2 metade, como mostrado nas figuras 39 e 49. Esses
resultados foram encontramos estes resultados ao variar o termo p, entre 0 e 3, do expoente y,, no
numerador da equacao (39). Acreditamos que alguma das modificagdes do modelo PCLA possa
predizer temperaturas melhores do que o modelo PB padrdo. Entretanto, mais testes sao necessdrios
para confirmarmos esta hipétese. O teste variando os empilhamentos k e energia de barreira do
modelo TRMF passou nos critérios fisico-quimicos avaliados, mas as predi¢cdes de temperatura
foram piores. A inser¢do de uma gaussiana para representar a barreira explicaria o que acontece
com o sistema no estado intermedidrio, ou seja, a interagcdo indireta entre os pares de base via o
solvente. No entanto, as temperaturas calculadas estariam distantes dos resultados experimentais
em comparagdo aos resultados obtidos com o modelo PB padrao. Na secdo 5.5.2, mostramos que o
modelo PB explica perfeitamente o que acontece com o sistema e a diferenca entre as temperaturas
experimentais e preditas € inferior a 2 °C, dentro da margem de erro experimental. Nosso objetivo
nessa parte do projeto foi encontrar um modelo, ou modelos, que se aproximasse(m) mais das
temperaturas experimentais e explicasse(m) o estado intermedidrio. Pelos nossos critérios, isto s6
foi identificado no modelo HMS ™. Nossos resultados nos encorajam a utilizar o método encontrado
para trabalhar com o modelo HMS™ em outros sistemas, por exemplo mismatches e M-DNA, que

foram apresentados no capitulo 4.

5.6.6 Conclusoes e Perspectivas

Os modelos PB com barreira foram testados pela primeira vez com dados experimentais.
Encontramos quatro modificagdes do modelo PB padrao, as quais denominamos HMS [24, 153],
PCLA [25], PCLJ [26] e TRMF [27], propostas para descrever o estado intermedidrio entre a fita
simples e a fita dupla. O modelo HMS foi separado em HMS™ [153] e HMS™ [24], pois encontramos
essas duas formas na literatura. No entanto, nenhum dos modelos mencionados anteriormente foi
validado com dados experimentais. Nesse contexto, surge a seguinte pergunta: Serd que algum desses
novos modelos funciona para predizer temperaturas de desnatura¢do melhores do que o modelo PB
e também explicar a dindmica do sistema? Ndo dispomos de referéncias para os pardmetros iniciais
e nem qual o melhor método de otimizagdo a ser utilizado para os modelos. Logo, procuramos

pelos parametros em referéncias experimentais e tedricas [28-30, 65, 69, 70, 152, 166]. As energias
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de barreira foram obtidas através do método de varredura da funcdo y? no espago dos pardmetros
dos pares AT, ou AU para RNA, e CG, para cada um dos modelos. O método de otimizacao foi

determinado apds avaliarmos dois critérios

e As predi¢gdes de temperatura devem ser melhores do que as do modelo PB padrio;

e Os resultados devem ter sentido fisico com a dinAmica do sistema.

Com base em nossos resultados, apenas o modelo HMS™ foi aprovado em todos os critérios de
avaliacdo. Entretanto, o modelo de potencial gaussiano, ou TRMF, € capaz de explicar a fisica do
sistema, mas as temperaturas calculadas sao piores do que as do modelo PB padrio. Por sua vez, as
predicdes do modelo PCLA sao muito ruins. No entanto, notamos que os parametros c e d devem ser
adimensionais, diferente do que os autores propuseram no artigo Peyrard et al. [25]. Modificamos
o termo de barreira deste modelo para atribuir unidades de distincia, ou inverso de distancia, aos
parametros c e d. Apenas com estas modificagdes as predi¢des de temperatura apresentaram uma
melhora significativa. Acreditamos que a modificacdo no modelo PCLA possa predizer temperaturas
de desnaturacdo melhores do que o modelo PB padrdo. Contudo, testes posteriores devem ser feitos

para confirmar essas observacgoes.

Os valores de energia de barreira média AT, ou AU para RNA, e CG otimizados pelo
modelo HMS™ em H,O s@o bem préximos, pois as grupos funcionais que realizam as ligacdes
de hidrogénio entre os pares de base no duplexo sao quase idénticos. H4 apenas uma diferenca: a
Guanina possui o grupo -NHs ligado ao Carbono C(4), enquanto a Adenina possui o grupo -H. Em
baixas concentracdes de sal, Nat=100mM, ndo conseguimos diferenciar claramente as energias de
barreira em H5O dos pares de base intermediados pelo solvente. No entanto, em altas concentragcdes
de sal, Nat=1000mM, a barreira de CG é um pouco maior do que AU, como esperado. O efeito de
PEG200 ¢ diferente em DNA e RNA. No DNA, observamos um aumento da barreira de energia,
enquanto no RNA observamos uma reducao. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de o
RNA ¢ mais hidratado e acumular mais fons de sédio ao seu redor do que o DNA [4, 5, 34, 64].
A concentragdo menor de ions e 4gua no DNA quer dizer que temos, além de ions sédio e dgua,
moléculas de PEG200 participando da ligacio base-solvente-base. Os perfis de abertura do modelo
HMS™ sdo diferentes dos perfis de abertura do modelo PB. Essa diferenca aparece por causa do
termo de barreira, que observamos melhor nas sequéncias RNA-P200/40 e RNA-W/40, cujo os
empilhamentos k£ dos modelos s@o praticamente idénticos. Nossos resultados nos encorajam a
utilizar o método encontrado para trabalhar com o modelo HMS™ em outros sistemas, por exemplo

mismatches e M-DNA apresentados no capitulo 4.
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6 Conclusoes

Nos propusemos a estudar dois sistemas utilizando modelos mesoscdpicos, onde o principal
modelo utilizado foi o Peyrard-Bishop (PB). O primeiro projeto foi sobre DNA mediado por metal e
o segundo nucleotideos em solventes que simulam meio molecular. Dividimos o projeto dois em duas
partes: na primeira, usamos apenas o modelo PB e na segunda, utilizamos modelos PB com barreira
de potencial. No projeto de DNA mediado por metal, identificamos um valor de profundidade médio
do po¢o D muito alto no par T-Hg?*-T e um valor um pouco menor no par C-Ag*-C. Isso indica
que os metais se ligam no centro do duplexo, e o pequeno valor de Morse C-Ag™-C favorece a
configuragdo N3-Ag*-N3, proposta por Dairaku et al. [132]. Valores elevados de empilhamento
CC-CC e TT-TT na presenca dos metais Ag+ e Hg?* poderiam ser explicados por uma interacdo
interplanar. Em outras palavras, observamos interagio metal-metal na fita, por exemplo Ag*-Ag™,
no caso CC-CC. No entanto, os baixos valores de empilhamento CC-CC e TT-TT encontrados ndo
sdo consistentes com este tipo de interacao. O empilhamento CC-CC préximo de zero pode ter

acontecido devido a baixa frequéncia desse termo em nossa base de dados.

Na primeira parte do projeto de nucleotideos em solventes que simulam meio molecular, ao
compararmos os valores do potencial de Morse D em solugdes de HyO e solu¢des de PEG200/40%wt,
determinamos que CG(RNA) € o mais hidratado, seguido por CG(DNA), AU(RNA) e AT(DNA).
O fato de CG ser mais hidratado, torna as diferencas de energia entre AT e CG, ou AU e CG,
menores. A atuacdo do PEG200 € determinante para inferir se ocorre mudangas de conformacao
por causa da hidratacdo dos nucleotideos, pois 0 PEG200 desloca as moléculas de d4gua proximas
ao duplexo [33, 48, 141]. Notamos uma maior diferenca de energia nas ligacdes entre os pares
AT e CG no DNA do que nos pares AU e CG no RNA, apés adicao de PEG200 ( solucdes com
menos dgua disponivel). Diferencas de energia maiores entre os pares AT e CG causam distor¢des na
conformacgdo da dupla hélice. Portanto, na presenca de PEG200, o DNA pode estar assumindo um
outro tipo de conformacao, hélice do tipo B (predominante em solu¢des com dgua) para uma hélice
de tipo A (predominante em solucdes com menos dgua disponivel). Outra observagdo importante
€ que os valores de AT sdo praticamente os idénticos tanto em H,O quanto em PEG200. Logo,

sequéncias puramente AT sempre apresentam hélices do tipo B.

Na segunda parte do projeto de nucleotideos em solventes que simulam meio molecular,
exploramos diversos modelos propostos para modelar a barreira de hidratagdo. Nestes casos, o
modelo PB padrao sofreu adaptacdes no potencial de Morse para descrever um estado intermedidrio

na transi¢do da fita dupla para fita simples, um aspecto ndo considerado no modelo original. Encon-
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tramos quatro modificacdes do modelo PB padrdao que denominamos HMS [24, 153], PCLA [25],
PCLJ [26] e TRMF [27], os quais incluem uma barreira de potencial no potencial de Morse do
modelo PB padrido. O modelo HMS foi separado em HMS™ [153] e HMS™ [24], pois encontra-
mos essas duas formas na literatura. Porém, nenhum dos modelos mencionados anteriormente foi
validado com dados experimentais. Essa situacao nos levou a seguinte pergunta: serd que algum
desses novos modelos funciona para predizer temperaturas de desnaturacao melhores do que o
modelo PB e também explicar a dindmica do sistema? Para responder a essa questdo, realizamos
um conjunto de andlises, e apenas o modelo HMS™ foi validado em todas as etapas. Os valores
de energia de barreira média AT, ou AU para RNA, e CG em H;O determinados pelo o modelo
HMS™ sao bem préximos. O motivo das energias de barreira dos diferentes pares de base serem
proximas € porque existe apenas uma diferenga nos grupos funcionais no meio do duplexo. Na
Guanina, ha um grupo -NHs ligado ao Carbono C(4), enquanto na Adenina, existe um atomo de
H. Em baixas concentragdes de sal, as energias de barreira sdo praticamente iguais. No entanto,
em altas concentragdes de sal, a barreira de CG é um pouco maior do que AU. O PEG200 afeta
diferente DNA e RNA. No DNA, observamos um aumento da barreira de energia, enquanto no RNA,
notamos uma reduc¢do da barreira. Essa diferenca pode ser explicada porque o RNA € mais hidratado
e acumula mais fons de sddio ao seu redor do que o DNA [4, 5, 34, 64]. A concentracdo menor
de fons e 4gua no DNA quer dizer que temos, além de {ons sddio e d4gua, moléculas de PEG200

também participam da ligacio base-solvente-base.

