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Resumo

Neste trabalho estudamos o comportamento elastico entrépico de uma molé-
cula de DNA do bacteriéfago A, aliando as técnicas de pingamento éptico,
videomicroscopia e correlacao de fétons. O método experimental permite a
manipulagao de uma unica molécula por vez. A molécula de DNA é anco-
rada a superficie de uma laminula de vidro e ligada a uma microesfera de
poliestireno de cerca de 3um de diametro. O pingamento 6ptico dessa mi-
croesfera permite a manipulacao e o estiramento da molécula de DNA. A
constante de forca da pinca éptica é obtida pela técnica de correlacao de
fétons. Medindo-se também o deslocamento da microesfera em relacao a sua
posicao de equilibrio no interior do poco da pinga, é possivel determinar a
forga exercida pelo DNA em funcao de seu estiramento. Essa forca é des-
crita pelo modelo ‘Worm-Like Chain’ (WLC), que permite a obtengao do

comprimento de persisténcia da molécula de DNA.



Abstract

This work combines optical tweezer, videomicroscopy and photon correlation
techniques in order to study the entropic elastic behaviour of single \-fage
DNA molecules. A DNA molecule is attached by one end to the surface of
a coverslip and by the other to the a 3um polystyrene bead. The optical
trapping of this bead enables the manipulation and stretching of the DNA
molecule. The photon correlation technique is used to measure the trapping
force constant. By measuring also the displacement of the bead relative to its
equilibrium position in the trapping potential well, it is possible to determine
the force DNA exerts as a function of its extension. This force is theoretically
described by the Worm-Like Chain (WLC) model and the persistence length
of the DNA molecule is obtained.
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Capitulo 1
Introducao

Embora a estrutura do DNA tenha sido desvendada hé cerca de 50 anos [1] e,
desde entao, tenha sido extensivamente estudada, alguns aspectos sobre essa
molécula ainda nao sao bem compreendidos. Em especial, seu comporta-
mento elastico tem sido muito estudado nos ltimos anos. As caracteristicas
elasticas do DNA sao importantes para sua funcao bioldgica, pois contro-
lam as modificacoes estruturais sofridas pela molécula, o que afeta processos
como a sua replicagao, a transcricao e a traducao da informacao genética.
O estudo das caracteristicas elasticas do DNA podem também auxiliar na
compreensao dos mecanismos de interacdo DNA-proteina [2].

Com o desenvolvimento da técnica de pingamento 6ptico [3], tornou-se
possivel a manipulacdo e o estiramento de uma tunica molécula de DNA.
Dessa forma, véarios experimentos tém sido realizados, utilizando diferentes
técnicas, para estudar-se as caracteristicas elasticas da molécula de DNA
[4,5,6,7,8].

Neste trabalho, utilizaremos as técnicas de pincamento éptico, videomi-
croscopia e correlagao de f6tons (espalhamento de luz dindmico localizado)|9]
para o estudo do comportamento elastico de uma tinica molécula de DNA,
eliminando-se, assim, os efeitos das interacoes intermoleculares e a necessi-
dade de se fazer médias estatisticas para a andlise dos resultados. Os resulta-

dos experimentais serao analisados modelando-se 0 DNA como um polimero



flexivel, descrito pelo modelo ‘Worm-Like Chain’ (WLC) [6, 10], que nos
permitird determinar o comprimento de persisténcia da molécula de DNA.

Nosso trabalho inicia-se com uma breve discussao sobre a estrutura dos
acidos nucléicos, em especial o DNA.

No capitulo 3, apresentamos o modelo teérico, fundamentado na fisica de
polimeros, que descreve a forca entrépica de uma molécula de DNA.

No capitulo 4, apresentamos as técnicas experimentais utilizadas, a mon-
tagem e os procedimentos experimentais e de ajuste dos dados obtidos.

Os resultados e conclusoes sao apresentados e discutidos nos capitulos 5

e 6.



Capitulo 2

A Estrutura dos Acidos

Nucléicos™

2.1 A Estrutura Basica dos Acidos Nucléicos

Os acidos nucléicos - o DNA e o RNA - sao longas cadeias poliméricas cons-
tituidas de uma seqiiéncia linear de unidades fundamentais denominadas nu-
cleotideos. Estes, por sua vez, sao formados por uma base nitrogenada, uma
pentose (um agucar constituido por 5 carbonos) e um ou mais radicais fos-
fato (POy).

A pentose é caracteristica do tipo de acido nucléico, sendo responsavel
pelo nome dado a cada um deles: encontra-se a ribose no acido ribonucléico
(RNA) e a desozirribose no acido desoxirribonucléico (DNA). O radical desozi
indica a auséncia de um dtomo de oxigénio presente na ribose (Figura 2.1).

Existem cinco tipos de bases nitrogenadas, duas delas derivadas da pu-
rina (as chamadas bases piricas) e trés derivadas da pirimidina (as bases
pirimidicas) (Figura 2.2). As bases puricas sao a adenina e a guanina. As

bases pirimidicas sdo a citosina, a timina e a uracila (Figura 2.3).

*Este capitulo foi baseado no livro Biochemistry. Para maiores informagoes veja [11].
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Figura 2.2: Os precursores das bases nitrogenadas

A timina é uma base nitrogenada exclusiva do DNA e a uracila é en-
contrada apenas em moléculas de RNA. De modo geral, a formagao de um
nucleotideo se da pela ligacao do carbono C-1 da pentose ao nitrogénio N-1
do anel pirimidico ou ao nitrogénio N-9 do anel ptrico. O grupamento fosfato
se liga & molécula através do carbono C-5 da pentose (Figura 2.4).

A cadeia de acidos nucléicos é formada pela polimerizacao de um grande
nimero de nucleotideos.” Nesse processo, a extremidade 3’-hidroxila da pen-
tose de um nucleotideo é conectada a extremidade 5-hidroxila da pentose
de outro nucleotideo adjacente por uma ponte de fosfodiéster. Essa ligacao
quimica é denominada ligag¢ao glicosidica. O crescimento da cadeia se d&, por-
tanto, a partir da extremidade 5" em diregao a extremidade 3’. Assim, forma-
se o ‘esqueleto’ (ou ‘backbone’) da cadeia nucleotidica, composta pelos fos-
fatos e pentoses. E importante dizer que a parte variavel dos acidos nucléicos

¢é a seqiieéncia dos quatro tipos de bases nitrogenadas. E nela que se expressa

tEssa polimerizacio é catalisada por uma classe de enzimas denominadas polimerases.
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Figura 2.3: Bases nitrogenadas presentes nos écidos nucléicos

Figura 2.4: Desoxiribonucleotideos de Adenina (a) e Citosina (b)

toda a gama de informagoes depositada no cédigo genético (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Fitas simples de DNA e RNA



2.2 0O Modelo de Watson-Crick

Tendo ja descrito a estrutura bésica dos acidos nucléicos em geral, passemos
agora a descricao mais detalhada da estrutura do DNA em especial, nosso
objeto de estudo.

Em 1953, o bidlogo James D. Watson e o fisico Francis Crick desvendaram
a estrutura tridimensional do DNA [1]. A anélise dos padroes de difragao
de raios-x obtidos por Rosalind Franklin e E. Goslin [12] em amostras de
fibras de DNA, além de outras evidéncias experimentais, os levou a propor
uma estrutura em dupla fita para o DNA com as seguintes caracteristicas

fundamentais:

e Duas cadeias nucleotidicas helicoidais dispostas ao longo de um eixo
comum. As cadeias correm em sentidos opostos (ou seja , partindo
de uma das extremidades dessa cadeia, observa-se que uma cresce no

sentido 3’—5’ e, a outra, no sentido 5'—3")(Figura 2.6);

e As bases nitrogenadas estao na parte interior da dupla hélice, enquanto
que as desoxirriboses e os fosfatos ficam na parte externa. O plano
das bases é perpendicular ao eixo da hélice. O plano dos actcares é

aproximadamente perpendicular ao plano das bases (Figura 2.7);

e O diametro da hélice é de 20 A. As bases adjacentes sdo separadas por
uma distancia de 3.4 A ao longo do eixo da hélice e relacionadas por
uma rotacao de 36°. Portanto, a estrutura helicoidal se repete ap6s um

periodo de 10 bases, ou seja, a intervalos de 34 A;

e As duas cadeias sao mantidas ligadas por pontes de hidrogénio entre
pares de bases. A adenina pareia-se sempre com a timina e, a citosina,

sempre com a guanina (Figura 2.8)

e Nao ha qualquer restricao a seqiiéncia de bases ao longo de uma das

fitas. E a seqiiéncia de bases que carrega toda a informagcao genética.



Figura 2.6: Dupla Hélice de DNA. As fitas correm em sentidos opostos.

A pista fundamental para que Watson e Crick postulassem o esquema de
pareamento de bases proposto veio dos trabalhos de Erwin Chargaff [13], que
observou que a razao entre bases puricas e pirimidicas, para todas as espécies
estudadas, era préoxima de 1 e, mais ainda, que as razoes adenina/timina
e citosina/guanina eram também préximas da unidade. O pareamento es-
pecifico entre bases € sem duvida a caracteristica mais importante do modelo
da dupla-hélice. Ha também razoes estereoquimicas para que o pareamento
seja da forma descrita. Uma delas se relaciona a regularidade do esqueleto
pentose-fosfato de cada cadeia nucleotidica. As ligacoes glicosidicas conec-
tadas a um par de bases ligadas estdo sempre a uma distancia de 10.85 A. Um
par base purica-base pirimidica se encaixa perfeitamente nesse espaco. Em
contrapartida, nao hé espago suficiente para duas bases ptricas. Ha espaco de
sobra para duas bases pirimidicas; elas, porém, estariam muito distantes entre
si para a formagao de pontes de hidrogénio. O pareamento de bases é também
regido por requisitos necessarios para a formacao das pontes de hidrogénio.
Os atomos de hidrogénio apresentam posicoes bem definidas nas bases nitro-
genadas. A adenina nao pode parear-se com a citosina porque haveria dois

hidrogénios proximos a um dos sitios de ligacao e nenhum préximo ao outro.



