EFEITOS DA ELASTICIDADE E BLINDAGEM
ELETROSTATICA NAS INTERACOES DNA—LIGANTES
ESTUDADOS VIA A TECNICA DE PINCAMENTO
OPTICO

Patricia Santos Alves Sales



Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Fisica

EFEITOS DA ELASTICIDADE E BLINDAGEM
ELETROSTATICA NAS INTERACOES DNA—-LIGANTES
ESTUDADOS VIA A TECNICA DE PINCAMENTO
OPTICO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Minas Gerais, como parte
das exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Fisica, para obtencao

do titulo de Doctor Scientiae.

Patricia Santos Alves Sales

BELO HORIZONTE
MINAS GERAIS - BRASIL
2016



Universidade Federal de Minas Gerais Telefone (xx) (31) 3409 5637
Instituto de Ciéncias Exatas (xx) (31) 3409 5633
Programa de Pés-Graduagao em Fisica Fax (xx) (31) 3409 5688

Caixa Postal 702 (xx) (31) 3409 5600
30.123-970 Belo Horizonte - MG - Brasil e-mail pgfisica@fisica.ufmg br

A presente tese, intitulada “Efeitos da elasticidade e blindagem eletrostatica nas
interacbes DNA-ligantes estudados via a técnica de pingamento optico” de autoria de
Patricia Santos Alves Sales submetida a Comissao Examinadora, abaixo-assinada, foi
aprovada para obtengao do grau de DOUTORA EM CIENCIAS, em vinte e cinco de maio de
dois mil e dezesseis.

Belo Horizonte, 25 de maio de 2016.

Loid i od
Aot/ Ceepins, Gty S0/ (e
S

Prof. Oscar Prof. Marcio Santos Rocha
Coorientador da estudante

Departamento de Fisica/lUFMG

‘) n

/ i3 /)

| aa,/c Wiy
Prof.f}erald{ Weber
Departamento de Fisica/UFMG

Mé Uarte Lucio

Departamento de Fisica/UFLA

Departamento de Fisica/lUFV

rl
/ -

- \ L\ N
Prof}Jose Marcos Nndréiae Figueiredo
Departamento de Fisica/lUFMG

{

WAL LCu 8} 9)(;&;\4&.: 5 §
rofa. Marcia Cristina Bernarcfes Barbosa

Instituto de Fisica/lUFRGS

iii



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus orientadores, o professor Oscar e o professor Marcio, pelas
excelentes ideias e pelos ensinamentos. Aos demais professores do Departamento de
Fisica, em especial o professor Ubirajara do nosso grupo de trabalho, que contribuiram
para minha formacao. Aos amigos do laboratério e do departamento por tornarem
mais leve o trabalho envolvido neste processo do doutorado. Aos funcionarios do de-
partamento, essencialmente aos da oficina mecéanica pelo suporte ao nosso laboratorio.
As agéncias de fomento: CAPES, CNPq e FAPEMIG que contribuiram para a infra-
estrutura do laboratoério e pela concessao da bolsa de estudo.

Aos meus familiares e amigos que sao o alicerce de mais esta etapa da minha
vida.

Eternos agradecimentos aos meus pais, Janio e Gorete, que me dedicaram tanto
amor e confianca. Ao meu irmao Oscar pelo exemplo e incentivo constante aos estudos.
Ao meu marido Vitor pelo apoio incondicional ao longo de toda a trajetoria da pos-

graduagao.

v



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

RESUMO

ABSTRACT]

(1 Introducao|

[2 Pincas Opticas|

2.1 Funcionamento de uma Pinca Optical . . . . . . ... ... ... ....

[2.2 Teorias de Pincas Opticas| . . . . . . .. .. .. ... .. .. ......
[2.2.1 Teoria de Optica Geométrical. . . . . . . . .. .. .. ... ...
[2.2.2  Teoria de Rayleigh| . . . ... .. ... ... ... .. ......

[2.3  Pinca Optica aplicada em sistemas biolégicos|. . . . . . . .. ... ...

[3.1.2  Desnaturacao e renaturacaol . . . . . . . . . . ... ... .. ..
[3.1.3 Tiposde DNA| . . . .. ... .. .. ... ... ...
[3.1.4 ODNAdofago Al. . . ... ... .. . .o
(3.2 O DNA como um polimero|. . . . .. .. .. ... ... ... ......
13.2.1  Modelo Worm-Like Chain (WLC)| . . .. ... .. .. ... ...
[3.3 Complexos DNA-ligantes| . . . . . .. .. ... ... ... ........
B.3.1 Omodelode Hilll . . . . . .. ... ... o0

[4 Meétodos experimentais|

[4.1  Montagem e calibracao da pinca optical . . . . . . . . .. ... ... ..

vil

ix

xi

0 1 O O O W W

NeRN=}

12
12
13
13
16
20
21

25



[4.1.1  Preparacao das amostras| . . . . . . . . . . .. .. ... ... 26

4.1.2 Calibracdo da Pinca Optical . . . ... ... ... ... ... .. 27

4.2 FEstiramento da molécula de DNAI . . .. ... ... ... .. ... ... 29
[4.2.1  Configuracao DNA-microestera de interesse para realizar as me- |

[ didas| . . . . . .. e 29
[4.2.2  Constante de forca da pinca optical . . . . . . .. .. ... ... 31

[4.2.3  Curva forca x extensao da molécula de DNA| . . ... ... .. 31
[6_Resultados e Discusséesl 35
[>.1  Complexo 5-CD—DNA| . . . ... ... .. ... ... ... . ..... 35
[p.1.1  Resultados experimentais|. . . . . . . ... ... .. ... .... 38

.2 Complexo LYZ—DNA| . . . . ... ... ... ... 0. 47
[5.2.1 Resultados experimentais|. . . . . . . ... .. ... ... .... 48

6 Conclusoes| 57
A Calculo da < r2, > para um polimero| 59
B Calculo do valor médio de |t || 61
[C Artigo publicado] 63
[Revista The Journal of Physical Chemistry Letters| . . . . . . . . ... ... 63
[Reteréncias Bibliograficas| 70

vi



LISTA DE FIGURAS

2.1 Esquema de forcas na microesfera devido aos raios refratados.| . . . . . 4
[2.2  ksquema de forcas na microestera devido aos raios refletidos.| . . . . . . )
[3.1 Estrutura dos nucleotideos: um grupo fosfato, um acicar e uma base |

nitrogenada.| . . . . . .. L. Lo 10
[3.2  Desenho esquematico da estrutura secundaria helicoidal do DNA, com |

o pareamento das bases nitrogenadas e as pontes de hidrogénio.| . . .. 11
[3.3  Diterentes tipos de DNA encontrados em condicoes fisiologicas: B, A e 7Z.| 13
[3.4 Variacao do vetor posicao e do vetor unitario tangente a uma curva |

arbitraria parametrizados pelo comprimento s. | . . . . . . . ... ... 14
3.5 Grafico da razao ru/rmax em funcao da concentragao de ligantes livres |

na amostra para diferentes valoresden.| . . . . ... .. .. ... ... 24
[4.1  Montagem FExperimental.|. . . . . . . .. .. .00 26
[4.2  Microestera presa na pinca antes e depois de ser estabelecido um fluxo|. 28
[4.3  Configuracoes possiveis encontradas na amostra. . . . . . . . .. .. .. 30

se da pinca em relacao a posicao de equilibrio. . . . . . ... ... L. 31
[4.5  Geometria do experimento de estiramento da molécula de DNA| . . . . 32
[4.6  Curva tipica da componente x da forca x extensao da molécula de DNA| 33
[5.1 Desenho esquematico da 5-CD. A molécula possui diametro interno de |
~ 0.6 nm, diametro externo de ~ 1,5 nm e alturade ~ 0,8 nm. |. . .. 36
[5.2  Comprimento de persisténcia do complexo 5-CD—DNA em funcao do [
tempopara Cr=2mM.| . . ... ... 0 oo oo 39
[5.3  Comprimento de persisténcia do complexo 5-CD—DNA em funcao da [
concentracao de CD na amostra para varias moléculas.| . . . . . . . .. 40
[>.4  Comprimento de contorno do complexo 5-CD—DNA em funcao da con- [

centracao de CD na amostra.] . . . . . . . ... ... ... .. ... 41

vii



[>.5  Comprimento de persisténcia do complexo f-CD—DNA em funcao da [
concentracao de CD na amostra.. . . . . . . . ... ... ... 42
[5.6  Ajuste do inverso do comprimento de persisténcia em funcao da concen- |
tracao de CD em solucao.| . . . . . . .. ... ... 0L 43
5.7 Pontos: Inverso do comprimento de persisténcia do complexo CD—DNA |
em funcao da concentracao total de CD na amostra para o intervalo
0 < Cr <6 mM; linha solida: ajuste dos dados, Eq. [5.7 . . . . .. .. 45
[>.8 Inverso do comprimento de persisténcia em funcao da concentracao de [
CD 6 < Cr < 16 mM; pontos: dados experimentais; linha solida: ajuste |
dado pela kq. 5.7l | . . . . . oo 47
0.9  Estrutura da lisozimal . . . . . . . . . .. oo oo 48
[>.10 Comprimento de persisténcia do complexo LYZ— DNA em funcao da |
concentracao de LYZ na amostra.] . . . . . . . ... ... ... ... 50
[>.11 Comprimento de contorno do complexo LYZ — DNA em funcao da con- |
centracao de LYZ na amostra.] . . . . . . .. ... 0L, 51
[5.12 Sistema de referéncia usado no complexo LYZ —DNA.| . .. .. .. .. 52
[5.13 Ajuste do comprimento de persisténcia do complexo LYZ—DNA em |
funcao da concentracao total de LYZ na amostra.| . . . . .. ... ... 56

viii



LISTA DE TABELAS

[b.1 Resultado do ajuste apresentado na Figuralp.13{. . . . . . . . . . . .. 55

[5.2  Fracao de cargas neutralizadas.| . . . . ... ... ... 0. 56

1X



RESUMO

ALVES, Patricia S., Universidade Federal de Minas Gerais, Maio de 2016. Efeitos da
elasticidade e blindagem eletrostatica nas interagcoes DNA — ligantes
estudados via a técnica de pincamento 6ptico. Orientador: Oscar Nassif
de Mesquita. Coorientador: Mércio Santos Rocha.

Estudamos as mudancas nas propriedades mecanicas em dois diferentes tipos
de DNA-ligantes. Foram feitas medidas de estiramentos de moléculas tinicas usando a
técnica de pingamento 6ptico, no qual o comprimento de contorno e o comprimento de
persisténcia do complexo podem ser extraidos. O primeiro complexo estudado envolve
a interacao da [-ciclodextrina neutra com o DNA. A partir dos dados do comprimento
de persisténcia em funcao da concentracao deste fArmaco observamos um processo co-
operativo na interacao DNA-fS-ciclodextrina, determinando parametros fisico-quimicos
relevantes. Os resultados indicam que o balango de forcas atrativas e repulsivas é um
mediador da cooperatividade observada neste processo. Estudamos também a interagao
entre a proteina lisozima e a molécula de DNA realizando o mesmo tipo de estiramento
em diferentes concentracoes de sédio na solucao. Os resultados sugerem que o com-
portamento nao monotodnico observado do comprimento de persisténcia do complexo
lisozima-DNA neste caso se deve a competigao entre dois fatores: (a) o aumento do raio
efetivo do complexo que aumenta a rigidez do mesmo e (b) a diminui¢ao da densidade
de carga que diminui o comprimento de persisténcia do complexo lisozima-DNA. Além
disso, os resultados experimentais indicam uma mudanc¢a na conformagao da lisozima

ao longo da dupla hélice ao alteramos a concentragao de s6dio na amostra.



ABSTRACT

ALVES, Patricia S., Universidade Federal de Minas Gerais, May, 2016. The
effects of elaticity and eletrostatic screening in DN A-ligands interac-
tions studied with optical tweezers. Advisor: Oscar Nassif de Mesquita.
Co-Advisor: Marcio Santos Rocha.

We have studied the changes on the mechanical properties of two different types
of DNA-ligand complexes. Single molecule stretching experiments were performed by
using the optical tweezers technique, from which the contour and persistence lengths of
the complexes can be promptly extracted. The first DNA ligand studied was the neutral
pB-cyclodextrin. From the persistence length behavior as a function of the cyclodex-
trin concentration, we concluded that a cooperative process occurs for this interaction,
determining the relevant physicochemical parameters. The results indicate that the
balance between attractive and repulsive forces is a mediator for the cooperativity ob-
served in this process. We also studied the interaction between the protein lysozyme
and the DNA molecule performing the same type of stretching experiments at different
sodium concentrations in the buffer solution. The results suggest that the observed
non-monotonic behavior of the persistence length of the complexes in this case is due
to competition between two factors: (a) the increase of the effective diameter of the
DNA-lysozyme complexes, which increases its bending rigidity, and (b) the decrease of
the negative charge density of the phosphate backbone, which reduces the persistence
length. Furthermore, the experimental results indicate a change of the lysozyme con-
formation bound along the double-helix as we change the sodium concentration in the
buffer.

x1



Capitulo 1

Introducao

Os sistemas vivos sao exemplos fascinantes de como a matéria pode se organizar
em estados de alta complexidade. A descoberta da estrutura da dupla hélice do DNA
por Watson e Crick em 1953 [I] foi um estimulo para estudos referentes a estrutura e
a organizacao de sistemas biologicos. O grande desafio da fisica biologica é descrever
estes sistemas complexos por meio das leis fisicas. Para isso, abordagens experimentais
e tedricas se complementam a fim de ajudar na compreensao desses sistemas; por
exemplo, técnicas experimentais como difragdo de raios-X e microscopia eletronica
podem ser usadas para elucidar a estrutura de biomoléculas.

Alguns farmacos e proteinas sao capazes de interagir com o DNA, modificando
as propriedades mecanicas desta macromolécula. O estudo da interacao entre DNA
e ligantes é importante em diversas areas do conhecimento: fisica, quimica, biologia,
medicina, entre outras; contribuindo para a compreensao dos processos intracelulares
e para o tratamento de doencas. Desta forma, estas interagoes tém sido pesquisada
e revisada por varios autores [2, B]. Em tratamentos quimioterapicos, por exemplo,
detalhes da interacao entre DNA e farmacos sao de extrema importancia. Muitos far-
macos utilizados em quimioterapia apresentam efeitos sobre as fungoes de transcricao,
traducao e replicacao génica, por exemplo a daunomicina que intercala entre os pares
de base da molécula de DNA comprometendo suas funcoes vitais, levando a morte da
célula.

Neste trabalho abordamos as interacoes dos acidos nucleicos com alguns ligan-
tes. Estudamos o complexo formado entre o DNA e a [-ciclodextrina neutra e o
complexo formado entre o DNA e a lisozima. A ciclodextrina é um oligossacarideo e
¢ amplamente utilizada em produtos de consumo, como alimentos. A lisozima é uma
proteina globular com func¢ao antibacteriana encontrada em grande quantidade na clara

do ovo. Sao estudadas as mudancas nas propriedades mecanicas de moléculas tnicas



de DNA quando estas sao expostas a esses ligantes. A andlise dessas propriedades
mecanicas, comprimento de persisténcia e de contorno do complexo, é feita usando
o modelo Worm-Like Chain que descreve o comportamento de polimeros sob a agao
de forcas entropicas. Experimentalmente, prendemos uma das extremidades do DNA
na laminula e a outra em uma microesfera de poliestireno. Utilizando a pinca Optica
capturamos esta microesfera e estiramos a molécula medindo simultaneamente a forca
aplicada para este estiramento. Deste procedimento, obtemos uma curva da forca por
extensao da molécula da qual podemos extrair propriedades importantes como o com-
primento e a elasticidade da molécula. Este é um método poderoso que nos permite
obter informacoes de uma tinica molécula isolada, ao invés de médias sobre um sistema
composto por inimeras moléculas.

Conectamos a mudanca das propriedades mecanicas do DNA induzida pelos li-
gantes a informacoes fisico-quimicas da interacao. Conhecendo como o comprimento
de persisténcia varia em funcao da concentracao de ligantes na amostra obtemos pa-
rametros fisico-quimicos desta interagdo. A fim de estabelecer essa conexao entre a
mudanca de uma propriedade mecéanica e as informacoes fisico-quimicas, no capitulo
apresentamos uma breve revisao da técnica experimental usada para realizar as medi-
das das quais obtemos as propriedades mecanicas dos complexos, o pingamento 6ptico.
No capitulo |3 descrevemos aspectos biolégicos e fisicos da molécula de DNA, além de
uma revisao do modelo Worm-Like Chain que usamos para descrever a molécula de
DNA e o complexo DNA-ligante mecanicamente. Ainda no capitulo [3} h4 uma revisao
do modelo de Hill que usamos para extrair informacoes fisico-quimicas das interagoes
DNA-ligantes.