Nos trés projetos que foram objetos desta tese, submetemos o modelo Peyrard-Bishop a
situagOes completamente novas, e em todos 0s casos, obtivemos parametros que sdo condizentes
com as observagdes experimentais existentes. Assim, avangamos na validacao do modelo como
ferramenta para obter informacdes sobre as interacdes intra-moleculares de DNA e RNA, inclusive

com observacdes sobre as camadas de hidratacio desses oligonucleotidios.
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APENDICE A - Sequéncias de DNA e RNA utilizadas nos

projetos

Neste apéndice, listamos todas as sequéncias utilizadas nos capitulos 4 e 5. Todas as tabelas
contém as concentra¢des totais das fitas Cy, as concentracdes de sal [Na™], as temperaturas experi-
mentais (7¢,,), as temperaturas ajustadas (7}4;) ou as temperaturas calculadas (7.,;.) pelo modelo

NN da se¢ado 3.2, e as temperaturas calculadas (7”) pelos modelos mesoscépicos.
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CC-CTRL C—Ag+—C

Sequence Ref. Cp [Na']l Top Tagy T Tewp Tagj T’

GTGACCACAGCAGTG [37] 2 100 43 43 4342 51 51 52.90
GTGACCACTGCAGTG [37] 2 100 43 43 42.88 52 52 49.32
GTGACCTCAGCAGTG [37] 2 100 45 45 4519 52 52 56.09
GTGACCGCGGCAGTG [37] 2 100 52 52 52.31 56 56 56.96
GTGACCGCCGCAGTG [37] 2 100 54 54 5346 61 61 60.54
GTGACCCCGGCAGTG [37] 2 100 51 51 51.18 53 53 53.27
AAATCTGCG [45] 6 100 7.3 4.81 59 184 16.18 12.78
CATTGGACTGACGCT [102] 2 100 425 425 4353 524 524 49.50
GACGTCCTACG [103] 5 1000  31.7 29.26 26.65 36.5 33.55 34.63
AGCAAACAACGC [97] 2 100 30 30 2998 42 42 38.08
CACTGCACTGGTCAC [17] 1 100 40 4435 4288 47 5231 49.32
CACATTACTGTTGTA [104] 1 55 - - - 39.1 26.89 28.70
AAAAAAAAAATACTTTTAAATATTT  [105] 3 150 289 3323 32.65 31.1 38.11 38.04
CTCAGATCCTGCCCTTCAAAAACAA [106] 1 100 579 57.89 5693 62.7 6261 61.53
CTCAGATCCTGTCCTTCAAAAACAA [106] 1 100 55.8 5431 54.17 60.7 59.87 6096
CTCAGATCCTGCCTTTCAAAAACAA [106] 1 100 554 57.64 5503 60.2 613 5951
CTCAGATCCTGTCTTTCAAAAACAA [106] 1 100 53.1 53.64 52.19 58.3 5891 58.95
GAGGGACAGAAAG [107] 1 150 26.7 30.15 329 382 39.62 42.10
CTCAGATCCTGCCCTTCAAAAACAA [106] 1 100 49 49.63 52.6 57 57.67 58.31
CTCAGATCCTCCCCTTCAAAAACAA [106] 1 100 46 493 52.08 56 58.06 59.24
AAAAAAAAAACAAAAAAAAAA [128] 1 100 31 3525 31.76 39 41.06 38.86
GCGTTCTTTGCT [129] 2 100 30 30 2998 42 42 38.08

Tabela 21

Sequéncias de DNA utilizadas no projeto DNA mediado por metal com CC mismatches na presenga de
Ag™ e suas respectivas sequéncias controle (CC-CTRL), quando possivel, contendo até 3 mismatches. Fitas
principais estéo no sentido 5" para 3’ e as posi¢oes do mismatch CC estdo sublinhadas. Algumas temperaturas
foram ajustas como descrito na segdo 4. Teyp sdo temperaturas de desnaturagio medidas, Tq; as ajustadas e 7"
as calculadas. Concentragdes de sdo [Na™] estdio em mM. Concentragdes totais das fitas C; exibidas (em M)
sdo as concentragdes originalmente medidas. Todas as temperaturas estdo em °C.
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TT-CTRL T-Hg?*-T

Sequence Ref. C; [Na®]l Tonp Tig T Tewp Tag T

GTGACCATAGCAGTG [37] 2 100 47 47 47.69 56 56 53.91
GTGACCATTGCAGTG 371 2 100 49 49 4728 57 57  55.76
GTGACCTTAGCAGTG [37] 2 100 48 48 48.25 53 53 51.94
GTGACCGTGGCAGTG 371 2 100 55 55 5523 60 60  60.38
GTGACCGTCGCAGTG [37] 2 100 55 55 559 64 64 63.36
GTGACCCTGGCAGTG 371 2 100 56 56 5458 59 59  57.06
AAATCTGCG [102] 6 100 19.1 14.51 11.38 462 43.13 42.64
GCCCTGCCTGTCTCCCAGATCACTG [1111 1 100 65.7 70.89 7147 69.8 71.67 70.66
CTCAGATCCTGCTCTTCAAAAACAA [111] 1 100 59.2 61.16 61.12 642 63.69 64.44
CCCTAACCCTAATCCTAACCC [10] 5 500 61.5 5765 5893 675 6297 63.64
CCCTAACCCTAACTCTAACCC [10] 5 500 61.5 5891 58.18 65.1 6245 62.38
CCCTAACCCTAACCTTAACCC [10] 5 500 62.8 5871 5884 657 6193 61.01
AAAAAAAAAATAAAAAAAAAA [21] 1 100 34 37 37.05 41 47 47.76
GACGTTCTACG [103] 5 1000 27.6 2497 26.88 457 46.24 4543
GTGACCATTTGCAGTG 211 2 100 45 45 4592 58 58  56.59
CGCGTTGTCC [14] 5 100 25 2192 2555 54 4825 49.67
CCGCGTTCTCCG (141 5 100 - - - 61 61.32 63.20
CCGCGTTGTCCG [14] 5 100 - - - 61 59.18 57.56
CCGCGTTTTCCG (141 5 100 - - - 59 5771 57.36
CCGCGTTAACCG [14] 5 100 - - - 55 5579 52.58
CCGCCTTTTCCG [14] 5 100 - - - 55 5233 5397
CCGCCTTGTCCG [14] 5 100 - - - 54 53.86 53.99
CCGCATTTTCCG [14] 5 100 - - - 53 51.59 53.64
CCGCCTTATCCG (141 5 100 - - - 52 4892 51.99
CCGCATTATCCG [14] 5 100 - - - 50 48.37 51.26
CCGCTTTATCCG (141 5 100 - - - 46 4429 48.15
CATTGGATTGACGCT [44] 2 100 46.5 465 4758 554 554 55.80
CATTGGATTTGACGCT [44] 2 100 41.8 41.8 46.57 543 543 56.62
CATTGGATTTTGACGCT [44] 2 100 392 392 458 552 552 57.39
CTCTAACCCTAACCCTAACCC [109] 5 500 67 5891 58.18 685 6245 62.38
CGTTTCATGATACG [110] 10 200 379 3231 362 57.3 51.69 50.37
CGTCCGTATTACGCACGC [108] 2 100 584 584 5899 662 662 63.82
GCGTTTTTTGCT [129] 2 100 35 35 32.77 46 46 46.66
AGCAAATAACGC [97] 2 100 35 35 3277 47 47 46.66

Tabela 22

Sequéncias de DNA contendo mismatches TT utilizados no trabalho DNA mediado por metal na presenca
de Hg?* e suas respectivas sequéncias controle (TT-CTRL), quando disponiveis. Fitas principais estio no
sentido 5" para 3’ mismatches estdo sublinhadas. Algumas temperaturas foram ajustas como descrito na se¢ao
4. Texp s@o as temperaturas de desnaturagdo medidas, T,q; as ajustadas e T’ as calculadas. Concentragdes de

sal [Na™] estdo em mM e concentragdes totais das fitas C; em pM. Todas as temperaturas estdo em °C.
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DNA-P200/40 DNA-W/40