Fosfato ’

Figura 2.7: Dupla Hélice de DNA. Observe a perpendicularidade en-
tre os planos do anel da pentose e da base nitrogenada.(Modificada de
Genes VI [14])

Pelo mesmo motivo, a guanina nao pode parear-se com a timina. Por outro
lado, a adenina parea-se bem com a timina, com a formacao de duas pontes
de hidrogénio, e a citosina forma trés pontes de hidrogénio com a guanina
(Figura 2.8).

O modelo de dupla-hélice sugere imediatamente um engenhoso mecanismo
para a replicacdo do DNA. Watson e Crick [15] publicaram sua hipétese ape-
nas um mes depois de haverem publicado sobre seu modelo. Posteriormente,
provou-se que os fundamentos propostos por eles estavam corretos. A carac-
teristica essencial para a replicacao é o pareamento das bases. Sabendo-se
a sequeéncia de bases de uma das fitas, pode-se, gracas ao pareamento es-
pecifico, conhecer exatamente a seqiiéncia da outra fita. Dessa forma, o que
ocorre, em linhas gerais, no processo de replicacao é a separagao prévia das
fitas (quebra das pontes de hidrogénio) e cada uma delas funciona como um

molde para a sintese de uma nova cadeia complementar. Esse processo é



Figura 2.8: Emparelhamento das bases do DNA

catalizado por enzimas denominadas polimerases, que vao incluindo novos
nucleotideos que se pareiam especificamente com os do molde, formando-se a
nova fita complementar. A replicacao é chamada de semiconservativa, ja que
cada dupla-fita é constituida por uma fita do DNA que a originou (o molde)
e uma nova fita recém-sintetizada (Figura 2.9)

A estrutura discutida refere-se ao chamado B-DNA, que é a forma mais
comumente encontrada nos organismos vivos. Sabe-se, porém, que existem
também outras conformagoes. O DNA tipo A é uma forma mais compacta,
que ocorre em meios onde a humidade relativa cai a menos de cerca de
75%. O Z-DNA é uma dupla hélice que gira em sentido contrario e cu-
jos grupos fosfato descrevem um movimento de ‘zig-zag’ ao longo da cadeia
(dai o nome Z-DNA) (Figura 2.10). Uma caracteristica também importante

da estrutura do DNA é a presenca de dois tipos de reentrancias, denomi-

10



Figura 2.9: Replicacao do DNA: A dupla hélice original (em branco) se separa.
Uma nova fitas simples (em preto) comega a se formar a partir de cada fita simples

original. No fim do processo, teremos duas novas duplas hélices idénticas.

nadas ranhuras (ou sulcos). Distinguem-se, especialmente no B-DNA, dois
tipos de ranhuras - a ranhura menor e a ranhura maior. A assimetria na
profundidade e dimensao desses sulcos ocorre porque as ligagoes glicosidicas
de um par de bases nao se encontram diametralmente opostas uma a outra.
O acesso a informagao genética e a interacao DNA proteinas se dd através
dessas ranhuras, especialmente a ranhura maior. A tabela 2.1 apresenta as

caracteristicas mais importantes dos trés tipos de DNA.

11



ranhura
maior

A-DNA

Figura 2.10: Formas mais comuns de DNA dupla-hélice

Forma A-DNA B-DNA Z-DNA
Distancia entre os | 2.3A 3.32A 3.8A
pares de bases (pb)
Diametro da hélice 25.5A 23.7A 18.4A
Sentido de rotagao horario horario anti-horario
N° de pb por volta ~ 11 ~ 10 12
Passo da hélice 24.6A 33.2A 45.6A
Angulo da normal ao | 19° 1.2° 9°
plano do pb em relagao
ao eixo da hélice
Ranhura maior muito estreita e | larga e mediana- | chata

muito profunda mente profunda
Ranhura menor muito larga, rasa estreita e mediana- | muito estreita e

mente profunda

muito profunda

Tabela 2.1: Parametros das formas A, B e Z de DNA.(Adaptada de [16])

12




Capitulo 3

O DNA como um Polimero

3.1 Polimeros

As macromoléculas ou polimeros ocupam lugar de destaque na tecnologia de
materiais e também na Biologia. Substancias como os plésticos em geral, a
goma de mascar e a clara de ovo sao exemplos de polimeros.

Os polimeros sao moléculas longas compostas de uma grande quanti-
dade de unidades basicas chamadas de mondémeros. Sao formados quando
as condigoes necessarias a adicao de mais um monomero a cadeia polimérica
sao praticamente independentes do tamanho da mesma. Se partirmos, por
exemplo, de um tnico monémero (A) e desejarmos sintetizar o composto
(A)-(A), as condigoes para que a sintese ocorra podem ser bem distintas das
necessarias para a produgao do composto (A)-(A)-(A) a partir de (A)-(A).
Entretanto se partirmos de um composto (A)-(A)-(A)-...(A) (suponhamos
(A),) e se as condigbes necessirias para a sintese (A), — (A),y forem
praticamente as mesmas para a sintese (A),+1 — (A),12, 0 processo podera
continuar, com a formagao , a principio, de uma cadeia indefinidamente lon-
ga. Formam-se entdo, os polimeros. A flexibilidade dessas moléculas pode
variar, havendo polimeros muito rigidos (como o kevlar, empregado em co-
letes a prova de bala) e outros altamente flexiveis (por exemplo, o polietileno

de baixa densidade para a confec¢do de sacos pléasticos) (Figura 3.1). Estes

13
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Figura 3.1: Tipos de polimeros: (a) flexivel, (b) rigido; (c) e (d) sua respec-

tivas solugoes concentradas.

sao casos extremos, havendo uma grande variedade de polimeros de flexibi-
lidade intermediaria.

Muito embora a andlise dessas estruturas pareca dificil, essa tarefa pode
ser razoavelmente simplificada devido ao fato de as moléculas serem muito
grandes. Isto faz com que seu comportamento macroscopico seja governado
pelas caracteristicas de larga escala da molécula. Por exemplo, suponhamos
duas solugoes (a) e (b) de monémeros livres (ndo polimerizados). Uma delas
contém monomeros circulares, enquanto, a outra, monomeros triangulares
(Figura 3.2). Nessas solugoes, a forma dos segmentos é uma caracteristica
importante: a viscosidade de (a) difere da viscosidade de (b). Entretanto, se
os monomeros forem conectados para constituirem duas grandes moléculas,
de mesmo tamanho, a diferenca entre (a) e (b) nao serd importante. De
fato, a viscosidade é determinada principalmente pelo tamanho da molécula,
sendo praticamente independente da forma dos segmentos constituintes. A
diferenca de viscosidade entre as solugoes (a) e (b) é da ordem de \/—%, sendo

N o ndmero de segmentos do polimero [17].
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Figura 3.2: Solugoes de (a) monémeros circulares e (b) triangulares . (c) e

(d) Polimeros compostos pelos tipos de monomeros apresentados.

Como ja foi dito no capitulo 2, o DNA é formado por uma longa seqiiéncia
de unidades que se repetem - os nucleotideos (ou mesmo os pares de nu-
cleotideos, se considerarmos uma dupla hélice). Sendo assim, o DNA é
também um polimero. Como o tipo de unidade monomérica tem pouca
influéncia sobre o comportamento macroscépico do polimero, podemos em-
pregar as mesmas ferramentas tedricas da dinamica de polimeros para estu-

darmos a molécula de DNA.

3.2 A Origem da Elasticidade Entrépica

Consideremos um polimero, flexivel, de comprimento definido (usualmente
chamado de comprimento de contorno), como no caso de uma molécula de
DNA e que possua inicialmente forma retilinea. Uma vez em solucao, essa
moécula vai dobrar-se sobre si mesma até atingir um estado de equilibrio
termodinamico com o meio em que se encontra. Isto ocorre devido as coli-

soes das particulas do meio com a molécula ao longo de toda a sua extensao.
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Figura 3.3: Elasticidade entrépica de um polimero: (a) Molécula em sua
forma inicial retilinea. (b) e (¢) Molécula acomodando-se devido aos choques
com as particulas do meio. (d) Molécula em uma conformacao de equilibrio.
(e) Elasticidade entrépica: para manter a molécula estirada, é necesséria a

aplicacao de uma forca F a suas extremidades.

Gragas a flexibilidade do polimero, flutuagdes na intensidade dos choques
sofridos em uma dada direcao fazem com que a parte da molécula atingida
se mova, abandonando a configuracao retilinea inicial e expandindo-se em
todas as direcoes possiveis. Como o comprimento da molécula ¢é fixo, a movi-
mentacao dos segmentos faz com que suas extremidades se aproximem uma
da outra. Esse processo continua até que a molécula atinja uma conformagao
em que os choques nao sejam mais capazes de alterar a posicao média de suas
extremidades, o que caracteriza o estado de equilibrio. Somente a aplicagao
de uma forca externa F serd entao capaz de afastar novamente as extremi-
dades da molécula, compensando o efeito dos choques com as particulas do
meio (Figura 3.3).

O efeito dos choques depende nao s6 das caracteristicas do meio mas,

de uma maneira especial, da elasticidade do polimero em solucao. Sendo
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assim, ja que o que nos interessa sao as caracteristicas do polimero em si,
podemos embutir o efeito dos choques na prépria molécula, atribuindo a ela
uma elasticidade entrdpica, cuja funcao é de manter a molécula em uma de
suas conformacoes de equilibrio. Essa forca atuard sempre que a distancia
entre as extremidades do polimero for maior que a distancia média permitida
ao conjunto de configuracoes de equilibrio.