As técnicas experimentais como o preparo das amostras, a configuragdo da mon-
tagem e o procedimento para o estiramento da molécula de DNA sao descritos no capi-
tulo[d] Os resultados sao analisados e discutidos no capitulo [5] Por fim, apresentamos

as conclusoes deste trabalho no capitulo [6]



Capitulo 2
Pincas Opticas

Neste capitulo, apresentamos o principio de funcionamento e uma breve revisao
das principais teorias de pinca Optica que foi a técnica experimental que utilizamos

para fazer os estiramentos dos complexos DNA— ligantes.

2.1 Funcionamento de uma Pinca Optica

A ideia de que a luz transporta momento e portanto é capaz de exercer forcas
sobre os objetos foi confirmada teoricamente pelo fisico escocés James Clerk Maxwell no
século XIX. No entanto, até metade do século XX esta teoria nao havia sido verificada
experimentalmente. Uma das razoes desta dificuldade experimental é pelo fato da
pressao de radiacao ser pequena. Apenas no fim da década de 60, com o laser, tornou-
se possivel o estudo da pressao de radiacao através do uso de um feixe de luz intenso
e colimado.

Em 1969, Ashkin propos um experimento para estudar o movimento de micro-
esferas sob a acdo da pressao de radiacao [4, 5] [6]. No experimento, incidia-se um laser
em microesferas de poliestireno situadas em solucao aquosa e media-se as velocida-
des destas esferas. Foram observadas velocidades proximas das que foram estimadas
e além disso, um outro fenomeno nao esperado: as esferas eram guiadas para a regiao
central do feixe do laser, regiao cuja intensidade do laser é maior no modo TEMg em
que foi realizado o experimento. A pinca Optica surgiu quando, nesse experimento, o
laser foi fortemente focalizado com uma objetiva. Nesta situacao, foi observado que as
microesferas ficavam presas na regiao proxima ao foco da lente.

Uma pincga optica consiste basicamente em um feixe de laser bem focalizado
por meio de uma objetiva. Como veremos, sob certas condigoes, este feixe é capaz de

aprisionar objetos da ordem de micrometros na regiao proxima do foco desta lente.
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Podemos entender qualitativamente o confinamento de uma esfera sob acao da
pinca usando a o6ptica geométrica. A Figura mostra um esquema das forcas que
atuam na microesfera quando incidimos sobre a mesma um laser bem focalizado, nas
regioes antes e depois do foco, devido aos raios refratados. O raio (1) que incide
na esfera inferior é desviado da sua trajetoria original e para que haja conservacgao
do momento linear do sistema isolado, composto pela esfera e pela luz, havera uma
variacao do momento da esfera de mesmo modulo e sentido contrario & variacao de
momento do raio. Desta variacdo de momento uma forca ?1 atua na microesfera
como representado na figura. O mesmo acontece com o raio (2). Observe que foi
representado o perfil de intensidade gaussiano do laser e desta forma um raio oriundo
da regiao central do feixe possui maior intensidade do que um raio que parte das
extremidades. Assim o modulo da forga ?1 é maior do que o da forca ?2 e a forca
resultante desloca a microesfera para a regiao do foco. Apods passar pelo foco da
lente, os raios refratados causam uma forga resultante na esfera que aponta para baixo,
novamente para a regiao do foco. Dessa forma, o efeito da refracao é deslocar o centro

da esfera para o foco da lente. Essa forca é conhecida como forca de gradiente.

Figura 2.1: Esquema de forcas na microesfera devido aos raios refratados.

Observe que na Figura [2.1] representamos os raios refratados para uma micro-

esfera com indice de refracao maior que o do meio que a envolve. Isto é fundamental
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para que ocorra o pincamento 6ptico; pela conservacao do momento linear, podemos
perceber que se o indice de refracao da esfera fosse menor que o do meio, a esfera nao

ficaria confinada.

Além das forcas provenientes dos raios refratados, atuam na microesfera forcas
devido aos raios refletidos. A Figura mostra alguns raios incidentes e refletidos
na superficie de uma esfera dielétrica. As reflexdes causam na microesfera uma forca
resultante que tende a desloca-la no sentido de propagacao do feixe, o que é conhecido
como pressao de radiacao. Desta forma, a pressao de radiacao atrapalha o pingcamento;
além da reflexao na superficie, um fenémeno que contribui para a pressao de radiagao
é a possivel absorcao da luz pela microesfera. Minimizamos esta absorcao trabalhando

com microesferas dielétricas.

- —

Figura 2.2: Esquema de forcas na microesfera devido aos raios refletidos.

O confinamento da microesfera em uma regiao préoxima ao foco da objetiva é
feito usando uma objetiva de abertura numérica grande, que possibilita iluminar a
amostra com raios mais angulados. Assim, a pressao de radiacao e a forca de gradiente
aumentam, mas a forca de gradiente aumenta mais do que a pressao de radiacao e por

isso 0 pingamento acontece.
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2.2 Teorias de Pincas Opticas

Nesta secao apresentamos uma breve revisao das principais teorias de pincas

Opticas.

2.2.1 Teoria de Optica Geométrica

A teoria de oOptica geométrica é adequada para o estudo de microesferas de
tamanho muito maior que o comprimento de onda da luz incidente. Sendo a o raio
da microesfera, a >> A. Nesse limite, podemos calcular a forca sobre a microesfera
exercida pelo feixe de luz integrando a for¢a exercida por um tunico raio ao longo do
feixe. Ashkin e Roosen foram os primeiros que calcularam a forca de uma pinca optica
no regime da Optica geométrica [7, 8]. A partir desta for¢a, podemos determinar a
constante de forca da pinca 6ptica em uma certa direcao tomando a derivada parcial

da componente da forca nesta direcao em relacao a posicao, na posicao de equilibrio

ky=— (aa];"”) K (2.1)

Teq

da pinga Optica:

sendo T, a posicao de equilibrio da microesfera na pinca. Na Ref. [9] calculamos a

forca e a constante de forca da pinca optica de forma analitica.

2.2.2 Teoria de Rayleigh

A teoria de Rayleigh é apropriada para microesferas que possuem um raio muito

menor que o comprimento de onda do laser, valida para:
2kgalp, — 1) << 1, (2.2)

sendo ky, o vetor de onda no meio onde estao as microesferas, a o raio da esfera e pu, o
indice de refragao relativo, i, = Nesfera/Mmeio (Mesfera € Mmeio 30 0s indices de refra¢do da
esfera e do meio respectivamente) |10, [11]. Nesse limite, podemos aproximar a esfera
por um dipolo induzido em um campo elétrico aproximadamente uniforme [12] T3].
Como o comprimento de onda é muito grande comparado ao raio da esfera, podemos
considerar que a variacao espacial do campo elétrico é muito pequena nas proximidades
da esfera. Nestas condigoes, o problema é de uma esfera dielétrica em um campo
uniforme. A solucao deste problema é bem conhecida e pode ser encontrada na Ref.

[14]. Na regido externa a esfera, o potencial elétrico em coordenadas esféricas é:
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K-1\a*
0(0,r) = —Ercosf + (K—H) ﬁE cos ¢ (2.3)

com K = €/ey, sendo € e €, as permissividades elétrica do material da esfera e do
meio, respectivamente; F é o campo uniforme na auséncia da esfera.
Podemos identificar o momento de dipolo induzido na esfera como o termo que

acompanha a razao Ciie, que caracteriza um dipolo elétrico. Desta forma:

K—1
- = 3 9.4
P K+2a ' (24)

A energia potencial elétrica do dipolo no campo elétrico uniforme é U = —?ﬁ

Entao, a forca sobre a esfera é menos o gradiente desta energia:
F=V(7.E). (2.5)

Fazendo este produto escalar e usando a Eq. obtemos a constante de forca da pinca

Optica sobre a microesfera:

K—1 ,(0E?
k, = Kia” (891;2 ); . (2.6)

Teq

Observe que a constante de forca é proporcional ao Laplaciano da intensidade do campo,
visto que I o< £2. Assim, a forca é proporcional ao gradiente da intensidade do campo,
o que explica o pincamento: a forca que atua sobre a microesfera esta direcionada para
o ponto de maior intensidade do campo, o foco. A aproximacao de campo uniforme é
usada apenas para determinar o momento de dipolo induzido na microesfera. Estrita-
mente, o campo elétrico nao pode ser invariavel espacialmente. Tal fato, resultaria em

um valor nulo para a derivada parcial da Eq. [2.6]

2.2.3 Teoria MDSA

As teorias de 6ptica geométrica e Rayleigh funcionam apenas em alguns limites:
a primeira para microesferas muito grandes, a >> A e a segunda para microesferas
pequenas, a << A. Uma teoria completa para o estudo da constante de forca para
microesferas em qualquer faixa de tamanho foi proposta por Mazolli, Maia Neto e
Nussenzveig [15] [16], a teoria MDSA. Esses autores calcularam as forcas axial e trans-
versa que atuam em uma microesfera de raio e indice de refracao arbitrarios devido
a pinca o6ptica. O calculo é baseado na representacdo de Debye para o feixe de laser

focalizado além da objetiva e na teoria de espalhamento de Mie para a interacao do
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feixe com a microesfera.

Nesta teoria, as grandezas utilizadas nos calculos sao medidas de forma indepen-
dente, nao ha parametros ajustaveis. Posteriormente, foram incluidas outras aberragoes
Opticas na teoria, em especial o astigmatismo [17].

Atualmente, a teoria MDSA de pincas Opticas é a mais realista e mais geral,
pode ser utilizada para microesferas de qualquer tamanho. Vale ressaltar que esta
teoria se reduz a teoria da Optica geométrica para microesferas grandes (a >> ) e a

teoria de Rayleigh para microesferas pequenas (a << \).

2.3 Pinca Optica aplicada em sistemas biolégicos

Atualmente, manipular sistemas biologicos é uma das importantes aplicacoes da
pinca optica. O uso desta técnica em sistemas biolégicos iniciou-se em 1987 em um
experimento com o virus do mosaico do tabaco, um virus aproximadamente cilindrico
cujas dimensdes sao: 200 A de diametro e 3200 A de comprimento [I8]. Neste trabalho
Ashkin e colaboradores verificaram via espalhamento de luz que nao apenas o virus era
capturado pela pinca como também as flutuagoes caracteristicas da rotacao deste virus
eram bastante reduzidas; indicando o alinhamento angular do virus dentro do poco
de potencial. Devido a contaminacao por bactérias nas amostras desse virus, Ashkin
percebeu que as bactérias também eram pincadas e pouco depois morriam. Por meio
de uma escolha apropriada do comprimento de onda, observaram que os danos aos
sistemas biolégicos poderiam ser minimizados. Mudaram o laser de argénio, A = 515
nm, que usavam e utilizando um laser de itrio-aluminio infravermelho, A = 1064 nm,
perceberam que esses danos diminuiam. Assim, conseguiram capturar e isolar por
horas a bactéria E. Coli. [19]. Desde entao, esta técnica tem sido usada no estudo de
varios sistemas biologicos.

Como a forga envolvida no pincamento 6ptico é da ordem de piconewtons, da
mesma magnitude da forca para estirar uma macromolécula, como o DNA, a pinca 6p-
tica pode ser usada como um sensor de forca para o estudo das propriedades mecanicas

desta macromolécula, como realizado neste trabalho.



Capitulo 3

A molécula de DNA

O 4cido desoxiribonucleico, o DNA, é responsavel por armazenar a informacao
genética dos seres vivos. Em 1953, o modelo estrutural da molécula foi proposto por
Watson e Crick, o que lhes renderam o Prémio Nobel de Medicina no ano de 1962.
Além de sugerir que a informacao genética de cada ser vivo estava armazenada na
sequéncia das bases que compoe a molécula de DNA, este modelo concordava com as
medidas de raio X feitas na mesma época por Rosalind Franklin [20]. Utilizado nos
dias atuais, este modelo estrutural é conhecido como modelo de dupla hélice.

Para armazenar a informacao genética de um ser vivo, a molécula de DNA pre-
cisa ser grande. Para um ser humano, por exemplo, o tamanho desta molécula é da
ordem de metro. O didmetro das células do corpo humano é da ordem de micréometros
e tem uma copia desta informacao. Entao, como é possivel colocar nestas células uma
molécula cujo comprimento é cerca de seis ordens de grandeza maior que o diametro
da célula? Para isso, esta molécula precisa ser bastante empacotada. As proprieda-
des mecanicas da molécula de DNA contribuem para este empacotamento; in vivo,
este processo ocorre devido a interagoes com ligantes, especialmente com as proteinas

histonas.

3.1 Aspectos biolégicos da molécula de DNA

3.1.1 Estrutura da molécula

O DNA ¢ fomado pela juncao de dois polimeros lineares, conhecidos como fita
do DNA, que possuem como monoémeros quatro nucleotideos: adenina (A), guanina
(G), timina (T) e citosina (C). Cada nucleotideo é composto por um grupo fosfato

(POy); um acucar do tipo pentose, a desoxirribose e uma base nitrogenada, Figura

9
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Esta é a parte que difere os nucleotideos entre si. A adenina e a guanina sao
similares em estrutura quimica, sendo chamadas de purinas. Pelo mesmo motivo, a
timina e a citosina sdo chamadas de pirimidinas. Como mostrado na Figura [3.2] os
nucleotideos de uma fita do DNA tém a mesma orientacao relativa, sendo a orientacao
de uma fita oposta a da outra. Assim, podemos especificar a molécula em uma direcao
definida. A sequéncia das bases determina a estrutura primaria do DNA e ¢é tunica
para cada organismo. A conexao entre as duas fitas do DNA é denominada estrutura

secundaria da molécula, proposta por Watson e Crick [I.

NH:2

Base Nitrogenada

NZ N
Grupo Fosfato >

|
O:|ID—O—CH2 O
O- H H
H

Acucar

OH H

Figura 3.1: Estrutura dos nucleotideos: um grupo fosfato, um agiicar e uma base nitroge-
nada. Nesta figura a base nitrogenada representada é a adenina.

As fitas enrolam-se ao redor de um eixo comum formando uma estrutura de
dupla hélice. A distancia entre as bases adjacentes ao longo deste eixo de rotacao é de
0,34 nm e o angulo de rotagao entre estas bases é de 36°. As bases ficam dentro da
estrutura da dupla hélice formada pelos fosfatos e pelos agiicares. Quando o polimero
estd imerso em solucao fisioldgica, cada grupo fosfato adquire carga —1, o que confere
a molecula de DNA um carater predominantemente negativo.

Em uma fita, os nucleotideos sao ligados por ligacoes fosfodiéster estabelecidas
entre a hidroxila (OH™) ligada ao carbono 3" da pentose e o fosfato do nucleotideo
adjacente. As duas fitas sao unidas por pontes de hidrogénio[] entre as bases, assumindo
uma forma helicoidal. As pontes de hidrogénio formam-se sempre entre uma purina
e uma pirimidina, sendo que G pareia-se com C por trés ponte de hidrogénio e A

pareia-se com T por duas pontes de hidrogénio, Figura |3.2

!Uma ligacdo relativamente fraca; em termos de energia de ligacdo, uma ponte de hidrogénio possui
entre 1 a 10 KJ/mol e uma ligacdo covalente possui entre 100 a 1000 kJ/mol.
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As bases possuem dois tamanhos: as pirimidinas sdo menores, com apenas um
anél aromético e as purinas que sao maiores, com dois anéis. Nao obstante, os pares
AT e CG sao altamente isostéricos, tém o mesmo tamanho. Como ambos os pares
tém a mesma dimensao, a dupla hélice apresenta um diametro uniforme ao longo da
sua extensao. A razao molar entre A e T é igual a 1, o mesmo acontece para as
concentracoes de C e G. Entretanto, a quantidade molar de AT e de CG varia de
acordo com a sequéncia de DNA analisada. Este tipo de estrutura é fundamental para

replicacao da molécula de DNA, visto que cada base especifica sua base complementar.
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Figura 3.2: Desenho esquematico da estrutura secundaria helicoidal do DNA, com o parea-
mento das bases nitrogenadas e as pontes de hidrogénio.

Vérias forcas agem em conjunto para estabilizar a estrutura da dupla-hélice do
DNA. Essas forcas devem ser fortes o suficiente para manter a integridade da macro-
molécula, mas devem permitir uma flexibilidade conformacional que é essencial para a
atividade da mesma. Efeitos hidrofébicos estabilizam o pareamento, ou seja, os anéis
puricos e pirimidicos das bases sao forcados para o interior da dupla-hélice por coesao
das moléculas internas de dgua. Por outro lado, os sitios hidrofilicos das bases ficam
expostos aos solventes do meio, através das cavidades da dupla-hélice. Assim, molé-
culas que interagem com sequéncias especificas de base, em geral proteinas, podem

identificar estas sequéncias sem romper a estrutura da dupla-hélice.
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3.1.2 Desnaturacao e renaturacao

A desnaturacdo e a renaturacdo sao processos fundamentais na replicacao da
molécula de DNA. Desnaturacdo e renaturacao sao sinonimos de fusao e reanelamento,
respectivamente. A desnaturacao ocorre com o rompimento das pontes de hidrogénio
entre as bases, separando as duas fitas. A renaturacao é o processo inverso. Durante
a desnaturacao a estrutura da dupla fita se abre e cada fita funciona como um molde
para gerar dois novos DNAs idénticos, em decorréncia do pareamento restrito das
bases. Assim, cada uma das moléculas novas tem uma fita da molécula original e uma
fita nova, sintetizada a partir dos nucleotideos presentes na célula e determinada pelo
mapeamento das bases. Em funcao desta caracteristica, a replicacao do DNA ¢é dita
semiconservativa. A desnaturacao do DNA pode ser provocada por diversos fatores,
como o aumento da temperatura, a titulacao com acidos e o estiramento da molécula

de DNA na presenca de farmacos intercalantes [21].

