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Resumo

Neste trabalho foram feitas medidas do comprimento de persisténcia e de con-
torno de complexos formados entre o DNA e dois intercalantes: daunomicina e
brometo de etidio. Um estudo sistematico foi realizado utilizando diversas concen-
tracoes dos intercalantes e medindo o comprimento de persisténcia e de contorno de
cada complexo formado. Para isto, foi utilizado um sistema de pingamento 6ptico
associado & espectroscopia de autocorrelacao de intensidades. Foi observado que o
comprimento de persisténcia do complexo DNA-farmaco aumenta de maneira sig-
nificativa com o aumento da concentracao do farmaco até atingir um valor critico.
Acima deste valor, o comprimento de persisténcia decai abruptamente e permanece
aproximadamente constante para concentragoes superiores do farmaco. Este com-
portamento sugere uma possivel transicao heliz-coil do DNA. O comprimento de
contorno da molécula aumenta monotonicamente e atinge um ponto méaximo que
permanece constante com o aumento da concentracao do farmaco. O modelo de
exclusao de pares coincide com os resultados para a concentragao total de farmaco

como fungao do aumento relativo do comprimento de contorno.
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Abstract

At the present work measurements of persistence and contour length of DNA-
drug complexes were performed. The effects of two drugs that intercalates DNA
molecule were studied: daunomycin and ethidium bromide. A systematic study of
the effect of the drug concentration on the DNA persistence and contour length
is presented. For this purpose, a system of optical tweezers and intensity auto-
correlation spectroscopy were used. It was observed that the persistence length of
DNA-drug complexes increases strongly as the drug concentration is raised up to
some critical value. However, for concentrations above this critical value, the per-
sistence length decays abruptly and remains approximately constant for larger drug
concentrations. This behavior suggests that a helix-coil transition might de occur-
ring. The contour length of the molecules increases monotonically and saturates as
drug concentration increases. The neighbor exclusion model fits the results found
for the total drug concentration as a function of the relative increase of the contour

length.
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Capitulo 1

Introducao

Os sistemas vivos sao os exemplos mais notaveis de como a matéria pode se
organizar em estados de extrema complexidade. As investigagoes acerca da estru-
tura organizacional de sistemas biologicos ganharam um grande estimulo apods a
descoberta da estrutura de dupla-hélice do DNA* por Watson e Crick em 1953 [1,2]
e decorrentes descobertas de inimeras proteinas.

Com o advento de novas técnicas de aquisi¢cao de imagens e manipulacao de mi-
crosistemas biologicos [3], as portas deste fascinante universo se abriram, revelando
um mundo complexo, com uma riqueza de detalhes impressionante. Em sistemas
vivos, ocorre uma complexa rede de interacoes entre milhares de metaboélitos, pro-
teinas e moléculas de DNA, nos niveis celulares e moleculares. Estas biomoléculas
realizam uma imensa variedade de tarefas e exibem uma admiravel regularidade e
ordem, sem comparacao com qualquer outro evento observado na matéria inani-
mada. Para se ter uma idéia da complexidade dos sistemas vivos, observemos a
replicagao celular: cerca de dois trilhoes de novas células sao geradas por dia em
um ser humano, ou seja, trinta milhoes por segundo. Cada célula dipléide possui 48
cromossomos e cada cromossomo possui trés bilhdes de pares de base! que carregam
toda a informacao genética. Portanto, sdo copiados cerca de 4 x 10*® informacoes
por segundo. Sem dizer que a célula possui um mecanismo de reparo de erros [4]

no cédigo que faz uma revisao de tudo o que foi copiado. O mais surpreendente do

*Acido desoxirribonucleico.
fO DNA possui quatro tipos de unidades fundamentais, as bases, que se organizam em pares
Guanina-Citosina e Adenina-Timina. A ordem destes pares de base origina o cédigo genético.



processo de replicacao é que a probabilidade de erro é de um a cada 10° pares de base
copiados. Esta estabilidade garante que as espécies sejam reproduzidas por varias
geragoes sem alteragoes apreciaveis. Mas a possibilidade de erro permite também
que as espécies sejam aprimoradas segundo os critérios de selegao natural [5].