A origem entrépica do comportamento elastico do polimero fica mais clara

ao analisarmos sua entropia. Esta é dada por

S =kpnQ, (3.1)

onde () é o nimero de configuracoes possiveis para a molécula.

Quando a distancia entre as extremidades da molécula é igual ao seu com-
primento de contorno, ou seja, quando a molécula estd completamente estira-
da, s6 ha uma tnica configuracao possivel: todos os segmentos orientados ao
longo de uma mesma linha reta. Nesse caso, {2 = 1 e, portanto, S = 0. Por
outro lado, quando a distancia entre as extremidades da molécula é menor
que seu comprimento de contorno, os segmentos constituintes da cadeias
polimérica podem rearranjar-se em um numero de configuragoes compativeis
com aquela distancia entre as extremidades. O numero €2 de configuragoes
(e, portanto, a entropia) serd tanto maior quanto menor for a distancia entre
os extremos da molécula. Pelo principio da entropia méxima, o estado de
equilibrio é aquele que maximiza a entropia de um dado sistema. Assim, para
atingir o estado de equilibrio, a molécula tenderd a maximizar o nimero de

configuragoes possiveis, aproximando suas extremidades.

3.3 0O Modelo “‘Worm Like Chain’

Como modelo para a molécula de DNA, serd utilizado o modelo WLC [6, 10],
capaz de descrever satisfatoriamente o comportamento eldstico da molécula

de DNA no regime entrépico tanto para estiramentos pequenos, préximos ao
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estado de equilibrio, quanto para grandes estiramentos, proximos a configu-
racao retilinea, bem além do equilibrio.

O WLC é, na verdade, o limite continuo do modelo de Kratky-Porod
[6]. Sendo assim, comecemos por descrevé-lo. O modelo de Kratky-Porod
descreve uma cadeia polimérica que nao sofre forcas de torsao.* A cadeia
polimérica é representada por uma sucessao de segmentos de comprimento b
e vetor de orientacio t; (Figura 3.4). A energia Exp de uma dada configuracio
é a soma das energias de curvatura dos sucessivos segmentos (aqui numerados

de 0 a N):

Zfl : 7?2‘_1 = —% ZCOS 92‘, (32)

onde # é o angulo entre vetores de orientagao sucessivos e B é o mddulo
de curvatura da cadeia.

A correlacao entre os vetores de orientacdo, que denominaremos cor-
relacao angular, decai exponencialmente com a distancia ao longo da cadeia

(veja o apéndice A):

(i 1;) = e M, (3.3)

onde A = B/kgT é o chamado comprimento de persisténcia.
Ele pode ser interpretado como o comprimento de correlacao da cadeia poli-
mérica, isto é, uma medida do alcance de perturbacoes locais na cadeia.
Dessa forma, no caso de A ser muito menor que o comprimento L de con-
torno da cadeia polimérica, uma pequena alteracao na posicao de um ou de
um pequeno grupo de mondémeros (perturbacao local) causard um efeito de
curto alcance na cadeia, perturbando a posicao apenas dos monomeros lo-
calizados dentro de um raio de alcance A < L. Assim, trechos da molécula
poderao mover-se uns em relacdo aos outros com relativa facilidade, o que

caracteriza um polimero flexivel. Se, por outro lado, A > L, entao o efeito de

*Esta é uma simplificagao aceitavel em nosso caso, ja que trabalhamos apenas com o

estiramento da molécula de DNA, sem submeté-la a torsoes.
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Figura 3.4: Modelo de Kratky-Porod: Um polimero pode ser modelado por
uma cadeia de segmentos de comprimento b e vetor de orientacdo t;, que
podem girar livremente. A direcao da forca F' de estiramento da molécula

define a direcao z.

uma perturbacao local se fara sentir por todos os monomeros da cadeia, que
tenderao a manter suas posicoes relativas inalteradas, o que caracteriza um
polimero rigido. De acordo com esse mesmo raciocinio, dados dois polimeros
de comprimento L, serd mais rigido o que tiver um maior comprimento A de
persisténcia. Portanto, o comprimento de persisténcia pode ser também con-
siderado um indicador do grau de flexibilidade (ou rigidez) de um polimero.
Uma outra definicao mais intuitiva é de que o comprimento de persisténcia
é o comprimento caracteristico onde uma dobra pode ser feita na molécula.

A distancia quadratica média entre os extremos da molécula polimérica
na configuracao de equilibrio pode ser calculada a partir da funcao de auto-

correlagao angular 3.3, nos limites flexivel e rigido (Apéndice B):
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e Limite flexivel (A < L)

(R?) ~ 24AL. (3.4)

e Limite rigido (A > L)

(R?) ~ L%, (3.5)

Ha ainda um ingrediente importante a ser acrescentado ao modelo de
Kratky-Porod para que ele descreva o comportamento de um polimero sob
tensao: o trabalho realizado pela forca entalpica sobre a cadeia polimérica

ao longo do eixo z:

N
W=—-Fz=—-Fb) cosO;, (3.6)

=0

onde ©; é o angulo entre o vetor t; e o eixo z.

Dessa forma, o modelo de Kratky-Porod que descreve uma cadeia polimérica

sob tensao é:

B N N
Exp = —€ZCOSQZ'—FbZCos@i. (3.7)
i=1

1=0

Uma descricao mais precisa da molécula polimérica é obtida pelo modelo
WLC. O modelo WLC é o limite continuo do modelo de Kratky-Porod:

2

di
ds — Fz, (3.8)

ds

kgT L

—_— A
2 Jo

Ewre =
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Nesse caso, a molécula polimérica, de comprimento L, passa a ser descrita
por uma curva R(s), com 0 < s < L. t(s) é definido agora como o vetor
unitdrio tangente a curva R(s):

t(s) = %(s) (3.9)

3.4 A Forca Elastica Entrépica no Modelo
WLC

A forca entrépica que tende a aproximar as extremidades do polimero pode,

de modo geral, ser calculada a partir da energia livre do sistema

F=—kgT InZ (3.10)

onde Z é a funcao particao da energia da molécula.

Esse cédlculo apresenta solucao explicita exata para casos mais simples,
como para o modelo FJC ([8], apéndice A). Entretanto, esse problema para
o modelo WLC possui apenas solugao numeérica. E possivel, por outro lado,
construir uma solugao aproximada, com base no valor quadratico médio da
distancia entre as extremidades da molécula na conformagao de equilibrio e
em aproximagoes para a expressao da energia do modelo WLC. Essa solugao
¢ construida em duas etapas: a primeira é realizada para pequenos estira-
mentos, na vizinhanga da posicao de equilibrio (z ~ /(R?)); a segunda,
é feita para grandes estiramentos, muito além do equilibrio (z ~ L). As
solucoes parciais, obtidas separadamente em cada etapa, podem, entao, ser
combinadas para a obtencao de uma solucao unica, valida com boa precisao
em toda a faixa de estiramentos na regiao entropica. Esta sera a expressao

que aplicaremos ao ajuste dos dados experimentais.
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3.4.1 Estiramentos na Vizinhanga da Configuracao de
Equilibrio

Para pequenos estiramentos, na vizinhanca do equilibrio, a forca entrépica

pode ser aproximada pela Lei de Hooke,

F = —kz, (3.11)

onde a constante k de forca pode ser encontrada a partir da equiparticao

da energia na configuracao de equilibrio:

%k (R?) = ngT. (3.12)

A partir das equacoes 3.4 e 3.12, temos que:
3kgT
k=22
2AL

A forca de recuo para pequenos estiramentos na vizinhanca da configu-

(3.13)

racao de equilibrio serd entao:

3]{?BT z

F = —
2A L

(3.14)

3.4.2 Estiramentos Muito Além da Posicao de equilibrio

Para grandes estiramentos, nao é mais valida a aproximacao da lei de Hooke.
Nessa situacao a estimativa da forca entropica baseia-se na equacgao 3.8.
Quando grandes forcas sao aplicadas a cadeia polimérica, a distancia entre
extremos da cadeia se aproxima do seu comprimento de contorno L. Nesse
caso, o vetor tangente ¢t flutua levemente em torno do eixo z. Assim, a
componente ¢, de ¢, paralela & direcio de estiramento, além de ser bem maior
que as demais, se mantém praticamente constante. As demais componentes
de t, T, e t;, variam livremente dentro dos limites impostos pelo vinculo
£ =+, +F.. Como [if? = [LJ? + [fy 2 + |£2]2 = |EL2 + [£2]2 = 1, podemos

escrever |t.|2 =1 — |t,|>. Uma vez que |t,| < 1, é valida a aproximacio
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—

£t .
It.| :1—%+0(|u|4). (3.15)

Como o vetor tangente ¢ flutua levemente em torno da direcao z, podemos
escrever que dt,/ds = 0. Isto implica que dt/ds ~ dt, /ds. Escrevendo ainda

z = [{'|t.| ds, podemos entdo reescrever 3.8:

di, |
ds

kgT

SWLC = T 0 A —T|t_l|2 ds — FL. (316)

A transformada de Fourier £, (q) = [, (s) €™ ds desacopla a energia em

modos normais

kT > d
Ewre = -2 _q[

F o
£ A —}t 2_FL 3.17
5 | o |AC | 1] (3.17)

kT
O valor médio de |t |?, calculado a partir de 3.17 ([8], apéndice C), é

; ~ dg > dg
(22 1) :/ 27r<|tL > 2/ 21 (Ag? +F/kaT)