Sequence Ref. C;, MNa'l Tow Tpp Thus- Teae Tpy  Thus—
CCGCGG [143, 144] 100 100 36.0 36.13 35.8 52.31 49.15 50.55
CGGCCG [143, 144] 100 100 36.9 36.13 35.8 52.31 49.15 50.55
GGACGTCC [143, 144] 100 100 354 3594 35.67 48.19 49.88 49.87
GACCGGTC [143, 144] 100 100 35,6 35.89 35.61 48.19 49.86 49.86
CGTCGACG [143, 144] 100 100 39.0 39.03 38.77 5437 51.88 53.29
CGACGTCG [143, 144] 100 100 39.3 39.03 38.77 5437 51.88 53.29
CAAGCTTG [143, 144] 100 100 28.9 29.27 29.1 45.11 42.33 43.09
CTTGCAAG [143, 144] 100 100 29.6 29.27 29.1 45.11 42.34 43.1
CGGTACCG [143, 144] 100 100 323 3491 34.26 53.16 52.31 52.09
CCGTACGG [143, 144] 100 100 347 3491 34.26 53.16 52.31 52.09
GATCCGGATC [143, 144] 100 100 37.3 38.59 38.47 50.99 51.96 52
GGATCGATCC [143, 144] 100 100 38.2 38.62 38.48 50.99 51.97 52
ATGAGCTCAT [143, 144] 100 100 343  33.30 33.18 50.41 48.70 48.77
ATCAGCTGAT [143, 144] 100 100 34.0 33.29 33.18 50.41 48.70 48.78
TGCCGCGGCA [143, 144] 100 100 53.9 54.70 54.2 70.33  69.33 69.85
TGGCGCGCCA [143, 144] 100 100 548 51.09 54.24 70.33  69.34 69.88
CATAGGCCTATG [143, 144] 100 100 39.8  40.22 40.4 56.70 57.62 57.45
CTATGGCCATAG [143, 144] 100 100 40.5 40.23 40.4 56.70 57.64 57.47
AGTCATGACT [143, 144] 100 100 323 3147 31.41 48.66 47.22 47.08
GCGAATTCGC [143, 144] 100 100 43.1 3945 41.22 56.51 53.97 54
ATCGCTAGCGAT [143, 144] 100 100 43.1 44.49 44.48 63.30 60.93 61.16
GACGACGTCGTC [143, 144] 100 100 48.2 48.89 48.93 64.46 62.50 62.82
GCAAGCCGGCTTGC [143, 144] 100 100 58.5 58.60 58.87 73.38 73.97 73.26
CGATCGGCCGATCG [143, 144] 100 100 56.9 56.87 70.02 70.02  72.21 70.45
CATATGGCCATATG [143, 144] 100 100 40.7 41.50 41.68 58.26 58.84 58.77
CAAGATCGATCTTG [143, 144] 100 100 44.6 44.53 44.94 57.70 57.69 58.86

CGCGTACGCGTACGCG  [143,144] 100 100 579 5745 55.67 7950 7442 7454
CGCAAGCCGGCTTGCG [143,144] 100 100 642 6329 63.72 7736 7897  78.87

GGCAGTTC [144] 100 100 30.8 3149 31.08 4145 4527  44.66
GGTTCAGC [144] 100 100 294 31.52 311 4145 4528  44.67
CGCTGTAG [144] 100 100  31.7 3154 3124 46.88 47.75  48.07
CGTGCTAG [144] 100 100 319 31.55 31.25 46.88 47.76  48.08
AGTAACGCCAT [144] 100 100 383 38.35 3835 5523 5575  55.49
AATGCCGTAGT [144] 100 100 37.8 38.35 38.34 5523 5575 5548
CCATCGCTACC [144] 100 100 434 4387 4376 57775 6032  59.87
CGATGGCCTAC [144] 100 100 44.1 4386 43778 57.75 6032  59.88
CGCTTGTTAC [144] 100 100 352 3339 33.19 4942 49.18 48.74
CCGTAACGTTGG [144] 100 100 442 44091 4492 5934 61.01 49.74
ACTGACTGACTG [144] 100 100 422 4225 4246  57.17 5749  50.74

ACTGACTGACTGACTG [144] 100 100  51.0 5041 51.04 6530 6568 51.74

Tabela 23

Sequéncias de DNA em PEG200/40%wt utilizados no trabalho nucleotideos em ambiente que simula o meio
celular e suas respectivas sequéncias controle (DNA-W/40), temperaturas calculadas se estivessem apenas
em H,O. Fitas principais estdo no sentido 5" para 3'. Ty, sdo as temperaturas de desnaturacdo medidas,
Teac sdo as temperaturas calculadas se as sequéncias estivessem inseridas apenas em HoO utilizando o
modelo de préximos vizinhos descrito na subsegéo 3.2, T}, 5 as calculadas utilizando o modelo PB descrito na
subsecdo 3.1 e e T, ¢_ as calculadas utilizando o modelo HMS com sinal s=-1 descrito na subsegdo 5.3.
Concentragdes de sal [Na™] estdo em mM e concentragdes totais das fitas C; em pM. Todas as temperaturas
estdo em °C.
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ACUGCAGU [146
GCAAUUGC [146
GAACGUUC [146
AGCGCGCU
AGCCGGCU
GCGAUCGC
GACCGGUC

100 1000 52.1 53.67 5370 6232 6144 6148
100 1000 469 4821 48.29 5495 5497 5495
100 1000 46.0 47.25 4727 5248 5192 51.90
100 1000 64.7 6421 64.18 7390 7350 73.50
100 1000 69.7 6796 67.87 76.78 7626  76.29
100 1000 60.0 60.74 60.85 67.08 68.67 68.68
100 1000 64.8 6556 6550 70.25 7092 @ 70.92

RNA-P200/20 RNA-W/20

Sequence Ref. C; [Na'l Top Tpp Thys- Tcae Tpp  Thas—
UUAUCGAUAA [147] 100 1000 434 43.22 43.09 48.96 49.37 4941
UAUCGAUA [147] 100 1000 37.7 36.33 3645 4145 41.08 41.16
UCAUGA [146] 100 1000 229 23.79 23.62 29.46 30.00 30.07
ACUGCG [146] 100 1000 38.1 39.01 39.05 4698 46.62 46.65
AUGGAC [146] 100 1000 33.2 33.82 33.66 39.60 39.49 39.50
GCGAUA [146] 100 1000 30.0 30.58 30.58 36.63 36.16 36.13
GCUAUG [146] 100 1000 30.0 30.94 30.93 36.12 36.39 36.28
ACCGGU [146] 100 1000 45.6 47.15 47.23 51.83 52.57 52.70
AGCGCU [146] 100 1000 43.6 43.55 43.59 51.64 52.33 52.41
CACGUG [146] 100 1000 37.8 36.22 36.30 4241 42.22 42.22
CAGCUG [146] 100 1000 38.0 39.10 39.16 46.60 46.45 46.46
CCAUGG [146] 100 1000 414 40.83 40.93 46.60 46.72 46.76
CCUAGG [146] 100 1000 442 4387 44.05 48.11 47.83 47.81
CUGCAG [146] 100 1000 40.0 39.10 39.16 46.60 46.45 46.46
GACGUC [146] 100 1000 42.1 4034 4036 45.11 44.71 44.67
GAGCUC [146] 100 1000 43.7 43.20 43.17 4896 48.87 48.85
GCAUGC [146] 100 1000 43.3 41.00 40.98 48.27 4835 48.33
CGCGCG [146] 100 1000 49.7 49.68 49.62 58.49 58.53 58.45
CGGCCG [146] 100 1000 54.0 55.13 55.12 6224 61.84 61.86
GCCGGC [146] 100 1000 60.1 60.38 60.19 66.61 66.72 66.66
UAUAUAUA [146] 100 1000 21.1 21.09 20.99 21.67 21.57 21.63
UAAUAUUA [146] 100 1000 18.2 18.48 18.49 16.99 17.56 17.56
AACUAGUU [146] 100 1000 389 37.09 37.02 41.22 42.07 42.01
ACUAUAGU [146] 100 1000 37.7 39.23 39.10 44.19 4439 4435
AGAUAUCU [146] 100 1000 37.2 37.65 37.74 43.66 44.06 44.06
GAUAUAUC [146] 100 1000 36.1 35.15 35.12 39.39 38.83 38.80
GAAUAUUC [146] 100 1000 32.6 32.78 32.84 36.59 35.94 35.92
AACCGGUU [146] 100 1000 54.1 5239 5239 58.65 58.38 58.36

]

]

]

]

]

]

]

Tabela 24

Sequéncias de RNA em PEG200/20%wt utilizados no trabalho nucleotideos em ambiente que simula o meio
celular e suas respectivas sequéncias controle (RNA-W/20), temperaturas calculadas se estivessem apenas
em H,O. Fitas principais estdo no sentido 5" para 3'. Ty, sdo as temperaturas de desnaturagdo medidas,
Teale S0 as temperaturas calculadas se as sequéncias estivessem inseridas apenas em HsO utilizando o
modelo de préximos vizinhos descrito na subsegdo 3.2, T, 5 as calculadas utilizando o modelo PB descrito na
subsecdo 3.1 e e Ty, as calculadas utilizando o modelo HMS com sinal s=-1 descrito na subsegdo 5.3.
Concentragdes de sal [Na™] estdo em mM e concentragdes totais das fitas C; em uM. Todas as temperaturas
estdo em °C.
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RNA-P200/40 RNA-W/40
Sequence Ref. Ct Natl Tep Tpy Thms— Teae Tpp  Thars—
CAUGCC [145] 100 100 31.0 31.27 31.28 38.72 3849 38.56
CUAGGC [145] 100 100 343 3140 31.28 4345 4371 43.68
CAGCGG [145] 100 100 36.4  36.79 36.63 4826  48.24 48.30
CUACGC [145] 100 100 27.8 2890 28.67 40.14  40.99 40.91
GAACUCC [145] 100 100 34.1 3420 34.22 46.07 45.78 45.75
GGCUuGUCC [145] 100 100 543  54.81 54.97 66.05  65.70 65.68
GGCUGUUC [145] 100 100 45.6  46.04 46.19 56.40 56.46 56.44
GGUUCUGC [145] 100 100 449  46.04 46.19 56.40 56.46 56.44
AGCUGUCU [145] 100 100 424 4271 42.81 5434  54.11 54.18
AGUCUGCU [145] 100 100 426 4271 42.81 5434  54.11 54.18
GGCAGUUC [145] 100 100 46.2  46.04 46.19 56.40 56.46 56.44
GGUUCAGC [145] 100 100 45.1  46.04 46.19 56.40 56.46 56.44
CGCUGUCG [145] 100 100 49.8  50.55 50.68 5938 59.49 59.41
CGUCUGCG [145] 100 100 50.3  50.55 50.68 59.38 5949 59.41
UGCUGUCA [145] 100 100 43.0 43.05 43.21 53.14 52.83 52.83
UGUCUGCA [145] 100 100 429 43.05 43.21 53.14 52.83 52.83
UAUGAGGA [145] 100 100 347  35.55 35.73 45.18  44.79 44.82
UAGAUGGA [145] 100 100 352 3555 35.73 45.18 44.79 44.82
GUGCCGAG [145] 100 100 543 5272 52.84 62.77  62.66 62.61
GCCGAGUG [145] 100 100 54.1 52.71 52.84 62.77  62.66 62.61
CGCUGUAG [145] 100 100 44.1 4519 45.34 54.82  54.99 54.85
CGUGCUAG [145] 100 100 45.8  45.19 45.34 54.82 54.99 54.86