O grande desafio da biofisica contemporanea encontra-se em descrever estes
sistemas complexos a partir das leis fisicas. O renomado fisico austriaco Erwin
Schroedinger (1887-1961) ja se preocupava com a questao da redutibilidade dos
fenomenos bioldgicos a fenomenos fisico-quimicos, reconhecendo que a vida é bas-
tante complexa para tal redutibilidade. Em 1944 publicou "O que é vida?" [6], em
que ja previa as dificuldades encontradas e que nao seria facil descrever sistemas
vivos a partir de leis fisicas. Sobre a discussao acerca da complexidade da vida,

Schroedinger escreve:

NAao DEVEMOS, PORTANTO, SENTIR-NOS DESENCORAJADOS PELA DIFICUL-
DADE DE INTERPRETAR A VIDA A PARTIR DAS LEIS COMUNS DA FISICA.
PoOIS DIFICULDADE E JUSTAMENTE O QUE SE DEVE ESPERAR DO CONHEC-
IMENTO QUE ADQUIRIMOS DA ESTRUTURA DA MATERIA VIVA. DEVEMOS
ESTAR PREPARADOS PARA NELA ENCONTRAR UM NOVO TIPO DE LEI FISICA.

OU DEVEMOS DIZER UMA LEI NAO FISICA, PARA NAO DIZER SUPERFISICA?

E interessante observar que este problema, apesar de muito antigo, é extrema-
mente atual e ainda suscita varias discussoes acerca do assunto [7,8]. Qual seria
a forma mais eficiente de se abordar problemas tao complexos que desafiam nossa
compreensao do universo?

A termodinamica destes pequenos sistemas esta longe de ser uma termod-
inamica de equilibrio. Com energias da ordem de algumas unidades de KgT * as
reacoes biomoleculares ocorrem em condices de grandes flutuacdes brownianas’ de-

vido as moléculas de agua que circundam o ambiente. As leis da termodiamica, que

*Em biofisica é comum referir-se a energias em unidades de Kg7T. A temperatura ambiente
T ~ 300K e portanto, 1KgT ~ 4 pN x nm ~ 0.6 Kcal mol™!

TEm 1827 o botanico escocés Robert Brown (1773-1858) descobriu que pequenos graos de polen
executavam pequenos movimentos aparentemente aleatorios. Intrigado, observou que o mesmo
fenémeno ocorria em particulas de p6, o que lhe permitiu concluir que os movimentos nao eram
devido a mecanismos biologicos associados ao pélen. Apesar de nao ter conseguido encontrar a
verdadeira explicagao para o fendmeno observado, este ficou conhecido como movimento browniano,
em homenagem ao seu descobridor.



descrevem sistemas em equilibrio, nao se aplicam a estes sistemas. Portanto, pro-
cessos estocasticos, teorema da flutuagao, metaestabilidade e flutuagao térmica [9)
sao algumas das disciplinas envolvidas na tentativa de entender os padroes de com-
portamento dessas biomoléculas. Esta relagao entre propriedades de nao equilibrio
de pequenas maquinas e suas propriedades termodinamicas estd modelando uma
nova disciplina em fisica estatistica, chamada termodinamica de nao equilibrio de
sistemas pequenos [10]. Esta disciplina tem desempenhado um papel fundamen-
tal ao descrever processos de troca de energia e de matéria que ocorrem nos niveis
moleculares e celulares.

No presente trabalho trataremos sobre uma complexa questao acerca das in-
teragoes dos acidos nucléicos com alguns compostos quimicos. Sao estudadas as mu-
dancas nas propriedades mecéanicas de moléculas tnicas de DNA ocorridas quando
estas sao expostas a diferentes compostos quimicos. Uma das motivagoes deste
estudo é o fato de que a molécula de DNA ¢é o principal alvo de vérios farmacos
utilizados em quimioterapia.