Uma das maneiras de se medir a desnaturacao do DNA é por meio da variagao
da absorbancia da luz ultravioleta pela molécula. Como as bases nitrogenadas sao as
principais responsaveis pela absorcao, que ¢ maxima para A = 260 nm, quando as fitas
da dupla hélice estao completamente separadas, a absorcao é aproximadamente 37%

maior do que aquela obtida para o DNA em sua forma nativa.

3.1.3 Tipos de DNA

O DNA pode assumir diferentes conformacoes dependendo das bases que o com-
poem e do meio em que se encontra. Em condicdes fisiologicas, encontramos DNAs dos
tipos: A, B e Z. O tipo mais comum, usado também em nossos experimentos, é o B.
Na forma B, a dupla hélice do DNA gira no sentido horério. A distancia média entre
dois pares de base adjacentes é 0,34 nm e a cada 10,4 pares de base a hélice completa
uma volta. O didmetro médio da hélice é de 2,37 nm e o angulo médio de rotagao entre

dois nucleotideos consecutivos é de 34,6°.

A forma A é mais curta e mais larga em relacao a forma B. Esta possui uma
distancia média de 0,26 nm por par de bases e um diametro médio de 2,55 nm. A
forma Z é mais longa e fina em relacao a forma B, com a distancia média entre os pares
de bases de 0,46 nm e um didmetro médio de 1,84 nm. A Figura apresenta um

desenho esquematico da comparacao desses trés tipos de DNA.
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CM CM

B-DNA A-DNA

Figura 3.3: Diferentes tipos de DNA encontrados em condicGes fisiologicas: B, A e Z res-
pectivamente. Para cada tipo de DNA observamos tamanhos diferentes de cavidades entre as
duas hélices. Na figura Cm representa a cavidade menor e CM a cavidade maior.

3.1.4 O DNA do fago )\

Em nossos experimentos usamos o DNA do fago A, um virus que infecta a
bactéria F. coli. Este DNA é muito usado em experimentos de estiramento devido ao
seu tamanho. Uma molécula de A-DNA possui aproximadamente 48500 pares de base,

o que resulta em um comprimento de contorno médio de 16,5 pm.

3.2 O DNA como um polimero

Um polimero é formado por um ntmero grande de unidades fundamentais, os
monodmeros. Podemos estudar o comportamento da molécula de DNA sob a perspectiva
da dinamica de polimeros, utilizando o modelo Worm-Like Chain (WLC) que é bastante
utilizado em andlises de experimentos de estiramento da molécula DNA |3 22| 23]
24]. Neste modelo, consideramos o polimero como uma sequéncia de hastes de mesmo
comprimento conectadas por vértices que permitem a rotacao dessas hastes. Seja 6;
o angulo entre duas hastes consecutivas; o modelo WLC ¢ construido considerando a
energia de curvatura harménica em funcio do angulo 6;, E(6;) x 6. A energia de
curvatura da cadeia polimérica é obtida no limite continuo ao fazermos o comprimento
dessas hastes tender a zero. Assim,

Kt

Lc
E=—= [ |C)ds (3.1)
2 0
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sendo C' a curvatura de cada segmento, L. o comprimento de contorno do polimero e
k¢ a rigidez flexural da haste que esta relacionada diretamente com o comprimento de

persisténcia do polimero:

A= ﬁ:‘if (32)

em que 3 = 1/kgT, kg a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta. A Figura
mostra o vetor posicao, 7(s), que localiza um ponto arbitrario ao longo da curva e

o vetor unitario tangente f(s) a trajetoria em cada ponto, ambos parametrizados pelo

comprimento s. Dai, (s) = g—: e a curvatura, C', é dada por:
o0*r ot
0s? 0s

t(s)

i t(s)
r(s)

F(s)

Ag,

v

y4

Figura 3.4: Variagdo do vetor posi¢do e do vetor unitario tangente a uma curva arbitréaria
parametrizados pelo comprimento s.

Comprimento de Persisténcia

Da Eq. vemos que para uma dada temperatura, A é proporcional a ri-
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gidez flexural x; e para uma dada rigidez flexural, A é inversamente proporcional &
temperatura 7. Assim, A nos fornece uma ideia imediata da rigidez do polimero.
Quanto maior o valor de A mais rigido é o polimero, apresentando poucas dobras; e
quanto menor o valor de A, mais flexivel é o polimero, apresentando muitas dobras.
Fisicamente, o comprimento de persisténcia A é a distancia caracteristica ao longo do
polimero em que a autocorrelacao espacial entre os vetores tangentes ao polimero vai a
zero, ({(s).t(s')) = 0. Para a molécula de DNA, dois fatores compdem o comprimento
de persisténcia: um relacionado a estrutura, a composi¢ao, da molécula e o outro fator
de caracter eletrostatico, devido a distribui¢ao de cargas negativas ao longo da dupla
hélice [25].

Podemos avaliar as flutuacoes de curvatura de um polimero considerando 6 o
angulo entre #(s) e (s"), Figura[3.4 Este angulo varia conforme o polimero adquire
novas configuragoes e para caracteriza-las, podemos calcular o valor médio (6%). Para
um circulo de raio R, # é o angulo subentendido pelo arco de comprimento s. Assim,
a energia de curvatura do arco,

KeS k6?

Earco = R 5 — 95 . (34)

Usando a distribuigao de Boltzmann, podemos calcular o desvio quadratico médio (62):

o J 0% exp(—pE)dQ
(0%) = [ exp(—BE)dQ

em que df) é o elemento de angulo so6lido da integracao, d2 = senfdfd¢. Para pequenas

(3.5)

curvaturas, podemos considerar senf ~ 0 e F ~ FE,.,. Uma mudanca de variavel,

12 = [E,0, torna essas integrais guassianas e o resultado final é:

2s _25

(0%) = G A (3.6)

Considere a funcio autocorrelacdo espacial entre os vetores tangentes £(s) e £(s),

~

<t(s).f(s/)> = (cosf). (3.7)

Para pequenas flutuagoes, 6 é pequeno e podemos fazer uma aproximagao em primeira

. 2 .
ordem considerando cosf ~ 1 — %. Assim,

@@ﬂ5»g1_g?:1—%, (3.8)
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que é a expansao em primeira ordem da funcao exponencial. Considerando os demais

termos:

<£(s).£(s’>> — exp (_75) (3.9)

que mostra que o comprimento de persisténcia é o comprimento de correlacao da cadeia
polimérica, sendo uma medida do alcance das perturbacgoes locais na conformacao da

molécula.

2
ee

Usando a Eq. podemos estimar a distancia quadratica média (rZ ) entre as
extremidades do polimero em termos do comprimento de persisténcia e do comprimento
de contorno nos limites em que este ¢ muito flexivel e muito rigido. No limite flexivel,
para L >> A, temos que

<7’§e> = 2AL;

para o limite muito rigido, L << A:

Este célculo é apresentado no Apéndice . Vemos que para o limite flexivel, (r2)

depende dos comprimentos de contorno e de persisténcia. Para o limite rigido, (rZ)
depende predominantemente do comprimento de contorno, como esperado, visto que

neste limite o polimero assemelha-se a uma haste rigida.

3.2.1 Modelo Worm-Like Chain (WLC)

Um polimero semi-flexivel ao ser colocado em uma solugao aquosa adquire di-
ferentes configuragoes até atingir o estado de equilibrio termodinamico com o meio.
Tais configuracoes dependem dos choques das moléculas constituintes do meio aquoso
e da interacao de partes diferentes do polimero. Estas interagoes do polimero com o
meio e entre si podem fazer com que as extremidades do polimero se aproximem ou
se afastem, dependendo da configuracao inicial da molécula. Para temperatura muito
baixa, T — 0, a curvatura do polimero tende a zero e o raio do polimero tende a
infinito. Neste caso, o polimero se comporta como uma haste rigida, com comprimento
de persisténcia tendendo a infinito, Eq. Quando a temperatura aumenta, o poli-
mero adquire mais dobras e desta forma aumenta o ntimero de configuragoes possiveis
para o sistema. Visto que a entropia é proporcional ao logaritmo do nimero dessas

configuragoes [26],
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S =kglnQ (3.10)

em que {2 é o nimero de configuracoes possiveis para o polimero; a entropia do sistema

também aumenta.

A partir do equilibrio termodinamico do polimero com o meio, para estird-lo é
necessaria uma forca aplicada nas extremidades do polimero no sentido de afasta-las.
Neste trabalho, estiramos moléculas tinicas de DNA usando forcas da ordem de poucos
piconewtons, < 5 pN. Essas forcas estao no regime entropico, em que a forca é capaz
apenas de estirar o polimero e nao de deforma-lo, danificando as liga¢oes quimicas [27].
Neste regime, a elasticidade do polimero é chamada elasticidade entropica. O DNA
encontra-se em regime entalpico tipicamente para forcas entre 10 pN até aproximada-
mente 70 pN. Estas forcas causam uma deformacao na estrutura da molécula e sao

chamadas forcas entélpicas.

Marko e Siggia, em 1994, mostraram que o estiramento de uma molécula de
DNA submetida a forcas entropicas pode ser descrito pelo modelo Worm-Like Chain
(WLC) |22 28], que fornece uma 6tima descrigdo da elasticidade entropica do DNA
ao ser estirado [29]. Este modelo trata o DNA como um polimero semi-flexivel que é
submetido a deformacoes suaves devido as flutuacoes térmicas. Microscopicamente, o
modelo assume uma energia de curvatura harmoénica para cada segmento da molécula.
Assim, quando a molécula de DNA ¢é submetida a uma forca em uma das extremidades,
cada segmento é sujeito a uma forca elastica restauradora proporcional & quantidade

que a molécula esta dobrada [30].

No regime entropico, o modelo WLC descreve o comportamento elastico do
DNA para pequenos estiramentos: proximo & conformacao de equilibrio; e para longos
estiramentos, em que o polimero se encontra proximo & conformacao retilinea. Em
seguida, deduzimos este modelo em cada um destes limites e finalmente encontramos

a equagcao valida para qualquer estiramento.

Estiramentos préximo & conformacao de equilibrio

Para estiramentos proximo a conformacao de equilibrio, a forca aplicada e o
estiramento resultante sao pequenos. Assim, podemos aproximar a forca pela Lei de
Hooke:
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F=—kz (3.11)

em que z é o estiramento da molécula. Como o estiramento resultante é pequeno,
podemos aproximé-lo pela distancia quadratica média entre as duas extremidades do
DNA, z = \/@ Como mostramos no Apéndice , para o caso de polimeros flexiveis,
L >> A, temos que: (rq?) = 2AL. Desta forma,

2~ V2AL. (3.12)

Assim, usando o principio da equiparticdo da energia para a energia potencial

elastica associada ao estiramento da molécula:

1 n
—kz? = —kgT 1

sendo n o namero de graus de liberdade do sistema, neste caso, n = 3, referente aos
possiveis movimentos de translagao. Desta equacao e da Eq. [3.12] determinamos a

constante de mola k£ em fun¢ao do comprimento de persisténcia e de contorno do DNA:

_ 3kgT

= 3.14
2AL ( )
e a forca aproximada neste regime:
3l€BT z
F=_ Z. 1
24 L (3.15)

Estiramentos longe da conformacao de equilibrio

Para estiramentos deste tipo, a molécula de DNA esta muito esticada e podemos
escrever a energia do DNA como a energia de curvatura, Eq. descontando o
trabalho realizado pela forca externa para manter a molécula nesta configuracao:

Kf Le
EWLC = 3 |C|2d8 — Fz (316)
0
sendo a forca F' um multiplicador de Lagrange para manter a extensao z fixa, o vinculo
existente entre as extremidades do polimero; lembrando que C' é a curvatura, Eq.

Como a molécula estd muito esticada e o eixo-z estd ao longo da molécula, z ~ L e o
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vetor ¢ é praticamente paralelo a curva que descreve a conformagao da molécula, 7(s)
(Figura [3.4). Assim, a componente ¢, ¢ muito maior que t, e t,. Decompondo o vetor

t:
=12 +t,0+1.2

e para o mo6dulo quadratico,
212 2 2 2 2 2
" = [tal” + [t " + [t]7 = [t + [t = 1.

em que |t, > = |t,|* + |t,|°. Assim, |t.| = \/1—|t.|* e como |t,| << 1, podemos fazer

a aproximacao em primeira ordem,

t1)?

|tz| =1-
2

(3.17)

~

Uma vez que o vetor ¢t é praticamente paralelo a curva de conformacao da

molécula, podemos escrever z = fOL |t.| ds. Substituindo estas aproximacoes na Eq.

. 10k

1 Lot | Lo,
EWLC:§]‘CBTA/ _3 dS—F/ 1—%3
0 0
1 L vei 2 F o,
— kT | | A|ZE] + 2t | ds — FL 3.18
QB/O 9s | T |48 (3.18)

e como t, é aproximadamente constante ao longo da molécula, usamos que 0t/ds =
Ot, /ds. Usando a tranformada de Fourrier £, (q) = [ €t (s)ds, podemos decompor

esta energia em modos normais:

1 1 F .-
Ewre = §kBT/ o {qu + kB_T] ‘M(Q)qu — FL. (3.19)

A partir da Eq. calculamos o valor médio de |t L|2. Este calculo e os detalhes para
obtermos a Eq. sao apresentados no Apéndice [B| e o resultado para <\tL\2> é:

(t. ) = ,/];]?—j. (3.20)

Entdo, para estiramentos longe da conformagao de equilibrio z/L = |t,| e usando as

equacoes Eq. e Eq)3.20| temos que:
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V4 1 ]{ZBT
T=1-0\ =1 (3.21)

Assim, isolando a for¢a F' obtemos a relacao para o regime de longos estiramentos:

F = ikf {(1 —i/L)?] . (3.22)

Estiramentos arbitrarios

Marko e Siggia acrescentaram dois termos de correcao a Fq. para valida-la
em estiramentos arbitrarios. Estes termos sao insignificantes para estiramentos longe da
conformacao de equilibrio, z ~ L, mas quando inseridos na equagao podemos recuperar
a forma correta para estiramentos proximo a conformacao de equilibrio, Eq.
expandindo em primeira ordem a expressao para a forca. A correcao consiste em
somar z/L — 1/4 dentro do colchete da Eq. [28]. Assim, obtemos a expressao de

Marko e Siggia para a forca entrépica aplicada a um DNA:

Ja - =
AT Ta0—z1p 1

(3.23)

Ainda que valida para quaisquer estiramentos no regime entropico, a Eq.
¢ uma expressao aproximada e diverge para z = L; o limite de validade desta equacao
é até cerca de z ~ 0,95L [28]. Além disso, vale ressaltar que a Eq. é valida
apenas no regime entrépico, cujas forcas aplicadas nao sao suficientes para deformar

as ligacoes quimicas entre os nucleotideos.

3.3 Complexos DNA-ligantes

As interagoes DNA-ligantes tém sido amplamente estudadas ao longo dos 1l-
timos anos. Uma das motivagoes para caracterizar e descrever estas interacoes ¢ que
varios destes compostos sao utilizados no tratamento de cancer. Alguns fArmacos como
os antibiéticos antraciclinicos e compostos a base de platina exibem alta afinidade para
interagirem com o DNA de células cancerosas. Ao ligarem no DNA| estes farmacos po-
dem inibir o processo de replicagao, impedindo o crescimento do tumor [3, 31]. Nesses
estudos, informacoes mecanicas e fisico-quimicas do complexo DNA-ligante sao impor-

tantes para entender alguns processos que o envolvem, além de possibilitar o desenvol-
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vimento de novos farmacos. Podemos extrair as infomagoes mecanicas do complexo por
meio de experimentos de estiramentos de moléculas tnicas de DNA, como discutido
no Capitulo 4l A parte fisico-quimica do complexo DNA-ligante envolve o equilibrio
quimico e a cinética da interacao. O equilibrio quimico, em um sistema composto
por DNA e ligantes, é atingido quando o ntimero de ligantes em solugao é constante no
tempo. Sendo que no inicio, temos DNA e ligantes em solucao, com o tempo formam-se
complexos DNA-ligantes e o nimero dos ligantes livres em solucao varia até o equilibrio
quimico ser estabelecido. A cinética da interagdo descreve as mudancas que ocorrem

entre o estado inicial e o estado final de equilibrio.