AUUGGAUACAAA  [145] 100 100 423 4171 41.60 49.74  49.73 49.73
AUACAUUGGAAA  [145] 100 100 41.6 41.71 41.60 49.74  49.73 49.74

GGCUCAAUUGAC  [145] 100 100 56.3  57.55 57.41 63.64  64.07 64.10
UACAUGUA [145] 100 100 28.2  26.36 26.42 36.37  36.94 36.88
GGUAUACC [145] 100 100 39.2  40.09 40.19 51.80 51.35 51.29
GGUUAACC [145] 100 100 36.5 36.78 37.11 4942 49.34 49.39
CGAAUUCG [145] 100 100 314 3277 33.08 39.16  38.33 38.36
GCUUAAGC [145] 100 100 38.6 37.74 37.81 47.99  47.74 47.72
CGUAUACG [145] 100 100 357 3553 35.64 44.11 4456 44.45
CGCAUGCG [145] 100 100 527 51.58 51.88 57.18  56.94 56.93
CGGUACCG [145] 100 100 51.0 50.46 50.82 62.72  62.13 62.14
CAAGCUUG [145] 100 100 358 36.33 36.61 43.98 4435 44.36
CUUGCAAG [145] 100 100 383  36.33 36.61 43.98 4435 44.36
GAACGUUC [145] 100 100 36.8  34.57 34.69 4533  45.03 44.99
GUUCGAAC [145] 100 100 354 3457 34.69 4533  45.03 44.99
GAUCCGGAUC [145] 100 100 584 57.11 57.24 6228  62.74 62.74
GGAUCGAUCC [145] 100 100 56.0 57.11 57.24 6228  62.74 62.74
AUGAGCUCAU [145] 100 100 48.8  47.94 47.96 5428  54.28 54.30
AUCAGCUGAU [145] 100 100 46.7  47.94 47.96 5428  54.29 54.30
UUACGCGUAA [145] 100 100 422 4290 43.05 54.06 54.28 54.26

AUCGCUAGCGAU  [145] 100 100 60.0 59.88 59.68 66.82  65.92 65.97
CAUAGGCCUAUG  [145] 100 100 59.1  59.42 59.29 66.01  65.28 65.29
CUAUGGCCAUAG  [145] 100 100 59.4  59.42 59.29 66.01  65.28 65.30

Tabela 25

Sequéncias de RNA em PEG200/40%wt utilizados no trabalho nucleotideos em ambiente que simula o meio
celular e suas respectivas sequéncias controle (RNA-W/40), temperaturas calculadas se estivessem apenas
em H,O. Fitas principais estdo no sentido 5" para 3'. T¢y, sdo as temperaturas de desnaturacdo medidas,
Teac sdo as temperaturas calculadas se as sequéncias estivessem inseridas apenas em HoO utilizando o
modelo de préximos vizinhos descrito na subsegdo 3.2, T, 5 as calculadas utilizando o modelo PB descrito na
subsecdo 3.1 e e T}, ,¢_ as calculadas utilizando o modelo HMS com sinal s=-1 descrito na subsegéo 5.3.
Concentragdes de sal [Na™] estdo em mM e concentragdes totais das fitas C; em pM. Todas as temperaturas
estdo em °C.
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APENDICE B - Procura das energias de barreira iniciais para
os modelos HMS, PCLA, TRMF e PCLJ

Neste apéndice, apresentamos as figuras de varredura do () dos modelos HMS, PCLA,
TRMEF e PCLIJ. O processo de varredura consiste em calcular os valores de x? para cada valor de
energia de barreira em um intervalo fixo. Por exemplo, no intervalo entre 0 e 1 do pardmetro f, do
modelo HMS (pédgina 79), com um passo de 0.1 teremos 11 pontos. Para cada ponto, teremos um
valor de x? diferente. Deste modo, teremos uma ideia de como o pardmetro f; afeta as predi¢des
de temperatura. O DNA canonico apresenta dois tipos de pares de bases, AT e CG, que interagem
diferente com o solvente devido 2 sua estrutura quimica. Logo, o valor de 2 serd determinado
por um valor de f; (AT) para AT e um f,; (CG) para CG. Ao final, teremos uma matriz 11x11
de x? do espectro da regido analisada. A fun¢do x? é uma soma quadritica da diferenca entre as
temperaturas experimentais e preditas, conforme a equacdo (30), ou seja, x? aumenta 2 medida que
aumentamos o nimero total N de sequéncias. Deste modo, utilizamos o valor de {x?), que é o valor
de x? dividido pelo nimero de sequéncias N presente em cada base de dados, DNA-P200/40 e
DNA-W/40. Utilizamos os 11 valores de energia do modelo HMS para construir a matriz de (x?)
dos outros modelos. Os demais pardmetros dos modelos de barreira foram mantidos constantes, cujo

os valores estdo na tabela 12.

Modelo HMS Variamos a faixa entre O e 1 do pardmetro f, com passo de 0.1. O pardmetro que
determina a energia da barreira € f,D. Assim, ao invés de montarmos o grafico em fun¢do de f; (cg)
versus fs (ary, montamos o grifico f;Dcq versus f,D 47 para que todos os modelos sejam analisados
em unidades de energia. As matrizes de (x?) para as sequéncias DNA-W/40 estdo mostradas nas
figuras 45 e 47, enquanto as DNA-P200/40, sao mostradas nas figuras 46 e 48. Destacamos 0s pontos
com tonalidades em azul que representam os menores valores de (x?) para o modelo HMS~. O

ponto onde f;Dcg = fsDar = 0 representa o (x*) do modelo PB.

Primeiramente, analisarmos as figuras 45 e 46, que sdo referentes ao modelo HMS™, equa-
¢do (34) com s=-1. Notamos, em todos os graficos, dois pontos em azul na figura 45 e um ponto
em azul na figura 46. Descartaremos o ponto em que f; Do € zero, enquanto f; D 47 ndo, pois nao
faz sentido o solvente ter efeito apenas no par de base AT. AO analisarmos quimicamente o par CG
e o par AT, o solvente, no caso a H,O, afetaria mais o par CG do que o par AT. Logo, a barreira

energética do par CG deve ser um pouco maior do que o par AT. Isso € evidente no outro ponto
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Figura 45

Modelo HMS~. Variagio do (x?) em fungdo da altura da barreira f; D para AT e CG em diferentes distancias
de equilibrio y.. Colorimos todos os pontos maiores que 14 °C2 com a cor vermelha. As tonalidades de
amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores <X2> excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. = 1 nm,
equacao (34).
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Figura 46

Modelo HMS-. Variagio do (x?) em funcdo da altura da barreira f, D para AT e CG em diferentes distincias
de equilibrio y,. Colorimos todos os pontos maiores que 30 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de
amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores (X2> excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (c) y. = 0.5 nm, (d) y. = 1 nm.
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Parametro DNA-W/40 DNA-P200/40
Dt 39.10 meV 40.61 meV
Dcg 83.51 meV 93.90 meV
kATAT 1.35 eV/nm? 3.03 eV/nm?
karcG 2.58 eV/nm? 1.80 eV/nm?
karge 4.84 eV/nm? 4.65 eV/nm?
KAT-TA 3.53 eV/nm? 1.22 eV/nm?
kca-ar 3.29 eV/nm? 4.78 eV/nm?
kca-c 2.55 eV/nm? 2.30 eV/nm?
k'CG-GC 3.92 eV/nm2 4.35 eV/nm2
kcc-ar 1.26 eV/nm? 2.55 eV/nm?
kce.ca 2.22 eV/nm? 1.91 eV/nm?
kta-AT 0.08 eV/nm? 0.05 eV/nm?
fs (A1) 0.2 0.1

fs (ca) 0.1 0.1

As (AT) 17.5 nm 17.5 nm

As (CG) 22.5 nm 22.5 nm

Ye (AT) = Ye (cG) 0.05,0.3,0.5e I nm 0.05,0.3,0.5¢e 1 nm
SAT = ScG -1 -1

Tabela 26
Parametros iniciais utilizados para as minimiza¢des do modelo HMS .

em azul em DNA-W/40 (figuras 45) e no ponto em azul do conjunto DNA-P200/40 (figuras 45).
Portanto, utilizaremos os valores iniciais f, ) = 0.1 para DNA-W/40 e DNA-P200/40, f, (ar) =
0.2 para DNA-W/40 e f, (a1) = 0.1 para DNA-P200/40. Um resumo com os parametros iniciais das
minimizac¢des do modelo HMS™ se encontra na tabela 26.

Analisando os graficos das figuras 47 e 48 do modelo HMS™, notamos pontos melhores do
que o modelo PB nos gréficos da figura 48. No entanto, um dos pontos possui valor de energia de
barreira CG igual a zero, o que ndo faz sentido, ja que o solvente atua em ambos os pares de bases
CG e AT. Logo, descartamos este ponto. O mesmo processo de exclusdo foi realizado para um dos
pontos em azul da figura 47. Sobrou apenas um ponto em azul para as sequéncias DNA-W/40 (figura
47) e um ponto para DNA-P200/40 (figura 48). Portanto, utilizamos os valores iniciais f; (cg) = 0.1
para DNA-W/40 e DNA-P200/40, f, (at) = 0.3 para DNA-W/40 e f; (ar) = 0.4 para DNA-P200/40.
Um resumo com os pardmetros iniciais das minimiza¢des do modelo HMS™ se encontra na tabela
27.