A maioria dos farmacos utilizados em quimioterapia apresenta efeito direto
sobre as fungoes de transcricao, tradugao e replicagao génica, como por exemplo, a
daunomicina e o psoralen. Eles intercalam entre os pares de base das moléculas de
DNA comprometendo suas fungoes vitais, levando consequentemente & morte celu-
lar. Surpreendentemente, a quimioterapia foi descoberta durante a Segunda Guerra
Mundial, quando os alemaes atacaram com armas quimicas as dguas costeiras da
Italia, em 1943. Durante este periodo foi possivel observar os efeitos biologicos
causados pelas bombas de gas mostarda [11]. Em 1946, Alfred Gilman e Freder-
ick Phillips relataram que os efeitos colaterais causados pelo gas eram semelhante
aqueles causados devido & exposigao aos raios X. A partir da publicagao dos estudos
clinicos feitos com o gas mostarda verificou-se um avango crescente da quimioter-
apia antineoplasica®. Hoje sabemos que tanto a quimioterapia quanto a radioterapia
agem sobre a molécula de DNA, cada qual utilizando uma mecanismo de agao par-
ticular. Os mecanismos de agao destes farmacos sobre o DNA tém sido amplamente
estudados [12]| e sdo de crucial importancia para o aprimoramento de técnicas de

quimioterapia.

*A quimioterapia é o método que utiliza compostos quimicos, chamados quimioterdpicos, no
tratamento de doencas causadas por agentes bioldgicos. Quando aplicada ao céncer, a quimioter-
apia é chamada de quimioterapia antineoplasica ou quimioterapia antiblastica.



No presente trabalho estudamos os complexos formados entre o DNA e dois
intercalantes: o brometo de etidio (EtBr) e a daunomicina. O brometo de eti-
dio é amplamente utilizado como marcador de moléculas de DNA, uma vez que o
complexo formado se torna fluorescente quando exposto a radiacao ultravioleta. A
daunomicina por sua vez é um farmaco utilizado em tratamentos de alguns tipos
de cancer. As propriedades mecéanicas medidas sao o comprimento de persisténcia
e de contorno da molécula. A anélise destas propriedades torna-se possivel pois o
DNA é um biopolimero. O modelo que descreve o comportamento de polimeros
sob acao de forcas - no limite entrépico - é conhecido como Worm-Like Chain
(WLC) [13]. Na pratica o que fazemos ¢ prender uma das extremidades do DNA
na laminula do microscopio e outra a uma microesfera de poliestireno. Utilizando
um sistema de pincamento 6ptico, associado a espectroscopia de autocorrelacao de
intensidades [14], torna-se possivel esticar a molécula e medir simultaneamente a
forca aplicada. Deste procedimento, obtemos uma curva de forca versus extensao,
que revela propriedades importantes da molécula como seu comprimento e elas-
ticidade. Este é um poderoso método que nos permite obter informacoes de uma
tinica molécula isolada, ao invés de médias sobre um sistema composto por intimeras
moléculas.

Neste trabalho foi feito um estudo sistematico dos efeitos da concentracao dos
farmacos sobre a molécula de DNA. Observa-se que para determinada concentragao
ocorre uma transicao estrutural na dupla-hélice. Esse mesmo efeito é observado
tanto para o brometo de etidio quanto para a daunomicina, indicando uma car-
acteristica recorrente destes intercalantes. Varios trabalhos na literatura reportam
mudangas no comprimento de persisténcia de acordo com determinada concentragao
de um farmaco. Mas ainda nao haviam sido feitos estudos detalhados da relagao
entre a concentragao do farmaco e o efeito causado. No capitulo 2 abordaremos as
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do DNA e dos farmacos intercalantes.
No capitulo seguinte descreveremos a teoria das pingas 6pticas e mostraremos como
este método pode ser utilizado como um sensor de forcas da ordem de alguns pi-
coNewtons. As técnicas experimentais como preparo de amostras e configuragao
da montagem sao descritas no capitulo 4, juntamente com algumas consideragoes
experimentais e tedricas finais. Os resultados obtidos serao analisados e discutidos

no capitulo 5 e as conclusoes do trabalho sao finalmente apresentadas no capitulo 6.