3.3.1 O modelo de Hill

A interacao entre moléculas de DNA e alguns famacos pode ser descrita pelo
modelo de Hill. Derivada empiricamente por Archibald Hill em 1910 [32], a equagao
de Hill descreve o carater sigmoéide da curva de ligacao das moléculas de oxigénio a
hemoglobina. Respostas sigméides sao frequentes em interagoes que envolvem recep-
tores multiméricos, compostos pela repeticao de subunidades. Neste tipo de interacao,
a afinidade de ligacao dos sitios pode ser afetada quando um sitio é ocupado por um
ligante, caracterizando uma cooperatividade. Quando um ligante aumenta a afinidade
da ligacao dos ligantes subsequentes, ha uma cooperatividade positiva; se o ligante
diminui a afinidade da ligacao dos ligantes subsequentes, temos uma cooperatividade
negativa. Dizemos que nao ha cooperatividade quando um ligante nao afeta a afinidade
de ligacao dos préximos ligantes.

Suponha a reacao quimica:
R+L=5C, (3.24)

a constante de associacao, K,, é dada pela razao entre a concentragao do produto e o

produto das concentragoes dos reagentes:

Ko= o (3.25)

Ky=+12 (3.26)

Nessas equagoes, os simbolos | | representam as concentragoes molares (1 M = 1 mol
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L~1) de receptores, ligantes e produtos. Observe que a unidade de K, é M~! e de K4
é M.

Para a equagao de Hill consideramos a interacao entre um receptor multimérico
(R) de n subunidades, com um sitio por subunidade, e ligantes (L). Neste modelo,
assume-se uma aproximacao tipo campo médio, de modo que: quando o primeiro ligante
se liga a um sitio do receptor, a afinidade de ligagao dos sitios restantes muda e todos

os ligantes remanescentes se ligam simultaneamente. Representamos esta equacao por:

R+nL=C. (3.27)

No equilibrio quimico,

(3.28)

sendo Ko a constante de ligacao aparente. A concentracao total de receptores é dada
pela soma das concentragoes dos receptores livres e dos receptores ligados, [Rr] =

[R] + [C]. Assim, a razdo entre as concentragoes dos receptores ligados e totais:

I N
Rl +[C] 1+ Kal[L]"

THII = (3.29)
[

que ¢é a equacao de Hill, n é conhecido como expoente de Hill e indica a cooperatividade

do processo:

(i) para n < 1, tem-se uma cooperatividade negativa;

(ii) para n = 1 nao ha cooperatividade;

(iii) para n > 1, tem-se uma cooperatividade positiva.

Além disso, o expoente de Hill indica o nimero minimo de ligantes cooperativos envol-

vidos na interacao.

Se cada ligante que se liga ao receptor possuir a mesma constante de associagao,
K,, entao: Ky = K," e a Eq. se torna:

o ke (&)
R[0T R0 ()" (3.30)

THil = [

Podemos adaptar esta notagao para o caso especifico da interacao DNA-ligante.
Seja [L] = Cf a concentragao de ligantes livres na solugao e [C] = C}, a concentracao dos
ligantes ligados ao DNA. Primeiramente, vamos supor que cada ligante ocupa apenas
um par de bases do DNA quando ligado. Assim, a concentracao de sitios disponiveis na

molécula de DNA pode ser escrita como [R] = Cy,, — Gy, em que Ch,, ¢ a concentracao
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de pares de bases do DNA, que é constante. Substituindo essas defini¢cdes na Eq.

temos:

Ch,
Ky = . 3.31
ST GG, 331
Além disso, nessas definicoes, a fracao dos ligantes ligados, rygy é:
C
THill = C_:)p' (3.32)
Desta forma a Eq. pode ser escrita como:
(Kacf)n
P = — . 3.33
T (KL.G) (3.33)

Podemos generalizar a suposicao de que cada ligante ocupa um par de bases
introduzindo um fator r,.., a fracdo saturada de ligantes ligados. O inverso de ry.y €
o nimero médio de pares de bases ocupados por cada ligante. Esta correcao conduz a
isoterma de Hill:

Tmax (Kacf)n

= 3.34

A Figura [3.5]ilustra o comportamento da razao 7y /7max em funcao da concen-

tracao de ligantes livres na amostra para valores de n distintos.
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max

Hill

Figura 3.5: Grafico da razdo rpin/rmax em fungdo da concentracao de ligantes livres na
amostra para diferentes valores de n: azul para n = 1, vermelho para n = 4 e preto para
n = 15.



Capitulo 4

Métodos experimentais

4.1 Montagem e calibragao da pinca 6ptica

Nesta secao, descrevemos os procedimentos experimentais relativos a montagem
e a calibragao da pinga dptica.

A Figura mostra um esquema da montagem experimental que fizemos para
realizar nossas medidas. A regiao entre a linha pontilhada representa o microscépio
invertido Nikon TE-300, com objetiva de éptica corrigida no infinito, aumento de 100X
e abertura numérica NA=1,4. A objetiva do microscopio é responsavel por focalizar o
feixe infravermelho (IV), que produz a pinga. Esse feixe ¢é cilindrico ao sair do emissor
e se torna conico apos atravessar a objetiva.

O laser IV é responsavel por aprisionar as microesferas. Trabalhamos com o
laser infravermelho da IPG Photonics modelo YLR-S-1064-LP com poténcia méxima
de 6,0 W, cujo comprimento de onda A = 1064 nm, operando no modo usual TEMqg.

Ly representa o condensador do sistema de iluminacao do microscépio. Logo
abaixo do condensador estid a amostra de solucao aquosa de microesferas. Represen-
tamos uma microesfera presa devido ao potencial da pinca e indicamos o sistema de
referéncia. A laminula é o porta-amostra e h é a distancia do centro da microesfera
pincada em relagdo & laminula. O deslocador piezoelétrico PI acoplado ao estégio
permite movimentar a laminula com precisao nanométrica ao longo dos trés eixos de
coordenadas cartesianas.

Fi representa filtros de densidade neutra e Fy um filtro de infravermelho que
bloqueia este feixe nas imagens em que usaremos a videomicroscopia. Fy, Fy e Fy sao
espelhos, sendo Ey e E5 espelhos para o comprimento de onda do infravermelho; E3 é
um espelho dicréico para o comprimento de onda A = 1064 nm.

Em duas saidas do microscopio conectamos as cameras: uma CCD é ligada ao

25
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Figura 4.1: Montagem Experimental.

computador por fornecer uma imagem mais uniforme, que é mais facil de ser trabalhada
usando a videomicroscopia; e uma camera CMOS ligada ao monitor apenas para a

visualicao da amostra.

4.1.1 Preparacao das amostras

O porta-amostra consiste em uma laminula de vidro de espessura aproximada
0,15 mm com um O-ring de borracha de diametro aproximado de 1,0 c¢m colado em
sua superficie. O O-ring é colado na superficie da laminula usando parafina derretida.
A solucao ¢ posta no interior do anel e em seguida tampamos com outra laminula
para diminuir as influéncias do meio externo sobre a solucao, evitando perturbacgoes
mecanicas.

As amostras sao solucoes aquosas de Phosphate Bufferred Saline, PBS, com mo-
léculas de A-DNA marcadas com biotina. Seguindo o protocolo de Amitani [33], uma

extremidade do DNA se liga a laminula que é coberta com estreptavidina para este fim;
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e a outra extremidade se liga a microesfera de poliestireno coberta com estreptavidina
cujo diametro é 3,0+0, 1 um, que sao usadas como ferrramenta para manipular o DNA
com a pinca 6ptica. A interacao estreptavidina-biotina é muito usada em biologia, prin-
cipalmente por possuir uma alta constante de afinidade ~ 10 M~!, sendo uma das
ligagbes ndo-covalentes mais fortes que se conhece [34]. Desta forma, a estreptavidina
é bastante utilizada em revestimento de superficies a fim de ligi-las a moléculas bio-
tiniladas de interesse. A elevada afinidade caracteristica deste complexo assegura que

este nao é perturbado por mudancas de pH, temperatura, ou manipulagoes.

4.1.2 Calibracao da Pinca Optica

A pinca Optica é uma ferramenta poderosa para manipulacdo de objetos da
ordem de micrometros e tem sido usada em aplicagdes em fisica e em biologia [18] 35].
Para realizar medidas quantitativas de forca com precisao é essencial conhecermos a
constante de forca da pinca optica.

Uma grandeza importante para determinar a constante da pinca optica é o
coeficiente de atrito sobre a microesfera em solucao aquosa. Este coeficiente depende
do tamanho da microesfera, da distancia em relagdo a laminula e da viscosidade da
solucao. O coeficiente de atrito para movimentos paralelos & superficie da laminula

pode ser escrito como [36] 37, 38]

9 /a 1 7aN3 45 a4 1 ra\® !
RO A R ] w
7%[ 6\z) T3\n) Twe\n) T1e\n) T (+1)
em que a é o raio da microesfera, h é a distancia do seu centro em relacao a laminula

e:

Yo = 6mna, (4.2)

sendo 7 a viscosidade da agua. Consideramos também a variacdo da viscosidade com
a temperatura [21]:
n=10"710,26 + 1,51 exp (—t./29)] (4.3)

e . ¢ a temperatura do ambiente em graus Celsius e a viscosidade é encontrada em
unidades SI.

Posto isto, descrevemos nesta secao um método simples de calibracao da pinca
6ptica, o método da forca de Stokes. Detalhes da calibracao pode ser encontrado nas

referéncias [9, 39]. Este método consiste em deslocar o estagio do microscopio com
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velocidade conhecida e medir o deslocamento da microesfera em relacao a situacao
inicial, com o estagio parado.

A microesfera presa na pinca esta submetida a um potencial aproximadamente
harmoénico e quando um fluxo é aplicado & amostra, que pode ser feito movendo o
estdgio do microscopio, a forca de Stokes atua na microesfera mudando sua posicao
média de equilibrio em relacao ao minimo do pog¢o de potencial como apresentado na
Figura[£.2l O mddulo da forca de Stokes ¢ dado por:

F = v, (4.4)

sendo 7 determinado pelas Egs. (4.1) e (4.2) e v a velocidade do fluxo em relacao a

microesfera.

Sentido do fluxo

-
FOptic;i FStokcs

a) b) Ax

Figura 4.2: (a) Microesfera presa na pinga Optica antes de ser estabelecido o fluxo. (b)
Microesfera presa na pinga depois do fluxo ser estabelecido.

Supondo que se estabeleca um fluxo na direcao z, a forca de Stokes ira deslocar
a posicao de equilibrio da microesfera por uma quantidade Az. A forca resultante é

nula na nova posicao de equilibrio, entao:

FStokes = FOptica-

Desta forma,
yv = kAzx.

Assim, podemos explicitar a constante da pinca:
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YU
k= NS (4.5)
Experimentalmente, para determinarmos k, primeiro ajustamos a altura do poco
de potencial da pinca. Para isso, localizamos a laminula com o auxilio de uma microes-
fera de poliestireno de raio de @ = 0.2 pm; sabemos que o plano central da microesfera
é a regido de contraste minimo [40]. Definida a posi¢ao da laminula, ajustamos com
0 knob do microscopio a altura desejada; nossos experimentos foram realizados para a
altura h = 3,5 pm; mantemos esta altura fixa ao longo dos experimentos, visto que a
constante de forca da pinca varia com esta altura. Determinada a altura, comecamos
a filmagem antes de mover o estagio. Desta forma, conseguimos extrair do video in-
formacoes da posicao média da microesfera antes e depois do fluxo ser estabelecido. A
diferenca entre a posicao média final e a posicao média inicial da microesfera fornece-
nos o deslocamento da microesfera no poco de potencial, Az. Determinamos a relacao
pizel /micrometro capturando uma foto de uma laminula graduada. Para esta configu-
racao experimental o valor encontrado foi de 15,63 pizels/um. A velocidade do fluxo
é a velocidade estabelecida no deslocador piezoelétrico. Assim, determinados Az e v
obtemos a constante de forca da pinca substituindo esses dados na Eq. .

4.2 Estiramento da molécula de DNA

Nesta secao descrevemos o procedimento experimental usado para realizar as
medidas de estiramento do DNA e construirmos a curva forca X extensao para a mo-

lécula.

4.2.1 Configuracao DN A-microesfera de interesse para realizar

as medidas

Depois de colocar a amostra no microscopio, procuramos pelo conjunto DNA-
microesfera de interesse para realizar as medidas. As possiveis configuracoes presentes
na amostra estao apresentadas na Figura Dentre estas configuragoes temos: mi-
croesferas grudadas na laminula; microesferas grudadas em DNAs soltos em solucao;
DNAs grudados na lamina, mas sem microesferas; DNAs soltos em solugao; DNAs

grudados em microesferas pelas extremidades em solucao e a configuracao de interesse.

A configuracaio DNA-microesferas de interesse que procuramos é a que tem

uma extremidade do DNA grudada na lamina e a outra em uma microefera. Esta
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Figura 4.3: Configuracoes possiveis encontradas na amostra.

procura ¢ dita indireta, visto que nao podemos visualizar o DNA com o microscopio
Optico. Assim, para encontramos este conjunto de interesse, utilizamos o seguinte
procedimento:

(i) Procuramos uma microesfera que nao esteja grudada na lamina e a captura-

mos com a pinca Optica.

(ii) Movimentamos a laminula com os deslocadores do microscopio uma quanti-

dade préxima do comprimento do DNA.

Esses passos sao feitos até observarmos que ap6s deslocarmos a laminula sufu-
cientemente, a microesfera escapa da pinca e volta a sua posicao inicial. Quando isto
acontece, sugere que encontramos a configuracao desejada em que uma extremidade
da molécula do DNA esta presa a lamina e a outra na microesfera. A fim de verificar
se a microesfera estd presa na extremidade do DNA e se ha apenas uma molécula de
DNA prendendo-a, deslocamos a laminula em diferentes direcoes e observamos o perfil

circular do deslocamento da esfera. O estiramento méximo da molécula antes da esfera
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soltar-se da ping¢a deve ser o mesmo para qualquer direcao, Figura 4.4

2L

Figura 4.4: Perfil circular do estiramento maximo da molécula antes da esfera soltar-se da
pinca em relacao & posicdo de equilibrio.

4.2.2 Constante de for¢ca da pinca 6ptica

Medimos a constante de for¢a da pinc¢a como descrito na secao Em nossos
experimentos trabalhamos com a constante de for¢a k ~ 3,0 pN/um. Além disso,
como esta constante de forca depende da altura da microesfera em relagdo a laminula,
mantemos esta altura fixa, h = 3,5 pm; e sempre medimos a constante de forca antes
de realizarmos os estiramentos. Este resultado serd usado na analise do estiramento
da molécula de DNA.

4.2.3 Curva forca x extensao da molécula de DNA

Conhecida a constante de forca da pinga e encontrado o conjunto DNA-
microesfera de interesse, estamos aptos a realizar os estiramentos da molécula de DNA.

Inicialmente, este conjunto é deixado fora da pinca até que a microesfera atinja sua



4.2 Estiramento da molécula de DNA 32

posicao de equilibrio. A partir desta, usamos a pinga 6ptica para capturar a microesfera.
Assim, temos nossa configuragao de interesse com a microesfera presa em sua posi¢ao
de equilibrio.

Iniciamos a filmagem e o deslocamento da laminula simultaneamente. O motor
piezoelétrico acoplado ao estagio do microscopio nos fornece uma velocidade constante
e em nossos experimentos foi v = 0,5 um/s. Esta velocidade é suficientemente baixa
para desprezarmos a forca de Stokes sobre a microesfera e garantir um processo quase-
estatico, em que a microesfera passa por estados de equilibrio. Assim, a forca que o
DNA exerce sobre a microesfera é igual, em modulo, a forca que a pinga Optica exerce
sobre a mesma. O estiramento da molécula de DNA é feito até que a microesfera escape
do poco de potencial da pinga. A Figura [4.5] apresenta a geometria dos estiramentos

realizados.

F, Fo

Pinga
' / /!
A\ 4 /

o

-

Figura 4.5: Geometria do experimento de estiramento da molécula de DNA.

A partir do video do estiramento, podemos determinar a posicao do centro
de massa da microesfera em cada instante do deslocamento, z(t), sabendo a relagao
pizel/um, descrita na se¢ao e a taxa de captura da camera. Determinamos a
posicao inicial da microesfera, z(0), quando esta encontra-se no fundo do pogo de
potencial da pinca oOptica, e a variagao de posicao da microesfera em funcao do tempo
é dada por

Ax(t) = z(t) — z(0). (4.6)

A forca na direcao-x é determinada multiplicando-se a constante de for¢a da

pinca optica pela variacao da posicao da microesfera.
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F, = EAx(t). (4.7)

Além disso, note que esta é a forca que a pinga Optica exerce sobre a microesfera
quando esta é afastada da posicao de equilibrio do poc¢o de potencial. No entanto, pelo
procedimento experimental ser feito em regime quase-estatico, esta forca tem o mesmo

modulo da forca que o DNA exerce sobre a microesfera.