([FLP?) = [;,f (3.18)

Para o regime de grandes estiramentos, podemos escrever, a partir de 3.15

zz(R):/OL<|ﬁ|>ds:L—/OL<|t1|2>ds. (3.19)

Vale, entao, que

— =1 2
L AF (3.20)
Donde obtemos facilmente
kgT |1 1
F = - . 21
A L = >] (8:31)
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3.4.3 Expressao Valida Para Toda a Faixa Entrépica

de Estiramentos

Para construirmos uma expressao valida para a forca entrépica tanto para
pequenos quanto para grandes estiramentos, partamos de 3.21, valida para
grandes estiramentos. No regime de pequenos estiramentos, o comporta-
mento de 3.21 pode ser aproximado por sua expansao em série até primeira

ordem

kol [1 - ] . (3.22)

porell, 2
A |13

Esperamos que 3.22 tenha exatamente a forma da expressao 3.14, valida para
pequenos estiramentos. Para que isto aconteca acrescentemos a 3.22 duas
pequenas corregoes despreziveis no limite de grandes estiramentos (z ~ L).
Obtemos, assim, uma férmula aproximada, vale para toda a faixa entrépica

de estiramentos [5, 6, 10]

AL 41-2)2 4

O comportamento da forca entrépica esta ilustrado no grafico a seguir

(3.23)

(Figura 3.5), para valores tipicos do comprimento de persisténcia e do com-

primento de contorno do DNA que estudamos.
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Figura 3.5: Comportamento da Forca Entrépica para parametros tipicos.
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Capitulo 4

Investigacao da Forca Entropica
de uma Molécula de DNA

Para investigar-se o comportamento elastico de uma molécula de DNA, é
necessario um sistema capaz de localizar e manipular essa molécula, aplican-
do sobre ela a forca necessaria para estird-la. Além disto, o sistema deve
ser capaz de medir, direta ou indiretamente, a forga entropica exercida pela
molécula estirada.

Devido a seu pequeno didmetro (cerca de 20A), nao é possivel a visua-
lizacdo de moléculas isoladas de DNA ao microscépio 6ptico.* Assim para
que possam ser localizadas e manipuladas, emprega-se um procedimento de
preparacao de amostras em que as moléculas de DNA sao conectadas a su-
perficie de microesferas de poliestireno de cerca de 2,8 um de didametro, facil-
mente observaveis ao microscopio 6ptico. O processo também oferece con-
digoes para que ligagoes ocorram entre as moléculas de DNA e a superficie
de vidro da laminula do porta-amostras. A ocorréncia desse fenomeno é
atribuida ao pH baixo, que propicia a adsorcao do DNA ao poliestireno e ao
vidro. Em um pH de 5,5+0,2, a adsorgao as superficies se d& preferencial-

mente pelas extremidades [6, 19]. Maiores detalhes sao discutidos em [19].

*Em condigoes especiais, utilizando-se sondas fluorescentes e um microscépio 6ptico

equipado com aparato de fluorescéncia, é possivel a deteccao de moléculas de DNA.
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Para os experimentos, serao selecionadas moléculas de DNA que apresentem
uma de suas extremidades ligada a uma microesfera e a outra adsorvida a
superficie do vidro. Esse arranjo possibilita tanto a localizacao quanto o
estiramento de moléculas de DNA isoladas. Isto é feito por meio da mani-
pulagdo das microesferas, utilizando-se a técnica de pingamento 6ptico [3].
Os principios de funcionamento e o modo de utilizagao da pinga 6ptica serao

descritos posteriormente.

4.1 Preparacao das Amostras

4.1.1 Confeccao dos Porta-Amostras

O primeiro passo na confeccao dos porta-amostras é a limpeza das laminulas
de vidro.! Laminulas novas, limpas com um fluxo de ar, sdo lavadas em
tolueno P.A., em banho ultra-sonico por 30min. Sao posteriormente secas em
estufa a 100°C e nela mantidas até o momento do uso, quando recebem cada
uma um anel de borracha, previamente limpo com acetona P.A. em banho
ultra-sonico * e seco em estufa a 100°C por cerca de 20min. Para a fixacio do
anel de borracha a superficie da laminula, banha-se cuidadosamente a face
inferior do anel em parafina derretida, imediatamente antes de sua colocacao
sobre a laminula. Finalmente, cada laminula é aquecida em placa quente por
alguns segundos para que a parafina se distribua uniformemente na interface

vidro-anel, proporcionando aderéncia e vedacao adequadas.

4.1.2 Preparacao da Solucao de DNA

A préxima fase é a preparacao da solugao do porta-amostras. Em um mi-
crotubo limpo, sao adicionados 136ul de PBS (‘Phosphate Buffer Saline’)?

pH 5,5. A seguir, sao adicionados 180u1 de uma solugao previamente prepara-

tLaminulas Corning de ~ 0,15um de espessura cat. #2935-246.
1S40 feitas duas lavagens de 15 min.
§A composicao dos PBSs utilizados na preparacao de amostras é dada na tabela 4.1
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DNA + microesferas
limina de vidro
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anel de borracha

Figura 4.1: Corte transversal de uma amostra preparada.

da contendo 1l de solucdo estoque de microesferas de poliestireno¥ diluidos
em 1,4ml de PBS pH 5,5. O microtubo é entao suavemente agitado para
homogeneizagdo da solugao. A seguir, sdo adicionados a essa solu¢ao 5ul
de solucao estoque de DNAll previamente descongelado em banho térmico
a 62°C' por 5 min. O microtubo é novamente homogeneizado suavemente e
deixado em repouso por cerca de 20 min para que haja adsorcao das moléculas

de DNA a superficie das microesferas.

4.1.3 Finalizagao da Amostra

Basta, agora, distribuir o conteiido do microtubo entre os porta-amostras. O
volume de solugao preparado (321 pl) é suficiente para dois porta-amostras,
com anéis de borracha pequenos (diametro aproximado de 7mm). A seguir,
cada porta-amostras é cuidadosamente coberto com uma laminula de cober-
tura, isto é, uma laminula previamente lavada conforme o procedimento an-
teriormente descrito e cortada nas dimensoes adequadas (Figura 4.1). O
preenchimento dos porta-amostras deve ser feito com cuidado, de forma a
evitar a formacao de bolhas de ar no interior dos anéis de borracha.

Apoés terem sido cobertas, as amostras devem permanecer em repouso por
um periodo de 12 a 24 horas, durante o qual havera a adsorcao das moléculas

de DNA (e também de microesferas) a superficie do vidro. Quanto maior o

YPolysciences, cat.#17134. p = 1.05g/ml; n=1,6.
INew England Biolabs Lambda-DNA, 550 ug/ml, cat.#N3011S. Esse DNA é extraido

virus bacteriéfago A. Apresenta 48.502 pares de bases e mede cerca de 16,5 pm.
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periodo de repouso, maior a probabilidade de serem encontrados bons pares
DNA-microesfera.

Ao final do periodo de repouso, os porta-amostras devem ser cuidadosa-
mente abertos e lavados delicadamente com PBS pH 7,4. Esse procedimento
é realizado para a remocao do excesso de microesferas livres na amostra e o
restabelecimento do pH ideal para o DNA (pH fisiol6gico). O processo deve
ser feito com bastante cuidado, evitando-se a remocao de todo o liquido do
porta-amostras. Deve-se remover boa parte da solugao do porta-amostras,
repondo-se, a seguir, em excesso, o volume removido com PBS pH 74. O
processo deve repetir-se por trés a quatro vezes. Na tltima vez, o volume
reposto nao deve exceder a capacidade do porta-amostras, para que este se-
ja novamente fechado cuidadosamente. A lamina de cobertura a ser usada
pode ser a mesma ja utilizada, desde que tenha sido também lavada por cerca
de trés vezes em PBS pH 7,4. Feito isto, as amostras estao prontas para o
experimento.

Uma vez prontas para o uso, as amostras apresentarao microesferas livres,
flutuando na solugao e outras aderidas a superficie da laminula. Havera,
também, uma fracao de microesferas que estarao ligadas a uma ou mais
moléculas de DNA ancoradas a superficie da laminula, flutuando proximas a

ela, formando sistemas microesferas-DNA (Figura 4.2).

PBS pH55 pHT74
NaCl 140 mM 140 mM
NasHPOy4 | 0,5 mM 8,0 mM
NaHsPOy | 95 mM 2,0 mM

Tabela 4.1: Composicao dos PBSs utilizados na preparacao de amostras
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Figura 4.2: Configuracao das microesferas em uma amostra pronta: (a) mi-
croesfera presa a superficie da laminula; (b) microesfera flutuando livre na
solugdo; (c) microesfera ancorada a superficie da amostra através de uma
molécula de DNA.

4.2 Técnicas Experimentais

4.2.1 A Montagem Experimental

A montagem experimental (Figura 4.3) consiste de um microscépio éptico
invertido Nikon™ associado a dois lasers (um infravermelho e outro de He-
Ne) e acoplado a um sistema de videomicroscopia com camera CCD. Ambos
os feixes de laser sao focalizados a poucos micra da superficie da laminula do
porta-amostras com o auxilio de uma objetiva. Dessa forma, o laser infraver-
melho constituira a pinca dptica usada para a manipulacao das microesferas
da amostra e o laser visivel funcionara como sonda para o estudo da amostra,
através da luz do laser que é retroespalhada pela microesfera confinada ao

poco P de potencial da pinca optica.