Como forma de validar a eficiéncia dos modelos HMS™ e HMS™, realizamos as trés mini-
mizagdes em valores diferentes de y.. Apesar de que nenhuma mudanga significativa dos valores
de (x?) apareceu nos graficos das figuras 45, 47, 46 e 48, esperamos que, através das minimiza-
coes, encontramos valores de altura de barreira que apresentem alguma relagdo com a distancia de
equilibrio y,. Caso isso seja confirmado, os modelos HMS™ e HMS™ seriam uteis em determinar a

interacao das moléculas de dgua localizadas em diferentes posicdes distantes do nucleotideo.
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Figura 47

Modelo HMS+. Variagdo do (x?2) em fungo da altura da barreira f; D para AT e CG em diferentes distancias
de equilibrio y,. Colorimos todos os pontos maiores que 40 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de
amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores <X2> excluindo o ponto (0,0). (a) y. = 0.05 nm, (b) y. = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. = 1 nm.
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Figura 48

Modelo HMS+. Variagdo do (x?) em fungo da altura da barreira f; D para AT e CG em diferentes distancias
de equilibrio y.. Colorimos todos os pontos maiores que 30 °C2 com a cor vermelha. As tonalidades de
amarelo até vermelho se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores
valores (X2> excluindo o ponto (0,0). (a) ye = 0.05 nm, (b) y, = 0.3 nm, (¢) y. = 0.5 nm, (d) y. =1 nm.
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Parametro DNA-W/40 DNA-P200/40
Dt 39.10 meV 40.61 meV
Dcg 83.51 meV 93.90 meV
kATAT 1.35 eV/nm? 3.03 eV/nm?
karcG 2.58 eV/nm? 1.80 eV/nm?
karge 4.84 eV/nm? 4.65 eV/nm?
KAT-TA 3.53 eV/nm? 1.22 eV/nm?
kca-ar 3.29 eV/nm? 4.78 eV/nm?
kca-c 2.55 eV/nm? 2.30 eV/nm?
k'CG-GC 3.92 eV/nm2 4.35 eV/nm2
kcc-ar 1.26 eV/nm? 2.55 eV/nm?
kce.ca 2.22 eV/nm? 1.91 eV/nm?
kta-AT 0.08 eV/nm? 0.05 eV/nm?
fs (am) 0.3 0.4

Is (co) 0.1 0.1

As (AT) 17.5 nm 17.5 nm

As (CG) 22.5 nm 22.5 nm

Ye (AT) = Ye (cG) 0.05,0.3,0.5e I nm 0.05,0.3,0.5¢e 1 nm
SAT = SCcG +1 +1

Tabela 27
Parametros iniciais utilizados para as minimizacdes do modelo HMS+.

Modelo PCLA Para analisar todos os modelos sob as mesmas condi¢des, utilizamos as unidades
de energia de barreira do modelo HMS ™, ou HMS™ para observar o comportamento das energias b7
e bo do modelo PCLA. Uma parte do Hamiltoniano do modelo PCLA consiste em Viorse + Viarreiras
que € similar a0 modelo HMS. Assim, aplicamos o mesmo principio de que a energia da barreira
nao deve exceder o valor D da profundidade do poco do potencial de Morse.

As figuras 49 e 50 consistem em mapas de calor do (x?) de bog versus bar com os demais
parAmetros constantes, iguais aos valores da tabela 12. Os valores de (x?) do modelo apresentam
pouca variagdo com o pardmetro d. Além disso, todos os valores de (x?) do modelo PCLA sdo
muito piores do que os do modelo PB. Para ter uma ideia de quao ruim o modelo PCLA € nas
predicdes de temperatura em comparacdo com o modelo PB, observamos a razao entre o melhor
valor de (x?) do modelo PCLA (ponto em azul) e 0 modelo PB (ponto bce = bar =0). O modelo
PCLA ¢ aproximadamente 2.2x e 3.5x pior que o modelo PB para predizer temperaturas de
desnaturacdo. Entretanto, faremos o parecer final em relagdo ao modelo PCLA apds a rodada de
teste das minimizacdes discutida na se¢do 5.6.4. De acordo com os gréficos das figuras 49 e 50,
precisamente o ponto em azul, escolheriamos os seguintes valores iniciais bcg = 8.35 meV/A 3 para
DNA-W/40, beg = 9.39 meV/A 3 para DNA-P200/40, bar = 39.05/ meVA 3 para DNA-W/40 e bar
=8.12 meV/A 3 para DNA-P200/40. Os valores de bar das sequéncias DNA-W/40 e DNA-P200/40
sdo muito diferentes. Uma barreira de bar muito maior do que bcg ndo faria sentido, pois o par
CG € mais hidratado que o par AT, ou AU no caso do RNA [34, 167]. Observamos que os valores
de (x?) na coluna bcg = 8.35 meV/A 3 apresentados na figura 49 das sequéncias DNA-W/40 sdo
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Variacdo do (x?) em funcio da altura da barreira b para AT e CG em diferentes distancias de equilibrio d.
Colorimos todos os pontos maiores que 20 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho
se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x2) excluindo o
ponto (0,0).(a) d =0.05, (b) d=0.3,(c)d=0.5,(d) d=1.
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Figura 50
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Variagdo do (x?) em funcio da altura da barreira b para AT e CG em diferentes distancias de equilibrio d.
Colorimos todos os pontos maiores que 14 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho
se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x2) excluindo o
ponto (0,0).(a) d = 0.05, (b) d=0.3,(c) d=0.5,(d)d = 1.



Tabela 28

Parametro DNA-W/40 DNA-P200/40
Dt 39.10 meV 40.61 meV
Dcg 83.51 meV 93.90 meV
kATAT 1.35 eV/nm? 3.03 eV/nm?
karcG 2.58 eV/nm? 1.80 eV/nm?
kat.ce 4.84 eV/nm? 4.65 eV/nm?
KATTA 3.53 eV/nm? 1.22 eV/nm?
kCG-AT 3.29 eV/nm? 4.78 eV/nm?
kca-co 2.55 eV/nm? 2.30 eV/nm?
kCG-GC 3.92 eV/nm2 4.35 eV/nm2
kc-at 1.26 eV/nm? 2.55 eV/nm?
kGe-co 2.22 eV/nm? 1.91 eV/nm?
kTA-AT 0.08 eV/nm? 0.05 eV/nm?
bar 7.81 meV/A 3 8.12meV/A 3
beg 835meV/A® 939 meV/A3
CAT 0.057 0.057

ccG 0.044 0.044

dar = dcg  0.05,0.3,05e1 0.05,03,05¢e1
QAT 278 nm~! 2.78 nm~—*
acg 9.39 nm~! 9.39 nm~!

Parametros iniciais utilizados para as minimizag¢des do modelo PCLA. Os valores diferentes de d sdo relativos
a posigdes de equilibrio entre o solvente e os nucleotideos.

bem préximos. Esta pequena diferenga nos valores (x?) leva a praticamente aos mesmos valores de
predi¢do de temperaturas. Por isso, escolhemos o ponto com (x?) = 9.74 °C?, que é exatamente o
mesmo ponto das sequéncias DNA-P200/40 na figura 50. Um resumo com os parametros iniciais

das minimiza¢des do modelo PCLA se encontra na tabela 28.



154

@) DNAH;0 (y, = 0.05nm) (b) DNAH;0 (yo = 0.3nm) RS

B ey
0
3.91

7.81

5

4
11.72
1562 3
1058 |,
23.43
2734 1
3124
35.15
39.05

Gar(meV)
Gar(meV)

&
S 35

3

;s : 3
Gea(meV) Gga(meV)
DNA/H,0 (yo = 0.5nm) B (CY (d) DNA/H20 (yo = 1nm) oBs(c?)

—
O
~

0
3.91 5
7.81

4
11.72
1562 3
1958
23.43
2734 1
31.24
35.15
39.05

Gar(meV)
Gar(meV)

by &
5 35

Gcg(meV) Gcg(meV)

Figura 51

Variag¢io do (x?) em fungo da altura da barreira G para AT e CG em diferentes distancias de equilibrio y,.
Colorimos todos os pontos maiores que 6 °C*? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho
se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x?) excluindo o
ponto (0,0).(a) y, = 0.05 nm, (b) y, = 0.3 nm, (¢) y, = 0.5 nm, (d) y, = 1 nm.

Modelo TRMF O mapa de (\?) do modelo TRMF para DNA-W/40 (figura 51) e DNA-P200/40
(figura 52) apresenta tonalidades em vermelho e laranja. Colorimos os pontos com os menores valores
(x?) de tonalidades azul, ou seja, aqueles que mais se aproximam das temperaturas experimentais.
A maioria dos melhores valores se encontra na regido em Gog = 0 e G4 # 0. Isto sugere que
ao ajustarmos apenas a altura de barreira Gz, tenderemos ao valor zero. Mas, talvez isso nao seja
verdade para os outros testes, como variar G' e D, ou variar GG e k. Logo, sobra apenas um ponto
fora dessa regido em cada um dos gréficos das figuras 51 e figura 52. Dessa forma, escolhemos os
valores iniciais Gcg = 8.35 meV para DNA-W/40, Gcg = 9.39 meV para DNA-P200/40, G'ar = 3.91
para DNA-W/40 e byt = 4.06 meV para DNA-P200/40. Um resumo com os parimetros iniciais das

minimizacdes do modelo TRMF se encontra na tabela 29.

Um ponto interessante desse modelo é que, a medida que variamos y,, notamos uma pequena
melhora nos valores de {x?). Talvez o modelo sirva para distinguir 4guas préximas de dguas distantes
do DNA. Embora as mudanga nos valores de (x?) sejam pequenas, como mostrado nas figuras
51 e 47, esperamos que, através das minimizagdes, encontremos valores de altura de barreira que
apresentem alguma relacido com a distancia de equilibrio ¥,. Caso isso se confirme, o modelo TRMF
seria util em determinar a interacdo das moléculas de dgua localizadas em diferentes posi¢cdes

distantes do nucleotideo.
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Figura 52

Variacio do (x?) em fungio da altura da barreira G para AT e CG em diferentes distancias de equilibrio .
Colorimos todos os pontos maiores que 5 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho
se aplicam aos demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores (x2) excluindo o
ponto (0,0).(a) y, = 0.05 nm, (b) y, = 0.3 nm, (c) y, = 0.5 nm, (d) y, = 1 nm.