25 F .

0 5 10 15 20

Figura 4.6: Curva tipica da componente x da forga x extensdo da molécula de DNA. Os
dados foram ajustados com a Eq.

Como estamos trabalhando experimentalmente na dire¢ao-z, fazemos o ajuste

com a componente x da expressao de Marko e Siggia, Eq. Observando a geometria
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apresentada na Figura , vemos que a extensdo total do DNA, z = /2%, + h? e
F, = Fcost = F(zpnxa/z). A partir destas consideragoes e da Eq. [3.23) obtemos a

componente x da forca:

F:]{?BT \/l’zDNA—i‘hz_’_ 1 _1 TDNA (48)
A L 4(1—\/95%)NA+h2/L)2 4 \/xzDNA_l_hQ

Vale ressaltar que z é o deslocamento do centro de massa da esfera no pogo de potencial

e TrpNna € 0 estiramento da molécula.

A Figura [4.6] apresenta uma curva tipica da for¢ca em funcao da extensao da
molécula de DNA obtida com este procedimento. Os dados foram ajustados usando
a expressao de Marko Siggia, Eq. [4.8] e do ajuste determinamos o comprimento de
contorno L e o comprimento de persisténcia A da molécula de DNA. Para este caso
particular, obtemos do ajuste L = 18,2+ 0,5 yum e A = 51 &1 nm para a molécula
de A-DNA na auséncia de farmacos. Estes dados foram obtidos da média de cinco

estiramentos para a mesma molécula e o erro é o desvio padrao dessas medidas.



Capitulo 5
Resultados e Discussoes

Apresentamos neste capitulo os resultados e discussoes da interacao entre a
molécula de DNA e ligantes: a [-ciclocextrina neutra (5-CD) e a lisozima (LYZ);
por meio de estiramentos de moléculas tnicas via a técnica de pincamento Optico.
Monitoramos as mudancas das propriedades mecéanicas de cada complexo ligante-DNA

em funcao da concentracao do ligante na amostra.

5.1 Complexo f-CD—DNA

Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos compostos de n-unidades de
D-glucose conectadas por ligacoes glicosidicas. Em particular, o subtipo  consiste em
uma molécula com sete unidades de D-glucose. A estrutura espacial da CD lembra
um cone truncado com grupos hidroxila localizados na superficie externa do cone,
Figura Esta estutura molecular confere as CDs uma caracteristica hidrofébica na
cavidade interna e hidrofilica na superficie externa. Assim, as CDs tem a importante
propriedade de ser soliivel em &gua com uma cavidade interna capaz de acomodar
polimeros e formar complexos de inclusao do tipo héspede-hospedeiro.

Este estudo da interacdo do DNA com os varios tipos de CDs é importante
para avaliar possiveis efeitos intracelulares causados pelas CDs que sao amplamente
utilizadas em produtos de consumo, como por exemplo em alimentos. Além disso,
a (-CD cationica monovalente, obtida pela substituicio de um grupo hidroxila por
um grupo amino, interage fortemente com DNA, sendo usada na condensacao destas
macromoléculas o que possibilita introduzi-las em pequenas vesiculas para aplicagoes
em terapia génica [41] [42].

A fim de testar a hipotese do balanco das forcas atrativas e repulsivas como

mediadora da cooperatividade na interacao [-CD—DNA, apresentamos nesta secao

35
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Figura 5.1: Desenho esquemético da S-CD. A molécula possui didmetro interno de ~ 0.6
nm, didmetro externo de ~ 1,5 nm e altura de ~ 0,8 nm.

medidas da elasticidade entropica deste complexo. Inspirados na referéncia [41] de
Siman et al., do nosso grupo de trabalho, realizamos experimentos de estiramento
para este complexo com a ciclodextrina neutra em altas concentracoes do farmaco,

concentragao da ordem de milimolar.

No trabalho [41] foram realizados experimentos para estudar a interagao (-
CD—DNA tanto para a ciclodextrina neutra quanto para a ciclodextrina monovalente,
ambas em baixas concentragoes, concentracao da ordem de micromolar. Os dados expe-
rimentais foram explicados em um modelo que considera a interacao entre a 5-CD cati-
onica e o DNA um processo com cooperatividade positiva. A cooperatividade positiva
acontece porque a $-CD cationica interage com as bases que giram para fora do DNA
que o desnatura localmente, aumentando a flexibilidade do complexo S-CD—DNA.
Este efeito aumenta as flutuacoes do polimero e consequentemente aumenta a taxa em

que as bases do DNA giram para fora favorecendo outras moléculas de CD ligarem ao
DNA.

No trabalho de Siman et al. foi proposto um modelo baseado na equacao de
Hill e no modelo de desordem do tipo quenched para explicar o comportamento
cooperativo na formacao dos clusters de ciclodextrina monovalente, o que nao foi obser-
vado para a ciclodextrina neutra nas mesmas concentracoes. Neste modelo, a formacao
de um tnico cluster torna 0 DNA mais flexivel, diminuindo localmente o comprimento
de persisténcia do DNA; um cluster é uma unidade composta por n ligantes ligados ao
DNA. Nao obstante, quando ha a formacao de clusters vizinhos, o DNA torna-se lo-

calmente mais rigido, aumentando localmente o comprimento de persisténcia do DNA.
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Trés hipoteses foram consideradas para construir este modelo:

(i) os clusters sdo distribuidos aleatoriamente ao longo da cadeia do DNA;

(ii) a distribuigdo de tamanho dos clusters é uma distribui¢ao estreita, com um tama-
nho médio de n ligantes por cluster;

(iii) o namero de clusters aumenta com a concentracao de ligantes em solugiao, man-
tendo sempre o tamanho médio n. Desta forma, um cluster com o dobro do tamanho

ocorre quando dois clusters sao vizinhos e nao devido ao crescimento do cluster.

Ao convergir essas idéias e usando a distribuicao de probabilidade para um
segmento de dois sitios vizinhos, em que cada sitio pode estar ou nao ocupado, obtem-
se uma equacao para o comprimento de persisténcia. Considere um segmento de dois

sitios vizinhos. Seja x a probabilidade de um sitio deste segmento estar ocupado,

T

T = em que r ¢ a fracao de ligantes ligados e ry. a fracao méaxima de ligantes

Tmax
ligados. Entao, um segmento sem sitios ocupados é caracterizado por um comprimento
de persisténcia Ay = [ky, e possui probabilidade (1 — z)? de ocorrer. Um segmento
se torna mais flexivel quando ocupado por apenas um tnico cluster, que ocorre com
probalilidade 2z(1 — x) e é caracterizado por um comprimento de persisténcia Aj.
Além disso, quando ambos os sitios de um segmento sao ocupados, o que ocorre com
probabilidade 22, o segmento se torna mais rigido com um comprimento de persisténcia

Aj. Calcada nessas ideias, temos a equacao do comprimento de persisténcia:

L_B, P P
A A A A

Sendo F, a probablilidade dos sitios nao estarem ocupados, P; a probalilidade de um

(5.1)

dos dois sitios vizinhos estar ocupado e P, a probabilidade dos dois sitios do segmento

estarem ocupados. Desta forma,

2 2
(1 B Tl:ax > Tflrax (1 o Tr:ax ) (Tr:ax )
+ +

Ao Al A2
1 2 2 r 1 2 1 r\’
= — (== S . 5.2
AO * (Al AO) (Tmax> * (AO Al + AZ) (rmax) ( )

Entao, definindo Cf e C, como a concentracao de ligantes livres e ligados, res-

| e

pectivamente, a concentragao total de ligantes em solucao Ct serd Ct = C; + Cp,. A
fracao de ligantes ligados e o total de sitios é dada por r = C,/Cyp, em que Cy,, é a
concentracao total de pares de bases em solugao. Como 7., € a fracdo maxima de

sitios ocupados, a probabilidade de um sitio estar ocupado é definida por r/rp.x e é
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dada pela equacao de Hill, Eq.

(2)
K,
L “‘[C] = = P H(CY). (5.3)
Tmax L=1]

1+(@)

Pela dificuldade em saber Cf, podemos usar que Cy = Ct — rC},, e resolver a equagao

de Hill 7 = ryax H(Cp — 7Chyp). Esta equag@o pode ser resolvida iterativamente; para

ordem zero, temos: Hy(Cy) ~ H(Ct) e para a aproximacao em primeira ordem,
H1 ~ H[OT — CbprmaxH(CT)]- (54)

Substituindo as Egs. e na Eq. .2 tem-se o comprimento de persistécia

efetivo em fun¢ao da concentracao total de ligantes:

1_1. (3 _ 3) (H[Cr — ChprmaxH (C1)))

A A, \A4 a4,
4—i—3+i(m0—c H(Cp)))? (5.5)
A() Al A2 T bp'max T ) .

que é o resultado principal do modelo proposto por Siman et al..

5.1.1 Resultados experimentais

Foram realizadas medidas do comprimento de persisténcia e de contorno para
complexos S-CD—DNA em diferentes concentracoes de 3-CD neutra, C' ~ mM, a tem-
peratura ambiente (25 °C). As amostras sdo preparadas como descrito na se¢ao m
e consistem de moléculas A-DNA (Promega) marcadas com biotina em uma solugao
Phosphate Buffered Saline (PBS) cuja concentragao de sodio é [Na] = 150 mM. A
concentracao de pares de bases de DNA em todos os experimentos envolvendo a CD
¢ Cop = 2,4 uM. A solucao tampao onde se encontra as moléculas de DNA pode ser
trocada utilizando uma micropipeta. Assim, conseguimos mudar facilmente a con-
centracao de -CD na amostra e monitorar as propriedades mecanicas do complexo
B-CD—DNA para cada concentracao mantendo presa a mesma molécula de DNA.

O grupo controle do experimento constitui de estiramentos da molécula de DNA
sem a adicao da $-CD; assim, verificamos a reprodutibilidade do estiramento para cada
molécula. Depois, com o auxilio de uma micropipeta retiramos a solucao e colocamos
a solucao com a -CD em uma concentragao previamente preparada. Enfatizando que

durante este procedimento, a molécula de DNA é mantida presa e desta forma, os
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estiramentos sao feitos para uma mesma molécula em todas as concentracoes.

A Figura [5.2| apresenta o comportamento do comprimento de persisténcia do
complexo para uma concentragao de 5-CD na amostra igual Ct = 2 mM. Note que o
comprimento de persisténcia exibe um comportamento nao monotoénico em funcao do
tempo: aumenta durante os trés minutos iniciais e a partir deste decresce até atingir
o equilibio quimico em que permanece constante. O comprimento de contorno para
o complexo S-CD—DNA permanece constante em funcao do tempo e igual ao valor

encontrado para o A-DNA puro, L ~ 16.5 um.
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Figura 5.2: Comprimento de persisténcia do complexo S-CD—DNA em fungdo do tempo
para Ct = 2 mM.

Determinado o tempo caracteristico para o sistema atingir o equilibrio quimico,
monitoramos as propriedades mecanicas deste complexo em funcao da concentragao
total de CD na amostra, Ct, em equilibrio. O comportamento do comprimento de

persisténcia em funcao da concentragdo de CD na amostra é mostrado na Figura 5.3
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Figura 5.3: Comprimento de persisténcia do complexo S-CD—DNA em fungdo da con-
centracao de CD na amostra para véarias moléculas. No canto superior, o comprimento de
persisténcia do complexo S-CD—DNA em func¢do da concentragdo de CD na amostra para
uma Unica molécula.

Nesta figura, cada ponto experimental corresponde a uma meédia sobre quatro molé-
culas de DNA diferentes, sendo que cada molécula é estirada cinco vezes para cada
valor de C't. Esperamos ~ 20 minutos apds cada troca de concentragao de CD na
amostra para realizarmos os estiramentos. Este tempo é suficiente para se estabele-
cer o equilibiro quimico na amostra, mantendo constante os valores das propriedades
mecanicas do complexo S-CD—DNA, como apresentado na Figura[5.2] Com o intuito
de eliminar algumas variagoes dos comprimentos de persisténcia e de contorno entre
as moléculas de A-DNA, além do propoésito de comparacao, apresentamos também no
canto superior da Figura 5.3, o comportamento do comprimento de persisténcia em

funcao da concentragao de CD na amostra para uma tnica molécula de DNA. Neste
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caso, cada ponto experimental é a média de cinco estiramentos feitos para a mesma
molécula de DNA.

Observamos o comportamento nao monoténico do comprimento de persistén-
cia, sendo um crescimento abrupto deste comprimento até a concentracao de C' = 6
mM e uma queda suave para concentracoes mais altas. Por outro lado, nao notamos
nenhuma alteracao significativa para o comprimento de contorno do DNA em funcao
da concentragao de CD na amostra, Figura [5.4] Para todas as concentragoes Cr, o
valor médio do comprimento de contorno foi L = 16 &1 pm. Como este valor inclui o
comprimento de contorno do A-DNA puro, podemos concluir que as concentragoes de

ciclodextrina utilizadas nao alteram o comprimento de contorno do DNA.
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Figura 5.4: Comprimento de contorno do complexo 8-CD—DNA em fung¢io da concentracao
de CD na amostra.

Para a interacao da (-CD catiénica com a molécula de DNA estudada por

Siman et al. foi observado um decréscimo do comprimento de persisténcia, seguida
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Figura 5.5: Comprimento de persisténcia do complexo f-CD—DNA em fun¢ao da concentra-
¢ao de CD na amostra. Quadrados azuis: valores medidos para a ciclodextrina monovalente;
esferas vermelhas: valores medidos para a ciclodextrina neutra [41].

de um aumento deste comprimento em fun¢do da concentracao de S-CD na amostra.
Finalmente, foi observada uma transicao abrupta cujos valores do comprimento de
persisténcia eram ~ 10 nm, um valor baixo para o comprimento de persisténcia consis-
tente com a completa desnaturacao da molécula de DNA, Figura[5.5] Ao considerar a
interacao entre a CD catidonica e o DNA um processo cooperativo, o modelo proposto
nesse trabalho ajusta bem os dados experimentais. O expoente de Hill obtido, n ~ 4,
indica que clusters com aproximadamente quatro CDs ligam-se a molécula de DNA.
Quando ha dois clusters vizinhos, aproximadamente oito moléculas de CDs cationica,
o complexo torna-se mais rigido o que aumenta o comprimento de persisténcia local
até a desnaturacao completa do DNA. A Figura mostra o ajuste segundo o modelo
proposto por Siman et al. dos resultados experimentais apresentados na Figura [5.5
desconsiderando os dois pontos de concentragao mais alta de 5-CD, em que a molécula

de DNA encontra-se desnaturada.

Nos dados apresentados na Figura [5.3] para a interacdo CD neutra com o DNA
observamos que o complexo torna-se mais rigido e depois mais flexivel com o aumento

da concentracao de CD neutra em solucao. Comparando ao caso da CD carregada, a
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Figura 5.6: Ajuste do inverso do comprimento de persisténcia em func¢ido da concentracao
de CD em solugdo. Os pontos representam os dados experimentais e a curva continua é o
ajuste utilizando a Eq. [41].

fase inicial mais flexivel nao ocorre para CD neutra, sugerindo que neste caso clusters
maiores (mais de oito moléculas de CD) ligam-se cooperativamente ao DNA. Segundo a
hipotese da fase de clusters [43], esta diferenca era esperada porque na presenga da re-
pul¢ao coulombiana clusters menores sao estabilizados; equanto que para a CD neutra,
na auséncia desta forca eletrostatica, clusters maiores podem ser formados. Nossa con-
jectura é que podemos controlar a cooperatividade na interacao CD—DNA controlando
a carga superficial das moléculas de CDs. Esta ideia é confirmada quando obtemos os
parametros quantitativos desta interacao ao aplicar o modelo estatistico de desordem
tipo quenched |41}, 3, 44]. Este modelo tem sido aplicado com sucesso a fim de investigar
interagoes da molécula de DNA com diversos ligantes que induzem um comprortamento
nao monotoénico do comprimento de persisténcia ao variar a concentracao do ligante
na amostra [41] 44] 45]. Este comportamento acontece quando ha mais de um modo
de ligagao mudando o comprimento de persisténcia local do complexo ou quando um
grupo de ligantes muda o comprimento de persisténcia local diferentemente do ligante
isolado [3]. Quando dois ou mais modos de ligagdo coexistem é necessaria a equagao

de desordem tipo quenched para dois sitios vizi nhos, Eq. para ajustar os dados.
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No entanto, quando o segundo modo de ligacao surge apenas depois da saturacao do
primeiro modo de ligagao, podemos separar os dados do comprimento de persisténcia
nao monotoénico em duas partes monotonicas e ajusta-las separadamente com a equa-
cao de desordem tipo quenched para um tnico sitio. Testamos essas duas abordagens
para os dados apresentados na Figura Quando usamos a equacgao para dois sitios
vizinhos, o ajuste retorna parametros fisico-quimicos inconsistentes, indicando que a
equacgao para um sitio pode ajustar os dados apresentados na Figura Isto é, existe
uma forte preferéncia por um modo de ligacao e o segundo modo aparece apenas apos
a saturacao do primeiro modo. O modelo de desordem tipo quenched para um sitio

prediz que o comprimento de persisténcia efetivo A do complexo DNA-ligante pode ser

1 (=) &) o)

A Ao Ay

escrito como [40]:

Lembrando que (T - ) é a probablilidade do sitio estar ocupado e (1 — = ) a probabi-
lidade do sitio nao estar ocupado. Neste caso, apenas dois comprimentos de persisténcia
sao considerados: o comprimento de persisténcia do DNA puro, Ag e o comprimento

de persisténcia local A; alterado pela interacao do ligante com o DNA. Usando a Eq.