Capitulo 2

DNA: a Molécula da Vida

2.1 A Estrutura dos Acidos Nucléicos

O éacido desoxiribonucleico (DNA) é responsavel por armazenar a informagao
genética nos seres. Ele é capaz de se autoduplicar e de se traduzir em proteinas,
e é também susceptivel a mutacoes. O modelo estrutural compativel com o DNA
foi proposto por Watson e Crick, em 1953, o que lhes rendeu o Prémio Nobel de
Medicina no ano de 1962. O modelo ainda é utilizado nos dias atuais e é conhecido
como modelo de dupla-hélice (fig2.2). Nesta se¢ao descreveremos o modelo estrutural
da dupla-hélice [15].

Estrutura do DNA

O acido desoxirribonucleico (DNA) é um polimero de unidades de desoxirribonu-
cleotideos. Os desoxirribonucleotideos sao compostos por um agucar (desoxirribose),
uma base nitrogenada ligada ao carbono 1’ da pentose e um ou até trés grupos fos-
fato (PO47), ligados ao carbono 5 da pentose. As bases nitrogenadas podem ser
purinas (dois anéis arométicos), adenina (A) e guanina (G) ou pirimidinas (um anel
aromatico), citosina (C) e timina (T). As bases ligam-se ao carbono 1’ da pentose
através de uma ligacao glicosidica . Os desoxirribonucleotideos formam cadeias
ligadas entre si por pontes fosfodiéster estabelecidas entre o grupo fosfato e o grupo

OH (hidroxila) do carbono 3’ do nucleotideo adjacente.



N H 2 Base Nitrogenada

NZ N
Grupo Fosfato >
TN

N-"N
Ole:’fO—CHz
>
H

O
H H
Aglcar
OH H
Figura 2.1: A estrutura dos nucleotideos é composta por um actcar, uma base

nitrogenada e um grupo fosfato. Nesta figura a base nitrogenada representada é uma
adenina.

Todos os nucleotideos da molécula de DNA tém a mesma orientagao relativa. Se
o carbono 5 da pentose do primeiro nucleotideo estiver voltado para cima, todos
os demais nucleotideos da cadeia estarao na mesma posicao . As cadeias polinu-
cleotidicas possuem portanto uma direcionalidade. Sempre havera um grupo fosfato
na extremidade 5 da cadeia enquanto que na extremidade 3’ havera um grupo OH.
Por defini¢ao as cadeias polinucleotidicas sdo representadas na direcao 5 — 3’ e

somente as letras indicativas das bases nitrogenadas sao representadas:
5 TTACGACCGTACC 3.

A cadeia polinucleotidica é considerada altamente flexivel e, portanto, capaz de
assumir uma conformacao completamente aleatoéria a priori. Entretanto, estudos
detalhados da sua estrutura demonstraram que o maior grau de rotacao ocorre nas
ligagoes entre o oxigénio e o fosforo nas ligacoes fosfodiéster e entre a pentose e a
base nitrogenada, na ligacao glicosidica. Nestas posic¢oes, existem localizagoes pref-

erenciais, mostrando que a molécula de DNA assume conformacoes nao aleatorias.