4.2.2 A Pinga Optica

Desde a sua criagao por Ashkin [3] no inicio da década de 1970, a técnica de

manipulacao de objetos em escala microscopica através de um feixe de laser,

**Nikon Eclipse TE300. Este modelo de microscépio apresenta optica corrigida no in-
finito, permitindo que elementos épticos diversos possam ser inseridos antes da objetiva

sem alterar a focalizacao da mesma, facilitando a montagem da pinga dptica.
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Figura 4.3: Esquema da montagem experimental

Condensador

Objetiva Nikon 100x NA=14
Objetiva 20x

Espelho total (i.v.)

Espelhos: 100% (i.v.)+
+50% (luz visivel)
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conhecida como pinca dptica, tem encontrado varias aplicagoes em areas co-
mo a fisica, a quimica, e, em particular, na biologia [3, 20]. A pinga Gptica
permitiu a manipulacao precisa de células e outros organismos vivos e mes-
mo de organelas celulares e moléculas, como o DNA, sem danos aparentes as
estruturas. Dessa forma, foi possivel até mesmo observar-se a reproducao da

bactéria Escherichia coli enquanto presa a uma pinga Gptica [21].

Funcionamento Basico

A pinca Optica consiste, essencialmente, de um feixe de laser gaussiano
focalizado por meio de uma lente. O mecanismo de pincamento pode ser
compreendido, de uma maneira simples, com o uso da optica geométrica e da
conservagao do momento linear do sistema laser-objeto pingado (Figura 4.4).

A forca de pincamento depende da intensidade e da freqiiéncia do laser
utilizado. E importante considerar o tipo de material a ser manipulado, para
que se escolha o tipo de laser e a intensidade adequados para evitar danos
as amostras. Em nosso caso, utilizamos um laser na faixa do infravermelho
(A = 832nm) e a poténcia incidente medida na amostra é da ordem de 2mW,
o que gera uma forca de pinca mento da ordem de alguns pN.1f

A pinca éptica tem importancia fundamental em nossos experimentos.
Com base no comportamento das microesferas de poliestireno capturadas e
manipuladas através da pinga optica é que se torna possivel detectar moléculas
unicas de DNA adequadas a realizacao dos experimentos. A cada vez que
uma microesfera é pincada, o estagio do microscopio, onde repousa o porta-
amostras, ¢ movimentado no plano z-y. Essa movimentacao é possivel pe-
lo uso de deslocadores piezolétricos, que permitem uma precisao submi-
crométrica. Se a microesfera capturada encontrar-se ancorada a superficie
da amostra por meio de uma molécula de DNA, a microesfera deverd escapar
da pinca apds o estagio ter sido deslocado de uma distancia maxima de 2L.

A pinca 6ptica que empregamos nao é capaz de exercer forca suficiente para

A poténcia incidente do laser de He-Ne é cerca de 10 ordens de grandeza menor que

a do laser infravermelho e também nao causa danos as amostras.
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(2)

(b)

Figura 4.4: Principio do pin¢amento éptico: (a) Consideremos um objeto
(por exemplo, uma esfera, que é o caso dos experimentos) situado fora do
eixo do feixe gaussiano, abaixo do foco o suficiente para que os raios incidentes
possam ser considerados paralelos. A esfera refrata o laser da forma indicada
pelas setas sélidas. A conservacao do momento linear do sistema laser-esfera
faz com que a esfera sofra a acdo de forgas (setas abertas). A diferenga
de intensidade gerada pelo perfil gaussiano do laser gera uma resultante de
forcas que conduz a esfera em direcao ao eixo do feixe do laser e ao foco.
(b) Uma vez sobre o eixo do feixe do laser, a esfera, caso ultrapasse o foco,
experimentara uma forca resultante que tende a traze-la de volta ao foco.
Como resultado, a esfera fica confinada sobre o eixo do laser, em uma posigao
ligeiramente além do foco, onde a forca da pressao de radiagao se iguala a

forca de pincamento vertical.
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Figura 4.5: Pingamento de um sistema microesfera-DNA

causar deformacoes reais a molécula de DNAH¥ nem para arrancé-la da su-
perficie da amostra ou da microesfera. Para verificar se ha somente uma tinica
molécula de DNA conectando a microesfera a laminula, se nao ha obstrucoes
ao deslocamento da microesfera ou ao estiramento do DNA e também para
confirmar a amplitude 2L de deslocamento, a movimentacao da amostra é
feita repetidas vezes, em diferentes direcoes, procurando-se observar o padrao
de simetria circular em torno do ponto de ancoramento do DNA a laminula
(figura 4.5).

Outra fungao crucial da pinca éptica é agir como sonda para a medi¢ao
da forca exercida pela molécula de DNA a medida em que esta é estirada, o

que sera explicado em detalhe oportunamente.

4.2.3 O Sistema de Videomicroscopia

O sistema de videomicroscopia é formado por uma camera CCD conectada
ao microscopio Optico. As imagens coletadas pela CCD possibilitam a visua-
lizacao e manipulacao das microesferas, permitindo, também, a localizacao e

focalizacao dos feixes de laser na amostra.

#Segundo [8], a forga necessaria para estirar uma molécula de DNA além de seu com-

primento L de contorno (‘overstretching’) é da ordem de 60pN.
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4.2.4 Correlagao de Fotons e Movimento Browniano

No experimento, além do laser infravermelho, responsavel pelo pincamento
optico, incide também, sobre a microesfera pincada, um feixe de laser de
He-Ne. A luz visivel retroespalhada pela microesfera, que é captada por
um detector de fétons, carrega informacoes importantes sobre o sistema
DNA-microesfera, que podem ser ‘lidas’ por meio da técnica de autocor-
relacao da intensidade retroespalhada.

A correlagdo é uma medida da similaridade entre duas grandezas. A

correlagao entre dois sinais A(t) e B(t) é definida como

G(5) = lim % /tt0+TA(t)B(t—5) dt. (4.1)

= lim 0

onde T é o tempo de integragao, ty é o tempo inicial, ¢ é o atraso temporal
entre os sinais. G(0) é chamada de fun¢ao de correlagio cruzada dos sinais
A(t) e B(t). Se A(t) = B(t), G(0) é a chamada autocorrela¢ao do sinal.
Para sinais estaciondrios e sistemas ergodicos, a funcao de correlacao pode

ser escrita

G(5) = (A(0)B(6)) = Jim — /OTA(t)B(t—é) dt, (4.2)

T—o00
onde (A(0)B(d)) é amédia no ensemble. A autocorrelagao da intensidade
retroespalhada estd intimamente relacionada ao movimento browniano real-
izado pela microesfera, que permanece, durante os experimentos, confinada
ao poco de potencial harmonico da pinga éptica. O movimento browniano da
microesfera confinada em um poco de potencial harmonico obedece a equacao
de Langevin. O termo inercial md?z/dt* da equacao de Langevin pode ser

desprezado porque y/k > m/v (para o nosso sistema, v/k ~ 10> m/v)*.

*O tempo m/v é o tempo necessdrio para que o sistema atinja o equilibrio. Sendo ele
desprezivel, isto implica que o sistema atinge o equilibrio tao rapidamente que podemos

considera-lo sempre em equilibrio, onde a resultante das forcas é nula.
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YSE(1) = ~kelt) + £ (1), (13

onde v é o coeficiente de atrito da microesfera com o meio em que se
encontra, k é a constante de forga da pinga e f(t) é a forga estocéstica que
surge devido aos choques da particula confinada no poco com as demais
particulas do meio.

Resolvendo (4.3) para z(t), temos

Az(t) = z(t) — T(—) = %/_too dt’ eI F (1, (4.4)

Podemos, agora, calcular a fungao de autocorrelagao da posicao

Baaa(t) = [t [ e COIT @) (05)

Mas

(f(t1)f(t2)) = 29kT 0(t1 — ta). (4.6)
Donde

1 /0 t
(Ar(O)Ar() = /_ dt, /_ dty e~ =0T 9y kLT §(1) — 1) =

0
_ kT / dtye=(t=20)/7 (4.7)
Y —00
Portanto
T
(Az(0)Az(t)) = %e—t/a (4.8)
onde
T=7/k. (4.9)
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E possivel relacionar a autocorrelagao das posicoes com a autocorrelagao
das intensidades. O perfil da intensidade retroespalhada é gaussiano, poden-
do ser escrito

I(z) = Iye ® /%" (4.10)

Para pequenos deslocamentos, é valido escrever

I(z + Az) = I(x0) [1 . %Aw + <l%;402> (M)Q] , (4.11)

onde I(xo) = Iye "0/27",

A autocorrelacao da intensidade retroespalhada é

x 22 — 0%\ (Ax)?
(I(xg + Ax)I(zo + Axr)) = I*(x0) < |1 — U—(;A:c+ < 004 ) ( 2) 1 X
T zk — 0%\ (Axr)?
ll — ?Azpl + ( g ) 5 >, (4.12)
que pode ser reescrita, apds algumas simplificagoes,

x2 (22 — 0?)?
(I (o + D) (wo + Aar)) = (o) [ 1+ 3 {Ardar) + 20 ((Az)*(Axr)?)

o o

(4.13)
Para que a correlagao de primeira ordem predomineBLABLABLAoque ocorre

nos nossos experimentos... Donde

(I(x(to) I (x(t)) = I*(x0) (1 + % <Amx/>> . (4.14)

Normalizando (4.14) pela intensidade de linha de base I(,,) e usando a

equagao (4.8)

(I(a(to)I(z(t))y =1+ B (’@TT> e~ (t-t)/T, (4.15)
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L

_ 1

onde B = TEIE)
O Correlacionador: O correlacionador que utilizamos é o modelo digi-
tal BI-9000AT (Brookhaven Instruments Corporation). Esse equipamento
apresenta uma funcao extra, fundamental para nossos experimentos. E ca-
paz de construir o grafico da intensidade de luz captada pelo detector de

fotons em fungao do tempo.