(.3} temos:

1 1 1 1

1= I (A_o — A—1> H(CY). (5.7)
Sabemos que a concentracao de ligantes livres Cf é concentracao total de ligantes na
amostra Ct menos a concentragdo de ligantes ligados Cy, (Cy = Ct — Cp,). Como
Cp < Cpp = 2,4 uM<< Cp (mM), entdo C ~ Cr.

Na Figura temos o ajuste dos dados apresentados na Figura para con-
centracoes em que o comprimento de persisténcia cresce monotonicamente em funcgao
da concentracao de CD na amostra, 0 < Ct < 6 mM. Visto que o ajuste ¢ dado pela
Eq. B.7 por conveniéncia, apresentamos o grafico do inverso do comprimento de per-
sisténcia em funcao de C't. Deste ajuste, determinamos os parametros fisico-quimicos

do primeiro modo de ligacao:

Kq=3,440,6 mM n=15+3 A; = 6243 nm,

em que o comprimento de persisténcia do DNA puro, Ag = 42 nm, é mantido como
um parametro fixo.
O fato de ajustarmos com sucesso os dados para 0 < Ct < 6 mM com uma

tnica constante K4 indica que h& apenas um modo de ligacdo neste intervalo. O
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Figura 5.7: Pontos: Inverso do comprimento de persisténcia do complexo CD—DNA em
funcdo da concentracao total de CD na amostra para o intervalo 0 < Ct < 6 mM; linha
solida: ajuste dos dados, Eq.

valor de K4 (~ 1073M) mostra que precisamos de uma alta concentragao de CD na
amostra, concetracao da ordem de milimolar que é trés ordens de grandeza maior que
a concentracao de pares de bases do DNA, para que uma quantidade considerével
de moléculas CD interajam com o DNA. Este resultado concorda com o trabalho de
Siman et al. para a interagao CD—DNA, em que foi usada concentragoes da ordem de
micromolar e desta forma nao foi detectada nenhuma interagao entre a $-CD neutra
e o DNA. Além disso, comparando o valor de K4 que encontramos para a CD neutra
com o valor de Ky para CD carregada obtido por Siman et al. (~ 107%uM), notamos
que as CDs neutras sao mais seguras para serem usadas em produtos de consumo por

interagirem de maneira mais fraca com o DNA.

O expoente de Hill obtido indica uma cooperatidade positiva alta no modo de
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ligacao do complexo CD—DNA. E sugere que clusters de ~ 15 moléculas de CD sao
formados ao londo do DNA. Para a CD carregada, o expoente de Hill encontrado foi
n = 3,45 4+ 0, 15. Isto enfatiza a importancia das interagoes eletrostaticas no sistema.
De fato, sabemos que CDs tem a tendéncia de formarem clusters em solugoes aquosas
[47, 48]. O tamanho destes clusters pode ser definido pelo balango entre uma interagao
atrativa de curto alcance e uma interacao eletrostética repulsiva de longo alcance [43].
Para a CD neutra a forga eletrostatica repulsiva nao esté presente e desta forma espe-
ramos um valor muito mais alto para o tamanho do cluster e consequentemente para
o expoente de Hill, como obtido. Esses resultados confirmam nossa hipotese de que a
cooperatividade nas reacoes de ligacao em S-CD—DNA pode ser controlada mudando
a carga superficial das moléculas de 5-CD.

Finalmente, o comprimento de persisténcia local obtido, A; = (62 +3) nm,
mostra que este modo de ligacao preferencial aumenta o comprimento de persisténcia
do complexo.

A Figura mostra o inverso do comprimento de persisténcia em funcao da
concentracao de CD na amostra para concentracoes entre 6 < Cr < 16 mM. Fizemos
um ajuste similar ao apresentado na Figura dado pela Eq. para monitorarmos
a mudanga no comprimento de persisténcia a partir do valor inicial A; = (62 £ 3) nm
(determinado a partir do primeiro ajuste e agora mantido fixo) até um valor final As.

Para este segundo modo de ligacao os parametros fisico-quimicos obtidos sao:
Kqy=11,54+2,1 mM n=16=+x0,3 Ay =12,6£0,5 nm.

Esses resultados mostram que a constante de dissociagao K4 do segundo modo
de ligagao é cerca de trés vezes maior que a do primeiro modo de ligacao. O expoente
de Hill para o segundo modo de ligacao, n ~ 1,6, indica que temos um processo
cooperativo ainda que uma cooperatividade bem menor da que ocorre no primeiro modo
de ligacao. Por fim, observamos o decréscimo do comprimento de persisténcia neste
intervalo, 6 < Ct < 16 mM. Spies et al. mostraram que a $-CD formam complexos
de inclusao do tipo héspede-hospedeiro com as bases purinas que tém a tendéncia
natural de girarem para fora da cadeia, induzindo a desnaturagao local da molécula de
DNA [49]. Nao obstante, esses experimentos foram realizados em temperaturas altas
(> 50°C); desta forma, a solubilidade da S-CD é maior e a presenca de agregados
de CD torna-se menor. No trabalho de Jaffer et al., por outro lado, foram feitos
experimentos a temperatura ambiente que sugeriu que clusters de CD podem formar
pontes de hidrogénio com os pares de bases que giram espontaneamente para fora do

DNA, impedindo esses pares de girarem de volta para dentro da cadeia e induzindo a
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Figura 5.8: Inverso do comprimento de persisténcia em fungdo da concentragdo de CD
6 < Ct <16 mM; pontos: dados experimentais; linha sélida: ajuste dado pela Eq. .

desnaturagao da molécula de DNA [47]. Como nossos experimentos foram realizados
a temperatura ambiente, acreditamos que em nosso sistema acontece o proposto por
Jaffer et al., em que ha a formacao de clusters de CD ligados a molécula que em seguida
induz a desnaturacao do DNA. Como discutido anteriomente, os resultados sugerem
que o segundo modo de ligagao acontece apo6s a saturagao do primeiro modo. Esses

resultados foram publicados na Ref. [50].

5.2 Complexo LYZ —DNA

A lisozima é uma proteina que possui uma cadeia polipeptidica tnica com 129
residuos de aminoécidos. Presente em grande quantidade na clara do ovo, a lisozima é

uma proteina globular com funcao antibacteriana. A atividade enzimatica da lisozima é
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util no ataque a muitas bactérias por meio do rompimento da estrutura da parede celu-
lar ao hidrolisar a ligagao glicosidica entre o N-acetilmuramato e o N-acetilglicosamina
[51]. Em 1999, Huang e colaboradores mostraram que esta proteina é efetiva inclusive
contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) [52]. A Figura apresenta a
estrutura da lisozima nas repesentagoes ball-and-stick e CPK [53].

Semelhante a outras proteinas globulares, a maior parte dos grupos apolares, que
a confere um caréter hidrofébico, estao voltados para o interior da lisozima e maioria
dos grupos polares carregados encontram-se na superficie externa onde predomina o

carater hidrofilico.

Figura 5.9: Estrutura da lisozima nas representacoes ball-and-stick e CPK respectivamente.
Em ambas representacoes as esferas cinzas: carbono; esferas azuis: nitrogénio; esferas ver-
melhas: oxigénio; esferas amarelas: enxofre. Em solucdo, a lisozima pode ser considerada um
elipsoide cujas dimensdes sao 3,3 nm x 3,3 nm x 5,5 nm [51].

5.2.1 Resultados experimentais

Realizamos medidas do comprimento de persisténcia e de contorno para o com-
plexo LYZ — DNA, a temperatura ambiente (25°C) em fun¢ao da concentracao da li-
sozima. As amostras sao preparadas como descrito na secao e consistem de mo-
léculas A-DNA (Promega) marcadas com biotina em uma solu¢do Phosphate Buffered
Saline (PBS). As medidas foram feitas em solu¢oes PBS em trés distintas concentragoes
de sodio: [Na] = 100 mM, [Na] = 150 mM e [Na] = 250 mM. A concentracao de pares
de bases de DNA em todos os experimentos envolvendo a lisozima é Cp,, = 1,7 puM.

Ressaltando que mudamos a concentracao de lisozima trocando a solucao tampao com
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uma micropipeta e desta forma, monitoramos as propriedades mecanicas do complexo
LYZ — DNA mantendo presa a mesma molécula de DNA. Analogo ao descrito na sec¢ao
5.1.1] o grupo controle constitui de estiramentos da molécula de DNA sem a adig¢ao
da LYZ para que possamos verificar a reprodutibilidade do estiramento da molécula
de DNA. Depois, com o auxilio de uma micropipeta retiramos a solucao e colocamos a
solucao com a LYZ em uma concentragao previamente preparada. Este procedimento

¢ feito para cada concentracao de sodio.

A Figura [5.10] apresenta o comprimento de persisténcia em funcao da concen-
tracao total de lisozima na amostra, C't, para as trés concentracoes de soédio usadas.
Esses dados envolvem trés moléculas de DNA, sendo uma para cada concentragao de
sodio. Cada ponto experimental corresponde a uma média sobre cinco medidas de
estiramento do complexo LYZ— DNA e a barra de erro é representada pelo o desvio

padrao desta média.

Observamos um comportamento nao monoténico para o comprimento de persis-
téncia do complexo LYZ — DNA. Em contrapartida, nao notamos nenhuma alteracao
significativa para o comprimento de contorno do DNA em funcao da concentragao de
lisozima na amostra, Figura [5.11} Para todas as concentracoes Ct de LYZ, o valor
médio do comprimento de contorno é proximo do comprimento de contorno do A-DNA
puro, Lo = 17+ 2 um, e desta forma, concluimos que para as concentragoes de lisozima
usadas o comprimento de contorno do DNA nao se altera. Como temos uma molé-
cula de DNA diferente para cada [Nal, os dados do comprimento de contorno L foram

normalizados pelo comprimento de contorno do DNA puro, Lo, para cada [Na].

Tentamos ajustar os dados do comprimento de persisténcia do complexo LYZ —
DNA em funcao da concentracao total de ligantes usando o modelo quenched de dois
sitios vizinhos proposto por Siman et al.. Dai, conseguimos bons ajustes para as duas
concentragoes |[Na| mais altas; enquanto para a concentra¢do mais baixa, [Na]= 100
mM, o ajuste retornava valores inconsistentes para o comprimento de persisténcia do

complexo.

Em 2005, Podesta et al. utilizando a microscopia de forca atéomica, AFM,
mediram a flexibilidade do DNA em superficies carregadas. O DNA era depositado
em mica coberta com um filme de moléculas carregadas positivamente. Esses autores
mostraram que a flexibilidade do DNA aumenta a medida que a concentracao de cargas
positivas da pelicula que cobre a mica aumenta [54]. Antes disto, Manning propos que
a flexibilidade do DNA poderia ser modelada eletrostaticamente, visto que uma parte
significativa que contribui para rigidez do DNA era devido a repulsao eletrostatica entre
os fosfatos da dupla hélice [55], 56].
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Figura 5.10: Comprimento de persisténcia do complexo LYZ— DNA em funcdo da concen-
tracao de LYZ na amostra. Pontos azuis: valores medidos para [Na]= 250 mM; quadrados
pretos: valores medidos para |[Na|] = 150 mM; tridngulos vermelhos: valores medidos para [Na|
= 100 mM.

Esta ideia de que as cargas positivas blindam os fofatos da cadeia do DNA e o
torna mais flexivel juntamente com o fato de nao conseguirmos um bom ajuste para a
concentracao de s6dio mais baixa com o modelo proposto por Siman et al. nos conduziu
a explicar o comportamento do comprimento de persisténcia por uma combinacao de
duas coisas: algo local que aumenta a rigidez do complexo e algo nao local, forcas
eletrostaticas de longo alcance, que diminui a rigidez do complexo ao enfraquecer a
carga total repulsiva dos fosfatos. E talvez por isto o modelo local proposto por Siman
et al. funcione melhor para as concentragoes mais altas de s6dio, em que a blindagem

da carga da lisozima é mais forte e o efeito eletrostatico de longo alcance é menor.

Assim, revisitamos os trabalhos do Manning que propoem que além da densi-
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Figura 5.11: Comprimento de contorno do complexo LYZ — DNA em fun¢ao da concentracao
de LYZ na amostra. Pontos azuis: valores medidos para [Na]= 250 mM; quadrados pretos:
valores medidos para [Na| = 150 mM; tridngulos vermelhos: valores medidos para [Na| = 100
mM.

dade de carga o raio do polimero também possui uma contribuicao importante para o
comprimento de persisténcia do DNA. Na Ref. [25], ¢ deduzida uma expressao para o

comprimento de persisténcia do DNA com essas consideragoes:

Kberb

_ E% % *% —-27 —1 _
A_<2> RS (AF 2707|226 - ) 7=y

—1-In(1-e")|; (5.8)

nesta equacao, R é o raio do polimero, A* é comprimento de persisténcia do null

isomer, uma estrutura hipotética analoga ao DNA mas sem carga eletrostatica. Z é
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Figura 5.12: Sistema de referéncia usado no complexo LYZ — DNA.

a valéncia dos fons de sal que compoem a solucao salina onde o DNA esta imerso. [g

¢ o comprimento de Bjerrum El para o solvente puro, £ é a densidade de carga linear

do polimero (£ = lg/b), em que b é o espagamento entre as cargas do polimero e k é o

inverso do comprimento de Debye EI, 1/k.

Adaptando este modelo para o nosso caso que envolve o complexo LYZ — DNA,

podemos escrever a razao entre o comprimento de persisténcia do complexo e o com-

primento de persisténcia do DNA puro:

— [1 +In (1 — e‘”b)}

A (5)3 (26— 1) e
A \Ro) [(26-1) 25

(5.9)

—[1+1In(1 —e*b)]

para o nosso caso, Z = 1 pois o ion envolvido na solucao salina é o Na'. Definindo:

Ylg = ¢®/DkgT, sendo ¢ a carga do préton e D a constante dielétrica do solvente.
2Para uma solugéo salina univalente de molaridade ¢, 1/x = (0,304//c) nm.
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kbe™"? e
Cl = m Cy = 1+ In (]_ — € b) (510)

temos,

a- ) [ o

Propomos para o raio do complexo LYZ — DNA:

R =R, <1+m1 L ) (5.12)

Tmax

sendo Ry o raio do DNA, m; um pardmetro e —/— a razao entre a fragao de ligantes
max

ligados e a fracao maxima de ligantes ligados. Quando o DNA estd todo coberto,

r

- = 1 e o novo raio do complexo é Ryy = Ry + Dp, em que Dp é a dimensao da
max

proteina e desta forma, o parametro m; fornece-nos uma estimativa da dimensao da

lisozima. A Figura ilustra esta situacao e o sistema de referéncia.

Para a parte da blindagem eletrostatica, propomos modelar a densidade linear

de carga ¢ do complexo como:

£=¢& (1 - fr;x) , (5.13)
&o é a densidade linear de cargas para o DNA sem ligantes e f é a fracao da carga total
neutralizada. Para o DNA, ¢ = Ilg/b=0,7 nm/0,17 nm = 4,2 [25]. Nesta proposta,
se f =1 as lisozimas neutralizam todos fosfatos do DNA, tornando-o mais flexivel; se
f < 1, ha uma neutralizacao de parte das cargas e a carga resultante do complexo LYZ
— DNA ainda é negativa. Finalmente, se f > 1 implica em uma inversao da carga do

complexo que adquire uma carga resultante positiva.