Tabela 29

Parametro DNA-W/40 DNA-P200/40
Dar 39.10 meV 40.61 meV
Dcg 83.51 meV 93.90 meV
KAT-AT 1.35 eV/nm? 3.03 eV/nm?
kATcG 2.58 eV/nm? 1.80 eV/nm?
kar.ce 4.84 eV/nm? 4.65 eV/nm?
karta 3.53 eV/nm? 1.22 eV/nm?
kcG-at 3.29 eV/nm? 4.78 eV/nm?
kco-cG 2.55 eV/nm? 2.30 eV/nm?
kco-e 3.92 eV/nm? 4.35 eV/nm?
kGear 1.26 eV/nm? 2.55 eV/nm?
kce.co 2.22 eV/nm? 1.91 eV/nm?
KTA-AT 0.08 eV/nm? 0.05 eV/nm?
Gar 3.91 meV 4.06 meV
Gcg 8.35 meV 9.39 meV
bG (AT) 17.5 nm 17.5 nm
ba (ca) 22.5 nm 22.5 nm

Yo (AT) = Yo (CG)

0.05,0.3,05e1nm 0.05,0.3,0.5¢ 1 nm

Parametros iniciais utilizados para as minimiza¢des do modelo TRMF.
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modelo PCLJ O modelo PCLJ é completamente diferente dos demais modelos. Suas equagoes
do potencial de Morse e do potencial barreira sdo acopladas, conforme as expressdes (36) e (37).
Cada conjunto de variagdes de parametros, £, Dy, \j, e v, produz valores de profundidade de pocos
A diferentes. A fim de normalizar os modelos, procuramos os parimetros que mais se assemelhem
ao model PB padrdo. Para isso, fixamos os valores y47r € Yo nos valores 17.5 nm e 22.5 nm,
respectivamente. Colocamos D=0, pois apds a dissociacao dos pares de base a energia é zero
(modelo PB). Apés a separacdo dos pares de base, as moléculas de HO comecam a mediar a
interacdo entre os dois nucleotideos. Observandos os pares AT e CG na figura 2c (pagina 29),
notamos apenas uma diferenca nos grupos funcionais entre os nucleotideos. Na posi¢ao C(4),
especificamente, a guanina possui um grupo -NH, e a adenina, um grupo -CH. O grupo -NHo,
além de ser mais eletronegativo, forma mais ligacdes de hidrogénio com a H,O em comparagio
ao grupo -CH. Portanto, o par CG deve possuir uma energia de barreira um pouco maior do
que o par AT. Em solucdes onde o solvente € apenas dgua, nao observamos uma terceira ligacao
de hidrogénio no par AT. A terceira ligagdo de hidrogénio, realizada pelo grupo funcional -CH
da adenina e -C=0 da timina, pode aprecer apenas quando perturbamos as moleculas de H,O
proximas ao par AT [4, 168]. No entanto, o grupo -CH da adenina e -C=0 da timina podem realizar
ligacdes de hidrogénio com as moléculas de H,O apds a dissociagdo. Logo, escolhemos o valor
de E 7 ~11 meV/A e Ecqg ~12 meV/A para a H;O. Em seguida, variamos os parimetros A, (ar)
e A\, (cg) até encontrarmos valores de A7 e Acg proximos aos valores Dyr e Dog do modelo
PB, mostrados na figura 36. Os valores de A, (ar) € Ay (cg) encontrados foram 5.87 x 102 nm e
7.18x 1073 nm, respectivamente. Apés determinarmos os valores de \;, para DNA-W/40, variamos
os parametros F 47 € Eog para as sequéncias de PEG200 de forma a obter valores de profundidade
de poco A1 e Ao proximos aos valores D4 e Do do modelo PB, conforme a figura 36. Os

valores encontrados foram E 47 ~11.2 meV/A e FEoqg ~13.4 meV/A.

O préximo passo foi avaliar o mapa de (x?) da altura de barreira £/, mantendo os demais
parametros nos valores mencionados anteriormente. Andlogo aos demais modelos, os parametros de
empilhamento k£ foram mantidos fixos nos valores calculados pelo modelo PB para DNA-W/40 e
DNA-P200/40, como discutido na secao 5.5.2. De forma a seguir as mesmas unidades dos demais
modelos, avaliamos as mesmas faixas de energia: entre 0 e 83.51 meV para E;(DNA-W/40); entre
0e93.90 meV para Ecg(DNA-P200/40); entre O e 39.05 meV para £ 47 (DNA-W/40); e entre 0 e
40.61 meV para E,7(DNA-P200/40). Apesar de o modelo PB possuir energia zero apds as bases se
separarem, a existéncia de uma pequena energia remanescente da interacdo entre o solvente e as
fitas simples faz sentido fisicamente. Logo, analisamos a influéncia do parametro D} nas predi¢des

de temperatura para trés valores diferentes: (a) D, =0 meV, (b) D, =1 meV e (¢c) Dy = 10 meV.

Nos gréficos da figura 53, observamos que as sequéncias com dgua apresentam os melhores
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Figura 53

Variagio do (x?) em fungio da altura da barreira F para AT e CG em diferentes energias Dj,. Destacamos a
regido de interseccao entre os retdngulos nas figuras. Esta regido representa o intervalo de valores de Fog
e E a7 que reproduzem valores de profundidades de poco A similares ao modelo PB. Colorimos todos os
pontos maiores que 40 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos
demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores <X2>- (a) Dy, =0meV, (b) Dy, =1
meV, (¢) Dy, = 10 meV. O grifico abaixo da figura (b) € da regido entre a intersec¢do dos retangulos ampliada.
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Figura 54

Variagio do (x?) em fungio da altura da barreira F para AT e CG em diferentes energias Dj,. Destacamos a
regido de interseccao entre os retdngulos nas figuras. Esta regido representa o intervalo de valores de Fog
e E a7 que reproduzem valores de profundidades de poco A similares ao modelo PB. Colorimos todos os
pontos maiores que 30 °C? com a cor vermelha. As tonalidades de amarelo até vermelho se aplicam aos
demais pontos. Os pontos com tonalidades em azul sdo dos menores valores <x2>. (a) Dy, =0meV, (b) Dy, =1
meV, (¢) Dy, = 10 meV. O grifico abaixo da figura (b) € da regido entre a intersec¢do dos retangulos ampliada.
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valores de (x?) na regido em que Fog = 0. J4, nos grificos com PEG, o melhor (x?) esté ao lado
da intersec¢do dos retangulos ciano na figura 54. O primeiro ponto azul nos graficos do conjunto
DNA-W/40, com valores diferentes de zero para ambas as alturas de barreira, apresenta um valor de
Ear =27.34 meV/A. Ao calcular a profundidade do poco A, encontramos um valor préximo de
99.07 meV para a profundidade do pogo do par AT. Devido ao valor pequeno de E¢, a profundidade
do poco Acg sera bem menor que A 47. Para permanecer dentro do regime préximo do modelo
PB, usamos as figuras 53 e 54 apenas de referéncia. Os parametros de Morse similares aos do
modelo PB s@o bons pardmetros para o modelo PCLJ? A intersec¢do dos retingulos em verde nas
figuras com D, = 1 meV nos déd detalhes dos valores de (x?). Em ambos os casos, o (x?) para
iniciar as minimizag¢des é bastante alto. Para DNA-W/40, o valor inicial esta entre 17.85°C <
(x?) < 102.3°C' e para DNA-P200/40, o valor inicial esta entre 25.97°C' < {x?) < 43.11°C.Em
outras palavras, as minimizagdes comecam com valores de temperaturas preditas bem distantes das
temperaturas experimentais. Entretanto, para manter os mesmos padrdes adotados para os outros
modelos, iniciaremos nossas andlises a partir deste ponto. Nao observamos nenhuma melhora (ou
apenas uma melhora insignificante) nos valores de (x?) ao variar o parAmetro D;. Contudo, esse
parametro possui um significado fisico importante, relacionada a energia da fita simples apos a
separacao do par de bases. A energia entre a fita simples e o solvente deve ter valores um pouco
diferentes para AT e CG. Assim, partiremos do mesmo valor inicial de D=1 meV para AT e CG,
mas o avaliaremos de forma distinta para cada par de bases. Os valores iniciais utilizados forma
Exry = 11 meV/A, Ecgy = 12 meV/A e Dy, (ar) = Dy, (cay = | meV para DNA-W/40 e Ear) =
11.2 meV/A, E(cg) = 13.4 meV/A e Dy, (ar) = D, (co) = 1 meV para DNA-P200/40. Um resumo

com 0s parametros iniciais das minimiza¢des do modelo PCLJ se encontra na tabela 30.