4.3 Os Experimentos

4.3.1 Calibracao das Medidas de Forca

O método experimental que empregamos para a medicao da forga entrépica
do DNA baseia-se no fato de que, quando a molécula é estirada, a microesfera
a ela ligada sai de sua posi¢ao de equilibrio no fundo do pogo de potencial
da pinga, assumindo uma nova posicao de equilibrio onde a forca entrépica
do DNA seja igual aquela exercida pela pinca.Medindo-se esse deslocamento
e a constante de forga da pinga, obtemos, em principio, a forga exercida pelo
DNA. O experimento descrito a seguir visa a verificar a consisténcia desse
método, através de uma calibracao das medidas de for¢a. Para isto, prepara-
se uma amostra contendo uma solucao pouco concentrada de microesferas
em PBS pH 7,4. Essa solugao nao contém DNA, de modo que as esferas se
encontram livres.

Emprega-se, nesse experimento, o motor M2 acoplado diretamente ao
deslocador horizontal. A calibracao de velocidades é feita por meio do sis-
tema de videomicroscopia, com a filmagem do deslocamento de uma régua
micrométrica colocada sobre o estagio do microscopio. O indice de tempo
dos quadros filmados permite a determinacao das velocidades utilizadas. As
imagens sao analisadas utilizando-se o software NIH Image 1.62.

O procedimento experimental consiste no pingamento de uma microesfera
a uma altura adequada. A altura é medida por meio da escala micrométrica

do knob do microscépio, cuja referéncia zero é determinada pela focalizacao
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do laser visivel na laminula. Utilizamos uma altura de 10pum acima da su-
perficie da amostra e uma corrente’ de 60mA para a pinca éptica. Em
seguida, obtém-se o perfil de luz retroespalhada pela microesfera. Para isto,
a microesfera é centralizada, movendo-se o espelho E1, sobre o pico do perfil
de luz retroespalhada, cuja intensidade méaxima é corrigida para um limite
ade-quado. De modo geral, utilizamos uma intensidade méxima da ordem de
100 kecontagens/s. Deslocando-se o espelho E1 na diregao horizontal, com o
auxilio do micromotor M1, a uma velocidade adequada conhecida, obtém-se o
perfil retroespalhado, construido pelo correlacionador (Figura 4.6). A veloci-
dade utilizada é v = 0.012um/s. A curva do perfil é ajustada utilizando-se
uma funcao gaussiana

—(z—x)?

I=1I+Le 27 (4.16)

onde x. é a abscissa do pico da gaussiana e ¢ é sua largura. Os parametros
de livres do ajuste sao I, I, . e 0. A funcao ajustada fornece a relagao
entre a posicao da microesfera e a intensidade retroespalhada.

Em seguida, a microesfera é conduzida para a regiao de maxima derivada
do perfil, onde a variagao da intensidade retroespalhada é mais sensivel ao
deslocamento da microesfera. Faz-se uma medida de autocorrelacao da in-
tensidade retroespalhada, de onde se extrai o tempo caracteristico 7 (Figura
4.7). O tempo de medida é de 100s e a janela de correlacao foi de § = 200us a
0 = 200ms. A curva de autocorrelagao é ajustada com o auxilio do programa

KaleidaGraph, utilizando-se a generalizagao para trés dimensoes de (4.15)

(I(FONI(F()) y = C + Ae™ 4+ ALe t/™ (4.17)

onde A = BkgT/k é a amplitude da fungao de autocorrelagdo do movi-
mento da microesfera no plano z-y e, A, = B,kgT/k,, a amplitude da fungao

de autocorrelacao do movimento na direcao z. O tempo 7 é o tempo carac-

tA corrente que alimenta o diodo gerador da radiacio i.v. é o parametro utilizado para

o controle da constante de for¢ca da pinga dptica.
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Figura 4.6: Calibragao da medida de forga: perfil da intensidade retroespal-

hada.

teristico da autocorrelacdo em a-y* e 7. é o tempo caracteristico da autocor-
relacao em z.

Os parametros livres de ajuste sao as amplitudes e os tempos de cor-
relacao. O parametro C representa o valor experimental da linha de base da
curva de correlagao normalizada, obtido por inspecao direta do grafico. Este
valor é muito proximo do valor 1 tedrico, mas € utilizado como parametro
fixo para melhor ajuste da curva experimental.

O tempo de correlagao obtido nesse caso é 7 = 7,8(4)ms.

Feita a correlacao a amostra é entao deslocada a velocidade constante,
armazenando-se a variagao ocorrida na intensidade retroespalhada (Figura 4.8).
A velocidade é progressivamente aumentada (Av = 5,6um/s), até que a mi-
croesfera escape da pingca.

Através do perfil de luz retroespalhada, é possivel transformar em posicao
as intensidades retroespalhadas pela bolinha na situacao de equilibrio e fora

dela (quando a amostra é deslocada). Com o deslocamento da amostra, a

Devido & simetria radial da pinca 6ptica, k, = ky, donde By = By e 1, = Ty.
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Figura 4.7: Calibracao da medida de forga: autocorrelagao da intensidade

retroespalhada. A linha tracejada indica a curva de ajuste.
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Figura 4.8: Calibracao da medida de forca: medidas tipicas para duas ve-

locidades distintas
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Figura 4.9: Calibracao da medida de forga: deslocamento relativo da mi-

croesfera em funcao da velocidade.

microesfera assume uma nova posicao de equilibrio, onde a forca da pinca

equilibre a forca de Stokes, ou seja,

yv = kAzx. (4.18)

Dai obtemos

Ax =T (4.19)

Assim, se o método experimental a ser empregado for capaz de fornecer
corretamente os valores de Ax e 7, um grafico Ax versus v fornecerd uma
reta de inclinacao igual ao tempo 7 de correlagao. Obtivemos um valor que
concordam com o tempo de correlacao dentro de uma faixa de erro aceitdavel

de 8%, o que demonstra a consisténcia do método (Figura 4.9).
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4.3.2 Estudo da Forca Entrépica da Molécula de DN A

A técnica experimental utilizada para o estudo do comportamento elastico

entropico de moléculas de DNA compoe-se basicamente de seis etapas:

1. Preparacao de amostras contendo moléculas de DNA em condicgoes de

serem manipuladas individualmente;
2. Localizacao de uma molécula de DNA para estudo;

3. Medida do perfil de luz retroespalhado pela microesfera presa a molécula
de DNA (DNA em equilibrio, nao estirado);

4. Medida da constante de for¢a da pinca Optica por correlacao de fétons

(DNA em equilibrio, nao estirado);

5. Estiramento da molécula, com a medida simultanea da intensidade de

luz retroespalhada pela microesfera;

6. Anélise dos dados para a obtencao da forga exercida pela molécula em

funcao de seu estiramento.

As etapas (1) e (2) ja foram discutidas anteriormente. Discutiremos,
agora, os demais procedimentos experimentais. Para todos estes, a pinga
Optica deve estar operando a corrente adequada para as medidas. A corrente
utilizada é de 100mA. A temperatura do ambiente em que as medidas sao

realizadas deve ser registrada.
Obtencao do Perfil de Retroespalhamento

Uma vez colocada a amostra ao microscopio e localizado um bom par
DNA-microesfera para estudo, o proximo passo é a obtencao do perfil de
luz retroespalhada pela microesfera. Para isto, a microesfera é pincada em
sua posicao de equilibrio e posicionada a altura desejada para as medidas.
A altura utilizada é de 5um. Movendo-se o espelho E1, a microesfera é

centralizada sobre o pico do perfil de luz retroespalhada cuja intensidade
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maxima é corrigida para um limite adequado. De modo geral, utilizamos uma
intensidade méaxima da ordem de 100 kcontagens/s. Deslocando-se o espelho
E1 na dire¢ao horizontal, com o auxilio do micromotor M1, a uma velocidade
adequada conhecida, obtém-se o perfil retroespalhado. A velocidade utilizada
foi vl = 0.012um/s.

Medidas de Autocorrelacao da Intensidade Retroespalhada

Em seguida, a microesfera é posicionada numa regiao do perfil de derivada
significatival, certificando-se de pincé-la em sua posicao de equilibrio. Neste
ponto ¢é feita a medida de autocorrelacao da intensidade retroespa-lhada. O
tempo de duragao das medidas ¢ de 100s de duracao, com o atraso temporal
0 variando de 200us a 200ms. Sao arquivadas tanto as curvas de correlagao

quanto da intensidade retroespalhada em fun¢ao do tempo.
Obtencao do Perfil de Estiramento

O préximo passo é a obtencao do perfil da intensidade retrospalhada a
medida em que o DNA é estirado a velocidade constante. Para diferencia-lo
do perfil anterior, este sera chamado de perfil de estiramento, obtido com o
auxilio do micromotor M2. A pinga Optica permanece estaciondria (motor
M1 parado), enquanto o motor M2 desloca horizontalmente o porta-amostras
(a velocidade utilizada foi v2 = 0.005um/s). Dessa forma, a microesfera vai
saindo cada vez mais de sua posi¢ao de equilibrio (ou seja, do fundo do pogo
de potencial da pinga), gerando um perfil de luz retroespalhada em fungao

do tempo de deslocamento do estdgio do microscépio.

$Para que haja maior sensibilidade nas medidas de autocorrelaco.

44



4.4 Analise dos Dados Experimentais

4.4.1 Obtencao da Constante de Forca da Pinca ()ptica

As curvas de autocorrelagao sao ajustadas com o mesmo procedimento de-
scrito na segao 4.3.1, obtendo-se o tempo 7 da correlagao no plano x-y. Este
é o tempo que nos interessa, como ficara claro adiante, pois se relaciona a
constante de forga k, da pinga.