Assim, para explicar o comportamento do comprimento de persisténcia, A, em
funcao da concentracao de lisozima, propomos a competicao entre esses dois fatores: o
aumento de R que aumenta o A e a diminuicao de £ que diminui o A do complexo LYZ
— DNA. Substituindo o raio do complexo dado pela Eq. e a densidade de carga
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dada pela Eq. na Eq. temos:

R (R P

i . 1 +m T % Tm
Ay B 17”max (250 - 1) C1 — C2
ro\G T (260 — 1) fcr r
= (1 1— . 14
( * = Tmax) L (260 - 1) C1 — C2 Tmax (5 )
Definindo (2 D
0— 8]
my = , 5.15
? (250 - 1) C1 — Co ( )
A r o\3 T
— =11 1-— . 1
AO ( T Tmax) ( e rmax) (5 6)

o T'max (Kacf)n

Lembrando que r é a isoterma de Hill, secao|3.3.1, r= ————-—— .
a ‘ 1+ (K.C)

Varios ajustes foram feitos com a Eq. que retornavam parametros consis-
tentes contanto que o parametro m; permanesse fixo para cada [Na]. Nesses ajustes,
o expoente de Hill n — 1, indicando que a interacao da lisozima com o DNA é um
processo nao cooperativo. O parametro my nos fornece uma estimativa de como a pro-
teina se liga ao DNA e como a proteina pode mudar a conformagao com o comprimento
idnico, esperamos valores distintos deste parametro para cada [Na|. Assim, buscamos
um ajuste com todos os parametros livres. Propomos usar o modelo quenched que
usamos para o complexo B—CD—DNAE] considerando o comprimento de persisténcia
local variavel, como sugerido por Manning [25], devido a presenca das interagdes ele-
trostaticas de longo alcance. Desta forma, ajustamos o comprimento de persisténcia A

para o complexo LYZ — DNA por:

A v (o). (5.17)

em que a razdo Ag/Aman. € dada pelo inverso da Eq. e r é a isoterma de Hill com

3Note que o modelo que usamos para o complexo S-CD—DNA:

1 PO P1 AO AO

—=—+4+——=—=1 — -1
A~ A4 a4 T a T T\g

Sendo r a probabilidade do segmento assumir o comprimento de persisténcia A; e (1 — r) a probabi-

lidade do segmento assumir Ag.
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n = 1.

A Figura [5.13| apresenta o ajuste do comprimento de persisténcia A do com-
plexo LYZ — DNA em funcao da concentracao total de lisozima na amostra usando a
Eq. . Nesta figura, o comprimento de persisténcia do complexo, A, foi normali-
zado pelo comprimento de persisténcia do DNA puro, Ay, para cada [Na|; os valores
nao normalizados sao apresentados na Figura Os parametros obtidos para cada

concentracao de sodio estao apresentados na tabela

| [Na] mM | K, M™! | omy | my |
100 [ (2,5+0,5)x10° [6,94£0,8 [ 1,1+£0,1
150 | (1,34+0,4) x 10° [ 4,44£0,9 | 1,1£0,1
250 | (1,1£0,5)x10° | 2,140,5|1,0+0,1

Tabela 5.1: Resultado do ajuste apresentado na Figura .

O alto valor de K, (~ 10°) M~ reflete o fato de que para baixas concentragoes
de lisozima na amostra, da ordem de micromolar, uma quantidade consideravel de
lisozima se liga ao DNA. Note que a medida que aumentamos a concentracao de sodio
esta constante diminui, como esperado. Isto porque aumentando [Na| a blindagem das
cargas da proteina aumenta e por consequéncia a afinidade entre a lisozima e o DNA
diminui pelo enfraquecimento da atragao eletrostatica. O parametro m; fornece-nos
uma ideia de como a proteina se liga a dupla hélice. Quando o DNA esta todo coberto
com a proteina, r = Tyay, temos que o raio médio do complexo é Ry = Ro(1 + my),
como vemos no sistema de referéncia apresentado na Figura Ry = Ro+ Dp e
desta forma m Ry é o diAmetro da lisozima perpendicular a fita do DNA. Como o raio
do DNA é Ry ~ 1,2 nm, (my x 1,2) nm representa o diametro da lisozima. Desta
forma, vemos que a conformacao da proteina muda ao alterarmos a concentragao [Na].
A lisozima pode ser considerada um elipséide cujas dimensoes sao 3,3 nm X 3,3 nm X
5,5 nm [51]; entdo, esses resultados indicam que para [Na]=100 mM a lisozima se liga
ao DNA com o didmetro maior perpendicular ao DNA e quando aumentamos [Na|, a
proteina muda sua conformagao até se ligar com o diametro menor perpendicularmente
a fita do polimero para [Na|=250 mM.

Substituindo os valores na equacao da definicdo do parametro ms, Eq.
encontramos os valores para a fracao de cargas neutralizadas f, apresentados na tabela
Este resultado indica que as lisozimas neutralizam todos os fosfatos deixando o

complexo LYZ — DNA mais flexivel na saturacao das lisozimas ligadas.
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| [Na]mM |  my
100 | L,1+0,1]1,2+0,2
150 | 1,140,1|1,240,2
950 | 1,040,1|1,1+0,2

Tabela 5.2: Fragdo de cargas neutralizadas.
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Figura 5.13: Ajuste do comprimento de persisténcia do complexo LYZ— DNA em funcio da
concentracao total de LYZ na amostra usando a FEq. [5.17 Pontos azuis: valores medidos para
[Na] = 250 mM; quadrados pretos: valores medidos para [Na| = 150 mM; tridngulos vermelhos:

valores medidos para [Na|= 100 mM.



Capitulo 6
Conclusoes

Caracterizamos a interacao entre a $-CD neutra e a molécula de DNA realizando
estiramentos de moléculas tnicas com a pinca Optica. Os resultados experimentais
sugerem que esta interacao ocorre em dois modos, sendo que o segundo aparece apos
a saturagdo do primeiro. Para baixas concentra¢oes de 5-CD (0 < Ct < 6 mM)
ha a formacao de clusters grandes, compostos por aproximadamente quinze moléculas
de CD, aumentando o comprimento de persisténcia local do complexo CD-DNA. Os
pares de bases ao girarem para fora da molécula de DNA, por flutuacoes térmicas,
podem formar pontes de hidrogénio com os clusters de [-CD. Este efeito aparece
significativamente para concentracoes mais altas de CD (6 < Cr < 16 mM) devido
ao aumento do numero de clusters. Esta ligacao que envolve um ou dois pares de
bases (expoente de Hill n ~ 1,6) impede os pares de bases girarem de volta para
dentro da molécula de DNA desnaturando-o localmente, o que explica o decréscimo do
comprimento de persisténcia neste intervalo de concentracao de -CD neutra.

Nossa ideia de que a cooperatividade pode ser controlada mudando a carga
superficial da molécula de 5-CD foi confirmada pelos expoentes de Hill obtidos. No
caso da (-CD catidnica n =~ 4 e para a $-CD neutra n =~ 15. Nossos resultados indicam
que os clusters de 5-CD ligados ao DNA tem a caracteristica da fase de clusters em
equilibrio proposta por Stradner [43)].

Por meio do pincamento 6ptico, caracterizamos também a interacao entre a li-
sozima e a molécula de DNA realizando estiramentos de moléculas tinicas em diferentes
concentragoes de s6dio. Os resultados experimentais sugerem que o comportamento
nao monotdnico do comprimento de persisténcia do complexo LYZ — DNA em funcao
da concentracao de lisozima na amostra se deve a competicao entre dois fatores: o
aumento do raio do complexo que aumenta a rigidez do mesmo e a diminuicao da

densidade de carga & que diminui o comprimento de persisténcia do complexo LYZ —
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DNA.

A ideia da mudanca da conformagcao da lisozima ao alterarmos a blindagem desta
proteina, mudando a concentracao de sdédio na amostra, na interacdo com o DNA é
confirmada pelos valores dos parametros m; para as diferentes [Nal. A medida que
aumentamos a blindagem da proteina, esta muda a conformacao de forma a aumentar
sua area proxima a molécula de DNA. Isto, por diminuirmos a repulsao eletrostatica

entre as cargas negativas do DNA e as cargas negativas polarizadas da lisozima.
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Calculo da < r;, > para um polimero

O vetor cujo modulo é a distancia entre as duas extremidades do polimero é

dado por:

7::3e = F(L) - F<O)7

(A.1)

sendo 7(0) o vetor posi¢do da primeira extremidade da cadeia poliméria e 7(L) o vetor

posicao da outra extremidade. Neste sistema de referéncia, como a primeira extremi-

dade em s = 0, a outra estarda em s = L, o comprimento de contorno da molécula.

Desta forma,

assim,

(|l = (|F(L) — 7(0)]?).

Além disso, sabemos que

f(s):%;»/o dF:/O i(s')ds'.

Usando a Eq.

o= ) s | [ ) its"as'| )

- /0 K /0 C s <£(s’) : 5(3”)>.

Como vimos no Capitulo [3]

’ "

S — S

<f(s/).f(3/,)> = exp (—T> :

59

(A.2)

(A.5)
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Substituindo a Eq. na Eq. podemos dividir a integral em duas partes iguais:

"

<’I“ze> = 2/L exp (i> /S exp (S_,) dSldSN, (A?)
0 A 0 A

Resolvendo esta integral obtemos:

L
(rZ) =2AL —2A° {1 — exp (_Z)} : (A.8)
Assim, para o polimero nos limites flexivel e muito rigido temos:

(i) no limite flexivel, L >> A,

(rZ) ~2AL (A.9)
(ii) no limite muito rigidd’} L << A,
L L?
2 ~ _ 2 _ _ -
(rZ,) = 2AL —2A {1 (1 1+ 2A2>} (A.10)
(rZ)y=1? (A.11)

Estes resultados sao apresentados no Capitulo |3| para a distancia quadratica
média entre as duas extremidades do polimero nos limites rigido e flexivel. Observe
que no limite rigido, esta distancia depende predominantemente do comprimento de
contorno da molécula, como esperado, visto que neste caso o polimero se assemelha a

uma haste rigida.

! Neste limite expandimos a exponencial até segunda ordem.



B
Calculo do valor médio de |t L\Q

Como discutido no Capitulo [3| para decompor a energia dada pela Eq. em
modos normais, usamos a transformada de Fourrier ¢ 1 ( f €5t (s)ds. Assim, a

transformada inversa e a derivada desta serdao:

- 375523) - / e~ (—iq)E. (q)dq. (B:2)

Substituindo estas equagoes na Eq. temos:

1 L et 2 F o,
E = —kgT Al— — |t ds — FL
WLC 5B /0 D5 T| 17| ds
1 : 2
= —kgT A—: ~us(—iq)t, (q)d
QB/O 47T2/€ (—ig)ti(q)dg| +
F 1 - 2
— s — FL. B.
T / e "t (q)dq| ds (B.3)
Usando a defini¢ao da delta de Dirac, §(q — q 1 fe” ~9(s, obtemos a
equagao da energia apresentada na Eq. [3.19]
1
Ewic = §kBT/ {Aq + —} |tL\ dq— FL. (B.4)
Escrevendo-a para cada modo normal:
kgT F <2
E =— AP+ — ) |t B.
WLC ) 5 ( q +kBT) (9)| (B.5)
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A funcao particao Z pode ser escrita como:

Ewreg, -
1/, , F\,-
= /exp |:—§ (Aq + k’B_T)
27T]{IBT
= B B.
V A@?ksT + F (B.6)

Assim, por definicao podemos calcular o valor médio de !fi(q)‘gz

<2 1 <2 1 F

& > =— | |§ —~[A¢ + —
< (9)| Z/ (9)| eXp[ 2( q +I<:BT)
uma integral gaussiana cuja solucao é tabelada. Substituindo a fungao particao Z, Eq.

[B.6] no denominador da Eq. temos:

- 9 kT
([ia)]*) = T T (B.8)

, (B.7)

fi(Q)

Wl

e desta forma, obtemos o valor médio de |t | integrando o valor médio de |ti(q) ‘2 sobre
todos os modos e multiplicando o resultado por um fator 2, que corresponde as duas

componentes (z e y) de . Assim,

<|tl(q)|2> = 2/%<|ﬂ(@)\2>dq

1 / kT
- n) A@kgT + F e
(B.9)

e com uma simples mudancga de variavel, identificamos que o resultado da integral é

uma fungao arco tangente. Aplicando os limites de integragdo (—oo a +00) temos a
Eq. apresentada no capitulo

(t.*) = ,/%. (B.10)



C
Artigo publicado

Neste apéndice apresentamos o artigo publicado na revista The Journal of Phy-
stcal Chemistry Letters referente a uma parte do trabalho apresentado nesta tese: ca-

racterizacao da interacao da $-CD neutra com a molécula de DNA.
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Controlling Cooperativity in f-Cyclodextrin—DNA Binding Reactions

P. S. Alves,T O. N. Mesquita,T and M. S. Rocha**

fDepartamento de Fisica, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antdnio Carlos, 6627, Belo Horizonte, Minas Gerais 31270-901,

Brazil

1:Departamentcv de Fisica, Universidade Federal de Vigosa, Av. P. H. Rolfs s/n, Vigosa, Minas Gerais 36570-900, Brazil

ABSTRACT: We have investigated the interaction between the native neutral -
cyclodextrin (CD) and the DNA molecule by performing single-molecule stretching
experiments with optical tweezers. In particular, we have monitored the changes of the
mechanical properties of the CD—DNA complexes as a function of the CD
concentration in the sample. By using a quenched disorder statistical model, we were
also capable to extract important physicochemical information (equilibrium binding
constants, cooperativity degree) of such interaction from the mechanical data. In
addition, we have found that the interaction occurs by two different mechanisms, first
with the formation of relatively large CD clusters along the double helix, which thereafter
can locally denature the DNA molecule by forming hydrogen bonds with the base pairs
that eventually flip out. A prediction of our quenched disorder model was that Ty T s s i o e
cooperativity could be controlled by adjusting the surface charge of f-CD molecules.

This prediction is confirmed in the present work.

C yclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides widely
used in food, pharmaceutical, and chemical industries and
also in agriculture and environmental engineering. The three
common subtypes of CDs are called a-, -, and y-cyclodextrins,
which consist, respectively, of six, seven, and eight p-glucose
units joined by glucosidic linkages. The spatial structure of the
three CD subtypes resembles a truncated cone with a relatively
hydrophobic inner cavity and a hydrophilic outer surface. Such
structure gives CDs the important properties to be a water-
soluble molecule with an inner cavity that is able to
accommodate hydrophobic compounds forming host—guest
inclusion complexes. Therefore, CDs can be used to increase
the solubility and bioavailability of hydrophobic molecules."

Although well used in the applications previously mentioned,
the interaction between CDs and the DNA molecule has been a
subject of intense discussion along the past years," > with some
contradictory results found in the literature. @-CD, for example,
has been studied in the past years by Komiyama,® Tee,” Jaffer et
al,* and others. Some of these works suggest that a-CD cannot
interact with DNA because the inner cavity of this molecule is
too small to accommodate flipped-out DNA base pairs;"®’
however, the more recent work of Jaffer et al. has found that a-
CD aggregates can form hydrogen bonds with the DNA base
pairs that flip out spontaneously at room temperature, thus
inducing DNA denaturation.*

The investigation of the molecular aspects of the DNA
interactions with the various types of CDs is important to
evaluate possible intracellular effects caused by CDs because
they are used in the composition of consumable products. In
addition, modified cationic CDs are known to interact strongly
with DNA,® being used to condense this biopolymer and to
introduce it into small vesicles for gene therapy applications.’

v ACS Pub“cations © 2015 American Chemical Society

3549

0.024 T T T T T T T

0.023 |-

0.022 -

0.021 -

1/A (nm™)

0.019 |-

0.018 |-

0.017 |-

0.016

In our previous work on the interaction of monocationic f-
CD (6-monodeoxy-6-monoamine-f-cyclodextrin) and DNA,*
we were able to demonstrate very general aspects of this
reaction. Our experimental data could only be explained when
we considered, in our two-sites quenched statistical model, that
the cationic CD—DNA reaction was positively cooperative.
Positive cooperativity occurred because as the cationic CD
interacts with a flipped-out DNA base, it locally denatures
DNA, causing an increase in the complex flexibility. This effect
increases polymer statistical fluctuations with consequent
increase in the rate of flipped-out DNA bases, which, in turn,
increases the binding rate of CD—DNA in a positive manner.
We obtained a Hill exponent, which is a measure of
cooperativity, near four, indicating that about four molecules
of cationic CD were binding to DNA as clusters, decreasing
locally the value of the persistence length of the complex. When
two such clusters are nearest-neighbors (about eight CDs
molecules) the complex becomes stiffer as seen in the data,
explaining the nonmonotonic dependence of the persistence
length curve as a function of cationic CD concentration. The
model suggests that the size of such clusters is fixed because
there is an attractive short-range interaction mediated by DNA
elasticity, competing with a long-range repulsion because the
cationic CDs are positively charged, such that when the ligand
concentration is increased, the number of clusters are increased
but not their size. This was a very important ingredient in our
model.