Tabela 30

Parametro DNA-W/40 DNA-P200/40
kAT AT 1.35 eV/nm? 3.03 eV/nm?
karcG 2.58 eV/nm? 1.80 eV/nm?
kat.Ge 4.84 eV/nm? 4.65 eV/nm?
KAT-TA 3.53 eV/nm? 1.22 eV/nm?
kcG-AT 3.29 eV/nm? 4.78 eV/nm?
kca-c 2.55 eV/nm? 2.30 eV/nm?
kCG—GC 3.92 eV/nm2 4.35 E:V/l’lIIl2
kcc.at 1.26 eV/nm? 2.55 eV/nm?
kce-ca 2.22 eV/nm? 1.91 eV/nm?
kTa-AT 0.08 eV/nm? 0.05 eV/nm?
E(ar) 11 meV/A 11.2 meV/A
E(cq) 12 meV/A 13.4 meV/A
YAT 17.5 nm 17.5 nm
YeG 22.5 nm 22.5 nm
Dh (AT) = Dh (CG) 1 meV 1 meV

An (AT) 587x102nm 5.87x1073 nm
An (cG) 7.18x107 3 nm 7.18x1073 nm

Parametros iniciais utilizados para as minimizacdes do modelo PCLJ.
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L.G. Silva and G. Weber
1. Introduction

Metal-mediated DNA, sometimes called M-DNA, where a metal ion
occupies the hydrogen bond, typically in mismatched base pairs, has
a long history, reaching back to the early 1950-60s [1-3]. Today,
its continued interest lies in its potential to be used as a highly sen-
sitive and specific metal sensor [4-7] as well as in the formation
of nanowires [8-10]. The pioneering work by Ono and Miyake [11]
revealed two M-DNA structures, CC mismatches mediated by Agt,
and TT mismatches mediated by Hg?*, which are still the main M-
DNA structures studied. For T-Hg?*-T, it was found that it yields
a higher melting temperature than a canonical AT base pair [11],
and its structure obtained from NMR measurements is now considered
well understood [12-14]. In particular it was shown that two imino
protons are released when T-Hg?*-T is formed [12] and that C1'-C1’
distances are shorter than those of Watson-Crick base pairs [13,15].
Miyake et al. [16] determined that in a T-Hg?*—T structure, Hg?* binds
directly to N3 of thymidine in place of the imino proton and bridges
the thymidine residues. However, for C-Ag*-C a number of questions
regarding its structure still remain. For instance, there appear to be con-
flicting results suggesting either a N3-Ag*t-N3 [17], N3-Ag*-02 [18],
or a N3-Ag*t-N3 linkage [19]. On the other hand, DFT calculations
by Espinosa Leal et al. [20] suggests the existence of interplanar bonds
which were also observed in crystal structures of N'-hexylcytosine [19].
There are evidences of C-Ag*-C base pair formation in backbone-less
[Ag(cytidine),]* complexes [21] which were shown to form a cisoid
configuration in density-functional theory (DFT) calculations by Kliuev
et al. [22], however it is unclear how these finding would translate
to fully formed duplexes. Other DFT calculations explore the effect of
Zn** [23], which are not covered here.

Mesoscopic models, such as the Peyrard-Bishop (PB) model, uses
a set of effective potentials to describe the main interactions of the
DNA double helix, namely the hydrogen bonds and the stacking in-
teractions [24]. This type of model can be used to calculate melting
temperatures with similar accuracy as nearest-neighbour models [25].
These models depend critically on adjusted parameters, and we showed
that these parameters can be obtained from experimental melting tem-
peratures [26]. An additional bonus of obtaining the parameters in
this way is that they can be directly related to hydrogen bonds, or
base pair metal mediated bonds, and the stacking interactions. In other
words, combining the mesoscopic model with experimental melting
temperatures provides a way to evaluate these interactions. The method
has now been validated for several oligonucleotide systems, includ-
ing a recent study for all possible combinations of mismatches for
which we obtained overall good correspondence to the results from
other experimental methods such as NMR [27]. The new mismatch
parametrization now opens an opportunity to apply the method to
other systems containing mismatches in more challenging configura-
tions, notably T-Hg>*-T and C-Ag*-C. It is of particular interest to
understand if existing melting temperatures of T-Hg>*-T and C-Ag*-C
would result in increased base pair Morse potentials which is the central
hypothesis of metal-ion stabilization in these mismatches [16]. It would
be of especial interest to determine if existing melting temperatures
could advance our understanding concerning the conflicting results
related to base-pair metal mediated bonding of C-Ag*-C.

The major challenge in studying the metal mediated T-Hg>*-T
and C-Ag*-C with mesoscopic models is the relative small number
of melting temperatures that are scattered over a number of different
studies. It is unclear if the mesoscopic model would be effective in
providing a clear description of the base pair bond interactions for
such a limited set of data. Furthermore, DNA mismatches are very
sensitive to changes in buffer conditions and it is not clear if the existing
parameters can be used as reliable starting point for the optimization of
metal mediated potentials. On the other hand a successful optimization
of T-Hg>*-T and C-Ag*-C would broaden the potential applications of
DNA mismatch existing parameters and provide a critical validation of
the method for a small melting temperature data set.

Chemical Physics Letters 803 (2022) 139847

2. Materials and methods
2.1. Notation

We used the notation CC and TT for non-canonical DNA base pairs.
The stacking interactions are represented by a (base pair 1)-(base pair
2) scheme. For example, the mismatch CC and the canonical pair AT,
corresponding to the dimer 5’-CA-3'/3'-CT-5/, is represented by CC-AT.
Note that due to symmetry considerations, as 5’-CA-3'/3'-CT-5 is the
same as 5'-TC-3//3/-AC-5', therefore CC-AT is same as TA-CC.

The main goal is to observe the changes in base pair bond and
stacking interactions, next to the mismatch due to the presence of a
metal ion. To differentiate between the presence or absence of Ag*, or
Hg?*, in solution we used the following notation: sequences without
metal were called control, represented by CC-CTRL and TT-CTRL; for
sequences with metal we used the notation C-Ag*—C and T-Hg?*-T that
is commonly used in the field.

2.2. Melting temperature data set

For C-Ag*-C we used 22 sequences containing a concentration of
1 equivalent of Ag* per mismatch CC from Refs. [11,28-38] and their
corresponding control sequences (CC-CTRL) without Ag* (21 melting
temperatures). For T-Hg>*-T we used 34 sequences containing 1 equiv-
alent of Hg?* per mismatch TT from Refs. [13,16,28,29,31,32,38-44]
and 24 control sequences (TT-CTRL) without Hg?*.

The majority of melting temperatures in these sets are at a salt
concentration, [Na*], of 100 mM and total strand concentration of
2 pM. For different conditions we applied a salt correction factor,
equation (22) from Oweczarzy et al. [45], and recalculated the strand
concentrations to 2 pM [46] from the reported experimental total
enthalpy and entropy variations. Supplementary tables S1 and S2 show
the melting temperatures, T,,,, that were adjusted in this way. The
remaining buffer conditions were in general very similar among the
various datasets.

2.3. Mesoscopic models

The mesoscopic Peyrard-Bishop (PB) model describes the intra-
molecular interactions of DNA through simple potentials [24]. For
example, stacking between the nearest-neighbours base pairs is de-
scribed by a harmonic potential, while the base pair bond, usually a
hydrogen bond, is represented by a Morse potential. For the ith base
pair the Morse potential is

V() =D, (e_)’i/}‘a _ 1)2, [@))

where the parameter D, tells us how strongly the « base pair are
bonded, whereas 4, is related to the potential width. For the nearest-
neighbour stacking interaction we use a modified harmonic potential
which includes a small twist angle 6 [26]

k
B
W yio) = 5 ()’,2 —2y;yi_1cos 0 + y,?q) ) @

where the parameter k; is the coupling constant of nearest-neighbours
of type f, and the angle is fixed at # = 0.01 rad, which is introduced
to overcome well known numerical problems with the transfer-integral
technique [26].

With the two potentials of Eqs. (1) and (2) we can calculate the
classical partition function from which we obtain an adimensional
index r;(P), which is proportional to the melting temperatures [26].
Additionally, we can calculate the average strand displacement (y;) for
each base pair i by calculating the expected value of y from the partition
function [26].
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2.4. Calculation of melting temperatures

The index 7;(P) is used to predict melting temperatures for any
sequence i, where P is a given set of parameters. Experimental melt-
ing temperatures and r;(P) are linearly dependent within groups of
sequences of same length N. This relation is show in the following
equation

T/(P) = ag(N) + a;(N)7;(P), 3

where a, () are the linear regression coefficients. These coefficients
have a linear dependence with N'/2

ap(N) = boy +b N2, k=0,1. 4)
2.5. Thermal equivalence optimization

The parameter optimization is carried out by minimizing the merit
function
N
@)=Y [T, -1/ (5)
i=1
where P; is the jth tentative set of parameters. The goal is to find
the best set of P; parameters such that the calculated temperatures,
TI.’ (P)), are closest to the experimental temperatures, 7;. Considering
that the set P contains M parameters, the numerical problem consist
of finding the M-dimensional minima of Eq. (5), which is numerically
implemented with a downhill simplex algorithm [25].
Another equation considered in our discussion to evaluate the qual-
ity of the prediction is the average melting temperature deviation

N
1 /
(aT) = ; IT; =T/ (P)]. ®)

2.6. Minimization procedure

One of the main challenges in the numerical minimization of Eq. (5)
is the unavoidable occurrence of local minima, that is, local valleys
that do not coincide with the best overall minima. To overcome this
problem, we repeat the minimization process multiple times, restarting
from different initial parameters. For each minimization round, the
initial set of parameters P,;; are randomly sampled around the 10% of
value of seed parameters P4, that is, within the interval of 0.9 P4 to
1.1P,.q. Only Morse potentials D and stacking potentials k were varied.
The 4 parameters were kept constant since we have found, in previous
studies, that their effect on melting temperatures is negligible [26].
In total, 6 parameters were varied for each type of metal mediated
mismatch: one Morse potential factor D and 5 stacking factors k. The
CTRL-TT, CTRL-CC, C-Ag*—C and T-Hg?*-T were treated separately.

CTRL optimization. For CTRL sequences, the initial seed parameters
were those from Ref. [27] (supplementary table S3). One problem that
occurred in this particular study was that some parameters that would
repeatedly tend to zero. Due to the particularities of the minimization
algorithm, once a parameter reaches zero during the minimization
it will remain so during the whole minimization process. This risks
artificially skewing the remaining parameters to suboptimal values. On
the other hand, one cannot discard the occurrence of null parameter as
DNA mismatches tend to have very small Morse potentials in most cases
as well as very small stacking potentials for some specific situations.
To ensure that null value parameters are not algorithmic artefacts,
we identified the parameters that went to zero and artificially raised
their values and repeated the whole process with a mix of non-zero
optimized and artificially raised values. If after successive major rounds
these same parameters would again tend to zero, it would then be an
indication that indeed this would be their optimal value and not an
artefact of the minimization algorithm. CTRL-TT and CTRL-CC were
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optimized separately. The CTRL minimizations were performed 1000
times for each round, with different initial parameters. This procedure
was repeated two more times, always raising null parameters to their
initial values as needed. A fourth, and last, round of minimization
was for estimating the influence of experimental uncertainty on our
new parameters. This was done by changing the experimental tem-
peratures by small random amounts such that the resulting standard
deviation corresponds to the experimental uncertainty. We used 0.6 °C
uncertainty for CTRL, which were obtained from the average reported
uncertainty for each of the published measurements. Final quality
parameters were y?> = 58.56 °C? and (AT) = 1.24 °C for CTRL-CC;
72 =144.18 °C? and (4T) = 1.79 °C for CTRL-TT.