Como 7 = 7/k, podemos determinar a constante de forga da pinga éptica,
conhecendo o valor de 7. O coeficiente v de atrito da microesfera imersa na
solucao depende da altura a que ela se encontra da superficie da amostra.

Para uma particula esférica de raio r, (de acordo com [23])

9 /r 1/r\2 45 /r\* 1 /r\?
D;y=Dy|1l—— |+ =) — =) —= |+ 4.2
[ l 16 <h> e <h> 254 <h) 16 <h> ] (4.20)
onde h representa a altura do centro da particula em relacao a superficie
e Dy = kgT'/7o representa o coeficiente de difusao livre da particula. Este

¢ dado por v = 67r, onde 7 é a viscosidade do meio em que se enconta a

particula, cuja dependéncia com a temperatura é dada por

7=0,26+1,51e /%, (4.21)

onde T é a temperatura em graus CelsiusY. Medindo-se a temperatura
a que o experimento é realizado, dado que r = 1,4um, 7 = 10~2poise e
h = 5um, determina-se o respectivo valor de v, a partir do qual se obtém o

valor de k.

YEssa funcdo foi obtida ajustando-se o gréfico de viscosidade da dgua em funcio da tem-
peratura construido a partir de tabela extraida do American Institute of Physics Handbook,
p.2-166 (1957)
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E importante observar que é preciso calcular apenas o coeficiente da di-
fusao paralela a superficie (D)), pois ¢ ele que esta relacionado a constante

k, da pinca.

4.4.2 Analise dos Perfis de Intensidade Retroespalha-
da

Sabendo-se a velocidade com que o microesfera é deslocada, obtem-se o perfil
de retroespalhamento em funcao da posicao da microesfera. Essa curva é
ajustada pela gaussiana (4.16).

Analogamente, utilizando-se a velocidade de deslocamento do porta-amos-
tras, o perfil de estiramento pode ser também dado em func¢ao da posicao que,
nesse caso, se refere a componente horizontal do estiramento da molécula
de DNA. Ja que a altura a que o perfil de estiramento é feito é peque-
na, a componente vertical da forca entrépica é pequena, sendo equilibrada
pela componente vertical da forca da pinga éptica na faixa de deslocamen-
tos analisada. Dessa forma, o deslocamento da microesfera é essencialmente
horizontal e podemos relacionar a intensidade retroespalhada pela microes-
fera no perfil de estiramento com a sua posicao, com o auxilio do perfil de
retroespalhamentoll. A posicdo de equilibrio da microesfera (ou seja, antes de
o DNA ser estirado) pode ser determinada a partir da média da intensidade
retroespalhada medida juntamente com a correlagao nessa posigao.

Tendo-se o deslocamento da microesfera em relacao ao fundo do poco de
potencial da pinga éptica, o equilibrio de forcas na direcao horizontal nos

leva a escrever

x
Va2 + h?’

onde x é a componente horizontal do estiramento da molécula de DNA.

kAx = Fpyacosa = Fpya (4.22)

ICaso a componente vertical da forca entrépica se torne grande , a altura da microesfera
se altera com o estiramento e nao é possivel relacionar o perfil de estiramento com o perfil

de retroespalhamento, feito a altura constante.
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O termo cos « representa a correcao da forca para a altura utilizada, seno «
o angulo entre a direcao da molécula estirada e a horizontal.

E possivel, entao, construir um gréafico da componente horizontal da forca
entrépica do DNA em funcao de seu estiramento horizontal. Um resultado

tipico é mostrado na figura 4.10.
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Figura 4.10: Comportamento tipico da for¢a entrépica em funcao do estira-
mento do DNA

O ajuste da curva de forga é feito utilizando-se uma versao da equacao
3.23

_/{ZBT \/$2+h2+ 1 1 T

F = o
A L 4(1_7%:2;}12)2 4| V2 + 2

onde a forga é expressa em funcao do estiramento horizontal e acrescentou-
se a correcao para a altura. Os parametros livres de ajuste sao os compri-
mento A de persisténcia e L de contorno da molécula.

Resta, agora, apresentar os resultados experimentais obtidos, o que sera

feito no capitulo seguinte. Antes, apresentamos, em uma secao extra, os
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procedimentos realizados para a calibracao de velocidades envolvidas nos

experimentos.

4.5 Calibracao de Velocidade dos Micromo-

tores

4.5.1 Velocidade de Deslocamento do Espelho E1

Sendo E1 responsavel pelo deslocamento do feixe de laser infravermelho, ou
seja, da pinca optica, a calibracao de sua velocidade é baseada no desloca-
mento de uma microesfera pincada. Uma vez pincada uma microesfera, o
motor M1 ¢ ligado e filma-se, em grande aumento, o movimento da microes-
fera. Isto é feito com o auxilio do sistema de videomicroscopia e do software
Image 1.62, que é capaz de determinar as coordenadas do centro de massa da
microesfera em fungao do tempo. Essa medida foi realizada varias vezes e a
média obtida foi v1 = (0,012+0,001)um/s. Uma medida tipica encontra-se
ilustrada na figura 4.11.

58 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

56

v = 0.0127{2)Lm/s

54

5.2

Posigao (um)

48 1 I 1 1 I 1 I 1 ] 1 1 1 I 1 ] 1 I ] 1 I
a0 a0 il i 20 a0 100 110

Tempao (s)

Figura 4.11: Calibragao da velocidade de deslocamento do espelho El
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4.5.2 Velocidade de Deslocamento do Porta-Amostras

A velocidade de deslocamento do porta-amostras adequada a obtencao do
perfil de estiramento é cerca de 10 vezes menor que a minima velocidade
permitida pelo acoplamento direto do motor M2 ao deslocador horizontal.
Nesse caso, utiliza-se a alavanca de acoplamento, mostrada no detalhe da
figura 4.3. Para medir essa velocidade, empregamos um interferometro de
Fabry-Perot, mais eficiente na medicao de pequenos deslocamentos por sua
maior precisao. Sao empregados dois semi-espelhos para luz visivel, dispostos
frente a frente, um deles fixo e o outro montado sobre o deslocador horizontal,
de modo a que esse segundo semi-espelho se desloque juntamente com a
amostra. Através de um arranjo de espelhos, desvia-se uma fracao de luz do
laser visivel, que incide perpendicularmente sobre os semi-espelhos.

A intensidade luminosa que atravessa o interferometro é captada por um
LDR, que varia sua resisténcia de acordo com a intensidade luminosa que
incide sobre ele, conectado a uma fonte de corrente. Com o deslocamento
horizontal, varia a defasagem entre os feixes que incidem sobre o LDR, de
modo que a intensidade captada por ele, resultante da interferéncia entre os
feixes, oscila entre dois maximos consecutivos quando os espelhos se afastam
de uma distancia relativa igual a metade do comprimento de onda da luz
do laser. A tensdo sobre o LDR varia da mesma forma. Monitorando-se
essa tensao com o auxilio de um osciloscépio, obtém-se o afastamento tem-
poral entre os maximos e também a velocidade de deslocamento do porta-
amostras. As figuras 4.12 e 4.13 ilustram o procedimento, repetido para
varias inclinacoes da alavanca de acoplamento. A velocidade medida foi de
v2 = 0,050 £ 0,002um/s.
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Capitulo 5

Resultados

Os graficos a seguir ilustram os resultados tipicos obtidos nos experimentos

de investigacao da forca entrépica da molécula de DNA.

120 —4———————————7———————1—————

100 — ap P ‘
a0 L Wﬁ:ﬂ ]
3 & Y E

“”E‘ Ty,

1] 0.4 na 1.2 1.6
Posigan (pm)

Intensidade Retroespalhada (koont . fs)

Figura 5.1: Perfil tipico de retroespalhamento.
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Figura 5.4: Ajuste tipico da forca entrdopica em funcao do estiramento hori-

zontal.

A tabela 5.1 apresenta os resultados tipicos obtidos.

A(nm) L(um)
39(1)  20.81(6

(6)
42(1)  20,36(5)
48(1)  19,28(4)
47(2)  15,63(4)
40(1)  15,51(4)
41(1)  15,55(4)
48(2)  15,77(4)
44(2)  16,00(5)

Tabela 5.1: Comprimentos de persisténcia obtidos para o A-DNA
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O valor médio do comprimento de persisténcia obtido é:

A= (44+4)nm

O valor médio obtido esta de acordo com os valores relatados na literatu-
ra, que variam de 39 a 53nm, dependendo da forca ionica do meio em que
se encontra o DNA. Para o meio utilizado nos experimentos (PBS 10m/,
pH 7,4, 150mM Na*), o valor tipico encontrado na literatura é de 43nm
(I8, 7).

Como se pode observar na tabela 5.1, foram encontrados valores de L
diferentes do valor esperado para uma molécula tinica de A-DNA, em torno de
16, 5um. Uma explicacao plausivel para a ocorréncia de fragmentos menores é
a degradacao sofrida pelas moléculas em virtude do processo de congelamento
e descongelamento repetidos das solugoes-estoque utilizadas no preparo das
amostras. Outra hipdtese que poderia ser considerada ¢é a existéncia de mais
de uma molécula de DNA conectando a microesfera a superficie. Entretanto,
é razoavel afirmar que a rigidez dessa configuragao seria diferente daquela
apresentada por uma unica molécula. Dessa forma, o comprimento de per-
sisténcia medido seria diferente, o que nao ocorreu nas amostras estudadas,
0 que nos leva a crer que se trata de fragmentos isolados. Os resultados de
Coelho Neto ([8]) também corroboram a existéncia de fragmentos de DNA
isolados.