This sort of clusterized-phase has been reported by some
authors along the past years for colloidal and protein solutions
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and has been a subject of intense discussion."’”"* In fact, to

interpret their experiments on colloidal and lysozyme solutions,
Stradner et al. proposed the existence of an equilibrium
clusterized-phase for a certain range of concentrations, where
the size of formed long-lived clusters remains constant
independently of solute concentration but not their number,
which increases as the solute concentration increases;"’
however, this interpretation of long-lived clusters has been
questioned by Shukla et al, who claimed that the system
contains largely repulsive individual lysozyme proteins,'* and
also by Porcar et al,, who claimed that the formed clusters in
concentrated lysozyme solutions are dynamical, with a lifetime
of 25 ns."’ In our model, the clusters are formed when CD
binds to flipped-out basis of DNA. Such a process was
considered to be irreversible (quenched statistical model).® Our
results indicate that the type of clusters needed to explain our
data have the characteristics of the clusters proposed by
Stradner et al.'® Nevertheless, one should note that these
clusters are bound to the DNA molecule, and the nature of
similar clusters free in solution can be different. In addition, our
model suggests that cooperativity for the CD—DNA reaction
could be controlled by changing the surface charge of the CD
molecules. In the present work, we study the reaction between
neutral CD and DNA. Because there is no Coulomb repulsion
between the neutral CDs, we would then expect that larger
clusters will be formed. In our model, larger clusters mean
larger Hill exponents and larger cooperativity. Our data and
analysis for the binding reaction between neutral CD on DNA,
which will be presented later, confirm this prediction, showing
that one can control the cooperativity of the CD—DNA binding
reaction by changing the surface charge of the CD molecules.
Such discovery can be extended to improve the investigation of
other similar DNA—ligand systems. This type of information
can be of great impact in drug design and applications, allowing
one to control more precisely the binding reactions and the
overall processes in which a ligand binds to the DNA molecule.

The samples here consist of »-DNA molecules (Promega)
end-labeled with biotin in a phosphate-buffered saline (PBS)
solution with [Na] = 150 mM. The DNA base-pair
concentration used in all experiments was Cy, = 2.4 M. One
end of the DNA molecules is attached to a streptavidin-coated
glass coverslip using the procedure described by Amitani,"?
while the other end of the molecule is attached to a
streptavidin-coated polystyrene bead with a diameter of 3 ym
(Bangs Laboratories).

We use optical tweezers consisting of a 1064 nm ytterbium-
doped fiber laser with maximum output power of 6.0 W (IPG
Photonics) mounted in a Nikon TE-300 inverted microscope
with an infinite corrected objective (100X NA 1.4). The
apparatus is previously calibrated by two independent methods
using free beads in solution: Stokes force calibration and by
analyzing the Brownian fluctuations of the bead in the potential
well of the tweezers, from which we determine its trap stiffness
k""" Once calibrated, the tweezers are used to trap the
polystyrene bead attached to a DNA molecule. By moving the
microscope stage and consequently the coverslip using a
piezoelectric actuator, we stretch the DNA while monitoring
the changes of the bead position in the tweezers’ potential well
by using videomicroscopy.

We limit the maximum stretching forces to ~3 pN in all
experiments, working therefore within the entropic regime. The
Marko—Siggia worm-like chain'® expression for the entropic
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force is used to fit the experimental data and to extract the basic
mechanical parameters: the persistence and contour lengths.

The buffer solution containing the DNA molecules can be
changed by using micropipettes, such that one can easily
change the CD concentration in the sample chamber, and
therefore monitor the mechanical properties of the CD—DNA
complexes for each situation maintaining the same DNA
molecule trapped in the tweezers. All measurements were
carried out at room temperature (25 °C). More details of the
experimental methods and procedures were can be found in our
refs 15 and 17.

First, we have studied the kinetics of the interaction between
native neutral CD and the DNA molecule. From these
measurements we obtained the typical time scale for the
CD-DNA complexes attain the chemical equilibrium under
our experimental conditions, after the addition of a certain
concentration of CD in the sample chamber. Moreover, we
have also monitored the changes on the mechanical properties
of the CD—DNA complexes as a function of the drug diffusion
time in the sample chamber. We start stretching a bare DNA
molecule S times to obtain the mean values of the mechanical
properties and the associated error bars (standard deviation of
the mean value). Next, we change the PBS solution,
introducing CD at a chosen concentration Cp. While we
performed this procedure the bead is maintained trapped in the
optical tweezers to guarantee that the entire experiment is
performed with the same DNA molecule. The next measure-
ments are performed sequentially to study the changes in the
persistence and contour lengths of the CD—DNA complexes as
a function of time, with a fixed CD concentration.

Figure 1 shows the typical behavior of the persistence length
for a CD—DNA complex, obtained using a CD concentration
Cr = 2 mM in the sample. Observe that the persistence length
exhibits a nonmonotonic behavior as a function of time: It
increases until ~3 min and then decreases until reaching the
chemical equilibrium, remaining constant thereafter.
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Figure 1. Persistence length A of a CD—DNA complex as a function
of time, obtained for a CD concentration C; = 2 mM. Observe that
such mechanical property exhibits a nonmonotonic behavior as a
function of time: It increases until ~3 min and then decreases until
reaching the chemical equilibrium, remaining constant thereafter.

DOI: 10.1021/acs.jpclett.5b01603
J. Phys. Chem. Lett. 2015, 6, 3549—3554



66

The Journal of Physical Chemistry Letters

The contour length of the complex, on the contrary, remains
constant as a function of time and equal to the value found for
the bare A-DNA (~16.5 um, data not shown).

Once we have determined the typical time scale for the CD—
DNA complexes to achieve the chemical equilibrium, the
changes on the mechanical properties of such complexes as a
function of the CD concentration in the sample (Cr) can now
be studied under the equilibrium situation. Figure 2 shows the
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Figure 2. Persistence length A of CD—DNA complexes as a function
of the CD concentration in the sample Cr. Observe that the
persistence length of the CD—DNA complexes exhibits a non-
monotonic behavior: It first increases for small concentrations from
the bare DNA value (~42 nm) until reaching ~61 nm at C; & 6 mM
and then decreases for higher concentrations. Inset: data obtained for a
single CD—DNA complex, that is, without averaging over different
DNA molecules.

persistence length (A) behavior as a function of the CD
concentration in the sample (Cr). Each data point is an average
over three different DNA molecules, each one stretched five
times for each value of Cr, as previously explained. We wait
~20 min after changing the CD concentration in the sample
before starting the next set of stretching measurements. This
time interval is sufficient for the complexes to achieve the
constant equilibrium values of the mechanical properties, as
shown in Figure 1.

For comparison purposes, the inset of Figure 2 shows the
data obtained for a single CD—DNA complex, that is, without
averaging over different DNA molecules. In this case, each
point is the mean value obtained from five stretchings.

Observe that the persistence length of the CD—DNA
complexes exhibits a nonmonotonic behavior: It first increases
for small concentrations from the bare DNA value (~42 nm)
until reaching ~61 nm at Cr & 6 mM and then decreases for
higher concentrations.

The contour length of the CD—DNA complexes otherwise
remains constant within the error bars for the concentration
range studied here. Figure 3 shows such behavior.

For the cationic CD—DNA interaction studied in ref 8 we
observed first a decrease in the persistence length and later an
increase as a function of the cationic CD concentration. Finally,
we observed an abrupt transition to very a small persistence
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Figure 3. Contour length L of CD—DNA complexes as a function of
the CD concentration in the sample Cr. Observe that L remains
constant within the error bars for the concentration range studied
here.

length (~10 nm), which was consistent with a nearly complete
DNA denaturation. The results of that work are in agreement
with the picture that CD captures flipped-out DNA basis,
locally denaturing the DNA and consequently decreasing the
persistent length of the complexes. In fact, our model fitted well
the data if one considers that the binding of cationic CD to
DNA is a cooperative process with a Hill exponent of around
four, which indicates that clusters of about four CDs bind to
DNA. When two clusters are nearest-neighbors (about eight
cationic CD molecules) the complex becomes stiffer with an
increase in the local persistence length, until finally the whole
DNA becomes denatured. In the data of Figure 2 for the
neutral CD—DNA interaction we observe that the complex
becomes stiffer and later becomes more flexible as a function of
the neutral CD concentration. In comparison with the cationic
case, the initial more flexible phase does not occur for the
neutral case, suggesting that larger clusters (more than eight
CD molecules) are cooperatively binding to DNA. This is what
one would expect from the clusterized-phase'® hypothesis
because in the presence of Coulomb repulsion smaller clusters
are stabilized, whereas for the neutral case larger clusters can
occur. Our assumption is that we can control cooperativity in
the CD—DNA reaction by controlling the surface charge of the
CD molecules. Later we will apply our quenched disorder
statistical model®'”'® to obtain quantitative parameters for this
binding reaction that confirms our previously described
assumption.

Basically, the approach consists in fitting the persistence
length data to a quenched disorder equation for the effective
persistence length that contains a binding isotherm. Such fitting
allows one to effectively extract physicochemical information
on the interaction from the persistence length data.'®

This model has been applied successfully to investigate the
interactions of the DNA molecule with various ligands that
induce nonmonotonic behaviors in the persistence length.*'”"
In general, this type of behavior arises when one has different
binding modes that change the local persistence length of the
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complex in different ways or when nearest-neighbor bound
ligands change the local persistence length differently from the
change introduced by an isolated ligand molecule."® When
there are two or more binding modes that coexist, a two-sites
quenched disorder equation®"” is necessary to fit the data. On
the contrary, when the second binding mode starts to play a
role only after the saturation of the first one, one can split the
nonmonotonic persistence length into two monotonic data to
perform separate fittings, each one with a simpler one-site
quenched disorder equation."> We have tested these two
approaches on the data of Figure 2. When using the two-sites
approach the fitting returns inconsistent results (unrealistic
physicochemical parameters), which strongly indicates that the
second case is the one that occurs here; that is, there is a strong
preference for one type of binding mode, such that a second
mode can occur only after the saturation of the first mode.
Therefore, we use the one-site version of the model to fit the
data of Figure 2.

The one-site quenched disorder model predicts that the
effective persistence length A of the DNA—ligand complex can
be written as'>"®

1 1 =71/t 7/ ax
A A,

A )
where A, is the persistence length of the bare DNA, A, is the
local persistence length that is changed due to ligand binding, r
is the bound ligand fraction (bound ligand per DNA base
pairs), and r,,,, is the saturation value of r.

The fraction r/r,,, can be expressed by a convenient binding
isotherm that captures the physical chemistry of the interaction.
Here we have chosen the Hill binding isotherm, which
effectively takes cooperative binding into account.'® Such
isotherm reads

imax (K Cp)"

1+ (KRG’ @
where K; is the equilibrium association constant, C; is the free
(not bound) CD concentration in the sample, and # is the Hill
exponent. Furthermore, C¢ = C; — C,, where C, is the bound
concentration of CD on DNA. Because C, < Cy, = 2.4 uM <
Cr (mM), then C; ~ Cr.

The Hill exponent is a parameter that measures the
cooperativity degree of the reaction. If n > 1, the interaction
is positively cooperative; that is, a bound ligand molecule
increases the affinity of DNA for subsequent ligand binding. If n
< 1, otherwise, the interaction is negatively cooperative and a
bound ligand molecule decreases the affinity of DNA for
subsequent ligand binding. If n = 1, the interaction is
noncooperative and the affinity is independent of the number
of bound ligand molecules. The Hill exponent is also a lower
bound for the number of cooperating ligand molecules involved
in the reaction.'®

A complete detailed discussion about the model and its
application in extracting physicochemical information on the
interaction from the persistence length data can be found in ref
18.

In Figure 4, we show the fitting corresponding to the
concentration range in which the persistence length monotoni-
cally increases as a function of the CD concentration in the
sample (0 < Cp < 6 mM). For convenience to fitting with eq 1,
we plot the inverse of the persistence length as a function of Cr.
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Figure 4. Points: inverse persistence length of the CD—DNA
complexes as a function of the total CD concentration for the range
0 < Cr < 6 mM. Solid line: a fitting to the model, which returns the
physicochemical parameters for the first binding mode: K, = (2.9 +
05) x 10* M, n=15+ 3 and A, = (62 + 3) nm.

From the fitting, we determine the physicochemical
parameters corresponding to this first binding mode: K; =
(29+£05)x10*M Y, n =15+ 3,and A; = (62 + 3) nm. In
this fitting, Ay = 42 nm was maintained as a fixed parameter.

The fact that we have successfully fit the data for 0 < Cp < 6
mM with a single equilibrium association constant is a strong
indication that a single binding mechanism exists in this
concentration range.m' ? In addition, the low value found for
the equilibrium constant K; (~10*> M™") reflects the fact that
one needs a very high concentration of CD molecules in the
sample (in the range of millimolar, that is, 3 orders of
magnitude higher than the DNA base-pair concentration) to
have a considerable amount of CD molecules bound to the
DNA. This result is in agreement with our previous work on
the CD—DNA interaction, in which we have used CD
concentrations in the range of micromolar and thus have not
detected any interaction between neutral /-CD and DNA.® In
addition, as previously mentioned, in this work we have also
investigated the interaction between a monocationic derivative
of p-CD, finding in this case an equilibrium association
constant on the order of 10° M™.° This result strongly
indicates that electrostatic driven interactions between the
cationic CD molecules and the negative charged phosphate
backbone of the double helix play an important role in this
system. In addition, such results indicate that neutral CDs are
much safer to be used in the composition of consumable
products due to their much weaker interaction with DNA.

The result obtained for the Hill exponent indicates a high
positive cooperativity in this CD—DNA binding mode and also
suggests that bound clusters of ~15 CD molecules are formed
along the DNA double helix.® For comparison purposes, in ref
8 we have found the result n = 345 + 0.15 for the
monocationic CD previously mentioned. These results
emphasize again the important role of the electrostatic
interactions in this system. In fact, it is well established that
CDs have a tendency to form clusters in water-based
solutions.”*"”** The size of such cluster should be defined by
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a balance between an attractive short-range interaction and a
repulsive lon§—range electrostatic interaction that allows its
stabilization.'’ For neutral CDs there are no repulsive forces
such that we expect a much higher value for the Hill exponent,
as we have obtained, confirming our assumption that
cooperativity in S-CD—DNA binding reactions can be
controlled by changing the surface charge of $-CD molecules.

Finally, the value obtained for the local persistence length, A,
= (62 * 3) nm, indicates that this first binding mode increases
the local persistence length of the complexes.

Figure S shows the inverse persistence length as a function of
the total CD concentration for the range 6 < C; < 16 mM. A
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Figure 5. Points: inverse persistence length of the CD—DNA
complexes as a function of the total CD concentration for the range
6 mM < Cr < 16 mM. Solid line: a fitting to the model, which returns
the physicochemical parameters for the second binding mode: K; =
(87 + 16) M~ n = 1.6 + 0.3, and A, = (12.6 £ 0.5) nm.

fitting similar to the one shown in Figure 4 was performed to
study the change of the persistence length from the initial value
A, = (62 £ 3) nm (determined from the first fitting and now
maintained fixed) up to a final value A,. For this second binding
mode, the physicochemical parameters obtained are K; = (87 +
16) M7}, n = 1.6 £ 0.3, and A, = (12.6 + 0.5) nm.

These results show that the equilibrium association constant
for the second binding mode is about three times lower than
the constant of the first binding mode. In addition, the Hill
exponent of the second mode (~1.6) indicates that there is still
a positive cooperativity, even though much smaller than for the
first binding mode. Finally, the decrease observed in the
persistence length for this concentration range can, in principle,
be interpreted in two different ways. In fact, Spies et al. have
shown that #-CD can form stable host—guest complexes with
flipped-out purine bases, inducing local DNA denaturation.’
Nevertheless, these authors have performed the experiments at
high temperatures (>50 °C), a situation in which the solubility
of p-CD increases and the presence of CD self-aggregates
becomes smaller. ™ Jaffer et al, on the contrary, have
performed experiments at room temperature, showing that
the abundant CD aggregates found in this situation can form
hydrogen bonds with spontaneously flipped-out DNA base
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pairs, prohibiting them from reverting back and thus inducing
denaturation.* Because our experiments were all performed at
room temperature, we believe that this second hypothesis is the
one that occurs in our system, with the formation of CD bound
clusters that thereafter induce DNA denaturation.

In summary, by performing single-molecule stretching
experiments with optical tweezers, we have characterized the
interaction between the native neutral f-CD and the DNA
molecule. The experiments performed here suggest that such
interaction occurs by two different mechanisms. First, for small
CD concentrations (0 < C; < 6 mM), there is a formation of
relatively large clusters (~15 molecules in average) that stay in
contact with the DNA double helix with a relatively small
equilibrium binding constant (~10> M), increasing the local
persistence length of the CD—DNA complex. When a base pair
flips out spontaneously due to thermal fluctuations, it can form
hydrogen bonds with the CD clusters. This effect appears to be
significant only at higher CD concentrations (6 < Cr < 16
mM) due to the increase in the number of available clusters.
These base-cluster linkages, which involve one or two base pairs
(Hill exponent ~1.6), prevent the base pairs from reverting
back and thus the DNA molecule became locally denatured,
which explains the decrease observed in the persistence length
in this CD concentration range.

Our assumption that cooperativity (value of Hill exponent)
could be controlled by changing the surface charge of $-CD
molecules was confirmed because for monocationic f-CD n ~ 4
and for neutral f-CD n ~1S5. Our results indicate that the
clusters bound to DNA have the characteristics of the
equilibrium clusters proposed by Stradner et al."®
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