C-Agt-C and T-Hg*-T optimization. For the a preliminary round,
we joined the datasets, CTRL-TT with T-Hg?*-T, and CTRL-CC with
C-Ag*-C, and varied the metal mediated parameters while keeping the
control parameters fixed. We call this the preliminary optimization.
This has the practical effect that all melting temperatures are forced
to follow the same regression parameters Egs. (3),(4), and causes the
T-Hg?>*-T and C-Ag*-C parameters to assume values that bear some
reference to the control parameters. This approach is used only to
obtain seed parameters for T-Hg?>*-T and C-Ag*-C which are shown
in supplementary table S4. After this, we perform three rounds of
optimization using the T-Hg?*-T and C-Ag*-C separately from the
CTRL sets. For the last round, we proceed as for the last CTRL, assuming
a 0.6 °C to evaluate the experimental uncertainty on our new param-
eters. Each round was performed in 1000 local minimization steps,
results shown here are from the final minimization round. Final quality
parameters were y> = 111.07 °C? and (AT) = 1.86 °C for C-Ag*-C;
72 =94.21°C? and (AT) = 1.35 °C for T-Hg?*-T.

2.7. Availability

The metal mediated parameters calculated were included in the
latest version of our free TfReg software [25] which can be used
to verify our results. The software and the parameters are available
at http://tinyurl.com/tfregufmg, for other download options see the
supplementary information.

3. Results and discussion

The optimization rounds were carried out independently for
T-Hg?*-T and C-Ag*-C, and their respective controls. In total, four
rounds with 1000 different initial conditions were carried out as
described in the methods section. Quality parameters for final (AT)
was 1.86 °C for C-Ag*-C and 1.35 for T-Hg?*-T which are of the
same magnitude as found in previous calculations using this method
in different situations, see for instance [47,48].

In Fig. 1 we show the optimized Morse potentials. For TT-CTRL
the Morse potential is somewhat lower than the its seed value, in the
lower range of TT mismatches that were obtained previously [27]. The
CC-CTRL Morse potential is also situated at the smaller values of CC,
albeit marginally larger than the TT potential. However, both potentials
are very small when compared to canonical base pairs AT and CG,
therefore it is not possible to say that CC is more stable than TT from
these results. With the addition of Hg?*+, the Morse potential increases
strongly, indicating a substantial base-pair metal mediated bonding,
see Fig. 1. This is much higher than any known TT configuration [27]
(shaded area) and roughly 4/5 of that of a CG Morse potential (70
meV) [26], which leaves very little doubt that T—Hg2+—T is stabilized
by a Hg** mediated bond. To understand this results, let us briefly
discuss the T-Hg>*-T structure. Three configurations were suggested
for T-Hg?"-T: N3-Hg?+-N3, 02-Hg?*-N3 and N3-Hg?*-04 [49]. The
N3-Hg?*-N3 has the oxygen atoms in opposition to each other, yet
apart far enough such that the repulsive force between them may not be
so strong, which could explain the large value of the Morse potential,
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Fig. 1. Average Morse potential depths D calculated for T-Hg**-T (blue bullet)
C-Ag*-C (blue box) and their respective controls (red bullet and box). Error bars are
the calculated standard deviation of the last minimization round. The seed values for
mismatches, TT' and CC' (horizontally displaced for clarity), are shown as grey bullet
and box, respectively. Dashed arrows indicate the changes due to the addition of cations
and are only intended as guide for the eye. The shaded area shows the interval of
minimum and maximum Morse potentials for all types of TT and CC mismatches from
Ref. [27].

Fig. 1. However, the 02-Hg?*-N3 and the N3-Hg?*-04 structures are
possible as well. While our model is not able to identify the structure,
it clearly points to the one that is likely to be the most strongly bonded.
The addition of Ag* increases the CC Morse potential as well, Fig. 1.
While this increase is much less than for T-Hg?*-T, it is nevertheless
substantial, roughly 2/3 of that of an AT Morse potential (34 meV),
which suggest a single link similar to the N3-Ag*-N3 link proposed
by [17,19]. Such weaker Morse potential is likely due to the proximity
of the repulsive amino groups facing each other at C-Ag*-C, resulting
in large propeller twist angles [17]. Other types of links that were sug-
gested, such as N3-Ag+-02 linkage [18] would have an extra hydrogen
bond which seems unlikely given the moderate Morse potential that
was found.

From the Morse potential results, there is little doubt that T-Hg?*-T
is stabilized by a metal-mediated planar base pair bond, while C-Ag*-C
is less so. But what then explains the large increase in melting temper-
ature when Ag™" is added? The first sequences shown in supplementary
table S1 provide a clue to what might be happening, these are 6
sequences of same length with a central CC and where only the nearest-
neighbours change. For ACA/TCT central trimer, there is an increase
of 10 °C while for CCG/GCC it is only 2 °C. This large difference
indicates that nearest-neighbour interactions have an important role
to play in the stability. The nearest-neighbour interaction is modelled
here by elastic constants k, Eq. (2), which in general are associated
to stacking interaction. Our results for the stacking constants k are
shown in Fig. 2 for both T-Hg?*-T and C-Ag*-C. By far, the high-
est stacking interaction is for CC-AT nearest neighbours, exactly the
type present in ACA/TCT. Interestingly, the other nearest neighbours
AT-CC of the ACA/TCT trimer has a very weak interaction. CC-CC,
that is, for two consecutive CC mismatches the stacking interaction
is almost non-existent, which means that here the increased stability
is entirely driven by in-planar base pair bonds. Inter-planar Hydrogen
bonds have been predicted from DFT calculations for backbone-free
C-Ag*-C tetramers [20] and observed in crystal structures for N'-
hexylcytosine [19], therefore one would have expected some degree
of nearest-neighbour interaction in this case. Fig. 3 shows an average
displacement profile containing a double CC mismatch. This type of
profile, which is calculated as described in Ref. [25], considers the
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Fig. 3. Average displacement profile containing a double CC mismatch (shaded area),
for the sequence from Ref. [50]. Red bullets are for CTRL parameters, and blue boxes
for C-Ag+-C.

combined effects of Morse potentials and stacking, providing qualita-
tive information regarding the regions where the base pairs are more
likely to denature first. Typically, larger displacements means that the
base pairs in question are less stable and will open before others. In the
case of Fig. 3, the displacement profiles for C-Ag*-C (blue boxes) are
much smaller, indicating increased base-pair stability as compared to
the CTRL-CC (red bullets).

For T-Hg?*-T, the stacking interaction parameters shown in Fig. 2,
only one strongly increased stacking for GC-TT was found, much higher
than those previously seen for TT mismatches (shaded area) [27]. AT-
TT is moderately increased in comparison to CTRL, while TA-TT is
very small, even though its CTRL counterpart is relatively large. In
Fig. 4a we show the average opening profiles for a sequence containing
a double TT mismatch, flanked by AT-TT on both sides (note that AT-TT
is equivalent to TT-TA). The CTRL displays very large displacements in
the mismatch region (shaded area) while the addition of Hg?* causes a
complete stabilization (very small displacements). By replacing AT-TT
with TA-TT, as shown in Fig. 4b, we observe only a slight disturbance in
the opening profiles due to the much smaller stacking, but not enough
to cause major destabilization. Clearly, the T-Hg>*-T Morse potential
is strong enough to compensate for the low TA-TT stacking.

The robustness of results presented here are encouraging and should
enable us to apply the method to other configurations, such as for
C-Hg?*-T mediated base pairs. A limited amount of melting temper-
atures are already available, see for instance Funai et al. [30], but
not in sufficiently diverse sequence variations and lengths. Here, the
smallest set was for C-Ag*t—C with 22 sequences, which is in the lower
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Fig. 4. Average displacement profile containing a double TT mismatch (shaded area) for the sequence from Ref. [16], panel (a). In panel (b) AT-TT was replaced with TA-TT.

Red bullets are for CTRL parameters, and blue boxes for T-Hg?*-T.

limit of the method. Another aspect of interest is cation concentration,
here we used the available temperatures measured at one equivalent
cation per mismatch, and of course zero for the controls. It would
be desirable to repeat this for a larger range of concentrations which
should give us a more detailed insight of the stabilization process
induced by the cations. We hope that our results may stimulate further
melting temperature measurements of metal mediated base pairs.

4. Conclusion

We analysed published melting temperatures for metal mediated
base pairs T-Hg?*-T and C-Ag*-C. For T-Hg?*-T we found a large
Morse potential of the order of a CG base pair, while for C-Ag*-C this
was much smaller, roughly 2/3 of a AT base pair. For C-Ag*-C, the
weaker Morse potential favours the N3-Ag*t-N3 link proposed by [17].
For a double CC mismatch the stacking interaction was found to be
very weak in the presence of Ag", but still the Morse potential was
strong enough to provide some stability when compared to the absence
of Ag*. Very low stacking was also found for TA-TT nearest-neighbours,
however due to the large T-Hg?>*-T Morse potential this does not affect
the duplex stability.

Our results are generally in good agreement with the existing knowl-
edge of T-Hg?*-T and C-Ag*-C mediated base pairs. Therefore, we
believe that it should be possible to extend the method to other types
of metal-mediated base pairs, for instance C-Hg?*-T, when a sufficient
amount of melting temperatures become available.
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