Por outro lado, nao podemos explicar claramente a existéncia de moléculas
de comprimento de contorno maior que 16, 5um. Uma possivel explicacao se-
ria a eventual formacao de ligacoes entre as extremidades de fragmentos e
moléculas. Sabe-se que a dupla-fita apresenta a mesma sequéncia de pares de
bases em ambas as extremidades. Dessa forma, uma molécula que perdesse
um fragmento da extremidade de uma de suas fitas poderia ligar-se a outro
fragmento que apresentasse, exposta em sua extremidade, a seqiiéncia com-

plementar aquela na extremidade da molécula.
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Capitulo 6
Conclusao

Neste trabalho, combinamos as te¢nicas de pincamento 6ptico, videomicros-
copia e correlacao de fétons para estudar o comportamento elastico entropico
de uma tunica molécula de DNA do virus bacteriéfago .

A concordancia entre os valores de comprimento de persisténcia medidos
e aqueles relatados na literatura, obtidos por outras técnicas, nos leva a
conclusao de que o método experimental pode ser empregado com sucesso
no estudo das caracteristicas elasticas entropicas de uma unica molécula de
DNA.

Uma vantagem importante de nosso método é que a calibragao da pinca
¢ feita para cada novo experimento, utilizando-se a mesma microesfera uti-
lizada nas medidas de forca. Alguns autores utilizam uma microesfera livre
para essa calibracao. Entretanto, a utilizacao da mesma microesfera evita
discrepancias relacionadas a variacoes individuais de uma microesfera para
outra.

O comprimento de persisténcia pode ainda ser utilizado como parametro
no estudo de alteracoes das caracteristicas elasticas do DNA causadas por
substancias diversas, como proteinas ou outros agentes quimicos. Dessa for-
ma, é possivel emprega-lo como uma sonda para observar a dinamica da
interacao DNA-proteinas, realizando-se uma série de medidas de forca ao

longo do tempo em que a interagao estiver ocorrendo.
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Apeéendice A

A Funcao Autocorrelacao

Angular

Para o cédlculo a funcao de autocorrelacao angular, parte-se do modelo de
Kratky-Porod (3.2)

B

N N
; ~7 ;cos 0;

®|b3

Exp =

Queremos calcular <tl- . tj>. Para isto, é necessario o calculo da funcao Z

de particao de Exp.

Z = Z e_Ei/kBT, (Al)

onde o somatério é feito sobre todos as configuracoes do sistema.

Nesse caso, essa expresszio Se escreve

7 _ /on dQl /dQO 77 N _,cost; (AQ)

onde definimos n = B/bkgT.
Essa expressao é analoga a funcao particao de uma cadeia linear de spins.
De fato todo o procedimento para o calculo da fungao de autocorrelagao é

analogo ao utilizado para tal sistema de spins [18].
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A funcao particao pode ser reescrita

1 = N
= [—/ d@sin&e"wsg]
2 Jo

Efetuando a integracao temos que

_|sinhnp N
- [ »

Podemos, agora, calcular a correlacao angular. Para isto, consideremos
a correlacao entre pares distanciados de um intervalo [ na cadeia polimérica

W(l) = <fi . fl-+l>. Sem perda de generalidade, podemos escrever

W)= (fo-11). (A.4)
Mas

(fo- i) = (5 17) + (#51)) + (£ 47) (A.5)
em um referencial determinado. Como os vetores ¢ podem assumir qualquer

posicao aleatéria, podemos escrever

{tot) = (e t)) = (5 t7) (A.6)
donde

W) = (fo-f1) = 3(t5 7). (A.7)
Calculando W(1), temos

A dQl dQ
Z/ .« 4 t tl 6”21 1 0 (A.S)
que pode ser reescrita
Q Q
= 3 [
dQl o« e dQlil enzi;? COSei X
4 4
dQl+1 . dg)_N enzil\;l-kl coso9¢.
4 4
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As integrais que aparecem aqui sao do mesmo tipo que encontramos no
calculo da fungao particao, e podemos simplificar a expressao acima. Obte-

1mos

dQ) df)
W / 0 ltz tz ncos@l (A9)

Para avangarmos no céalculo, é preciso definir algum referencial onde calcu-

smh n

laremos explicitamente o produto interno tq - ;. Consideremos um referencial

fixo, que denominaremos referencial Sy, do laboratorio. Nesse referencial

to(SL) = (sin O cos P, sin O sin By, cos O) . (A.10)

£(S1) = (sin ©; cos ®;, sin O; sin ®;, cos O;) . (A.11)

Substituindo o produto das componentes z calculado nesse referencial em

A9, obtemos W(I)

0 dQ dS ,
) = |5 neosd; A12
W(l) BSinhn e O cosO; e ( )

Podemos também definir #; no referencial utilizado para definir o angulo 6,
no modelo de Kratky-Porod. Recordemos que este referencial ¢ definido, para
cada vetor ¢; de orientacdo da cadeia, como aquele em que o eixo z coincide
com o vetor t;_;. Chamaremos esse referencial de S;_;. Em particular, o

vetor t;, escrito no referencial S;_1, fica

t; = (sin 6; cos ¢y, sin 0 sin ¢y, cos 6;) . (A.13)

E ttil encontrarmos uma relacao entre as variaveis nos referenciais Sy,
e S;_1. Podemos fazé-lo encontrando como f; se escreve no referencial do
laboratoério dado que esse vetor se expressa, em S;_1, na forma descrita em
(A.13). Para isto, podemos escolher o referencial do laboratério de modo a
que ®;_; seja nulo. Isto simplifica os calculos, pois, dessa forma, Sy, e S;_1

ficam relacionados através de uma rotacao no plano zz (Figura A.1).
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Y

=

Figura A.1: Sistemas de referéncia para o calculo da correlacao angular.
Sistema XY Z: referencial Sy, do laboratério; referencial X;_1Y,_12,_1: re-

ferencial S;_; para o vetor #; definido pelo vetor de orientacdo #;_;.

t(Sp) = Rt;(Si—1), (A.14)

onde
cosO;_; 0 —sin©O;_;

R = 0 1 0
sin®;_; 0 cosO;_;

Recordando que t ja foi dado em (A.10))

tot; = cos O (cos b cos ©,_1 + sin b, cos ¢; cos Op) (A.15)

Introduzindo essa expressao em (A.8), temos, apds algumas simplificagdes

2
w=3(1—) [ LIPS
(=3 <sinh n) ar 0%

dS);_ dS) dS)
x [ =L gneostioy [ oog ©,_1 / —cos 0, "% 4+ sin©,_, / —sin 0, cos ¢y eneost
47 4 4
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O segundo termo da soma entre parénteses é nulo pois f02 " cos ¢y dg; = 0.

dS) dQ d)
W(l) = <s1nh ) // 0 -l cos ©p cos ©;_, e"cose“l/ll—lcos@l eneos o,
n e
(A.16)

Resolvendo a integral em €2;, temos

dQ dQ
W()=3 ( 7 ) (cothn— —) // 0 221 05O cos O €701,
sinh 7

(A.17)
Comparando (A.17) com (A.12), podemos escrever
1
W(l) = (cothn - —) W(l—-1). (A.18)
n
Dessa relacao de recorréncia, temos que
W) =1
W(1) = uln)
W(2) = u(n)
W) = u'(n)
onde fizemos u(n) = cothn — %
Impondo a condigao
n>1 (A.19)

(que ficara clara adiante), u!(n) ~ 1 — 1/n, donde temos que In W (l) =
[In(1—1/n). Paran > 1, é vélida a aproximagao In(1 —1/n) ~ —1/n

Assim, podemos escrever

W (l) = —1/n.

W(l) =e '/,
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Mas [ = |i — j|, donde podemos escrever

A _ li—ilb
<tz : t]> =e B/kBT (AQO)
O comprimento de persisténcia A é definido, para uma cadeia polimérica

de N + 1 segmentos de comprimento b, como

A= <£0 : i bfi>. (A.21)

Isto é, o comprimento de persisténcia se relaciona a fragao da extensao
da cadeia que permanece na mesma direcao do segmento inicial da cadeia.

POdGHIOS escrever
N R R N ib
A=bY <t0 : ti> =b> e FhaT
i =1

Considerando uma cadeia com um nimero grande de segmentos, podemos

aproximar o somatério por uma integral de facil resolugao

L1 B L _
A= / e BT dp = ——— (e B/kpT — 1>
0 kBT

L
No limite de N grande, e P/F57 < 1 e temos

B
= A.22
T (A.22)
entao, podemos escrever finalmente
(t:-1,) = e (A.23)

Podemos, agora, justificar a condi¢ao (A.19), n > 1. Essa condigao
significa que o comprimento b dos segmentos da cadeia polimérica é muito
menor que o comprimento A de persisténcia da cadeia, refletindo a rigidez
dos monomeros e o fato de que a cadeia de Kratky-Porod s6 pode dobrar-se

nas juntas entre os segmentos.
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Apendice B

Calculo de <R2> na Configuracao
de Equilibrio

A distancia entre as extremidades do polimero pode ser escrita como

N
R=b> {. (B.1)
=0
donde
N
(F) =3 (i) (B2
1,]=

N linl S R\ A
<R2>:b2 Ze*b =) Ze*b T+ > e |

i,j=0 i=0 |j=0 j=it+1

No limite continuo, N — oo e b — 0, de modo a que Nb = L. Nessa

condicao, podemos transformar os somatérios em integrais.
L x z Y x L 2
<R2> :/ dx lei / ed dy + ex / e A dy].
0 0 T

(R?) =2AL —24* (1— %), (B.3)
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Se L> A, e X4 — 0 e temos

A
(R?) ~ 2AL — 247 = 24L (1 - Z) ~ 2AL. (B.4)

Por outro lado, se L < A, e ¥4 ~ 1~ L/A+ L[?/2A2+ O (%)3 ¢

(R?) ~ L*. (B.5)
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