A dupla-hélice do DNA

As ligagoes fosfodiéster nas duas fitas estao em diregdes opostas, uma na diregao
5" — 3’ e outra na direcao 3’ — 5, sendo portanto, antiparalelas. As bases nitroge-

nadas adjacentes sao unidas por pontes de hidrogénio. Entre T e A sao formadas



duas pontes de hidrogénio, enquanto que entre C e G se formam trés pontes. As
bases podem ser pirimidinas, com apenas um anel aromaéatico, ou purinas, com dois
aneis. Entretanto, estudos indicam que os pares AT e CG tém aproximadamente o
mesmo tamanho e dimensoes semelhantes. Como ambos os pares ocupam o mesmo
espaco, a dupla-hélice apresenta um didmetro uniforme ao longo da sua extensao.
Sendo assim, nao existem restrigoes quanto a sequéncia assumida pelos nucleotideos
ao longo da molécula. A relacao molar entre A e T é igual a 1, o mesmo acon-
tece para as concentracoe de C e G. Entretanto, a quantidade molar de AT e de
CG varia de acordo com a sequéncia de DNA analisada. Essa caracteristica de
pareamento tem grande significancia fisiolégica. As duas fitas sdo ditas portanto
complementares. Essa propriedade garante a replicagao precisa de cadeias longas de

DNA e a transmissao das informacgoes genéticas as proteinas, via transcrigao.

&

\ Ligagéo

Fosfodiéster

3.4 nm

Pontes de

Figura 2.2: Estrutura secundaria helicoidal do DNA. As ligagoes fosfodiéster nas duas
fitas estao em diregoes opostas, uma na diregdo 5 — 3’ e outra na dire¢ao 3’ — 5,
sendo portanto, antiparalelas. As bases nitrogenadas adjacentes sado unidas por pontes
de hidrogénio.

Para estabilizar a estrutura da dupla-hélice de DNA, véarias for¢as agem em conjunto.
Essas forcas devem ser fortes o suficiente para manterem sua integridade, mas devem

permitir uma flexibilidade conformacional, essencial para sua atividade. Além das



ligacoes covalentes, que unem os atomos nas moléculas, outras forgas mais fracas
atuam no DNA. 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 agua. Por outro lado, os sitios hidrofilicos das bases
ficam expostos aos solventes do meio, através das cavidades da dupla-hélice. Assim,
moléculas que interagem com sequéncias especificas de base, em geral proteinas,

podem identificar estas sequéncias sem romper a estrutura da dupla-hélice.

Desnaturagao e Renaturagao do DNA

Esses fendmenos fisicos sao fundamentais para os processos de replicacao, transcrigao
e recombinagao génica. Os termos desnaturacao e renaturacao significam fusao e
reanelamento. O fenémeno de desnaturacao caracteriza-se pelo rompimento das
pontes de hidrogénio, o que leva & separacao das fitas complementares do DNA. O
processo inverso é denominado renaturacao. Ambos os processos podem ser obtidos
in vitro, sob condigoes apropriadas.

Alguns fatores podem desencadear a desnaturacao do DNA como, por exem-
plo, o aumento da temperatura, a titulacao com acidos ou alcalis e por agentes
desnaturantes como a formamida e o dimetil sulféxido (DMSO). Outro fatores como
o estiramento da molécula na presenca de substancias intercalantes também levam
a desnaturacao do DNA [16,17].

Uma das maneiras de se medir a desnaturacao da molécula de DNA ¢é através
da medida da absorbéncia da luz ultravioleta (UV). Como as bases nitrogenadas sao
as maiores responsaveis pela absorcao - absorgao é maxima para A = 260nm - quando
as fitas da dupla-hélice do DNA estao completamente separadas, a absorbancia é
37% maior do que aquela obtida para o DNA em sua forma nativa. Isto pode
ser verificado experimentalmente, aumentando-se a temperatura de uma solucao de
DNA e medindo simultaneamente a absorbancia para A = 260nm. A temperatura
para a qual 50% do DNA foi desnaturado é chamada T}, que seria a temperatura de
transicao helixz-coil ou melting. Nesta temperatura ocorre a separacao das fitas do
DNA ou desnaturagao do DNA, através da quebra das pontes de hidrogénio. Essa
temperatura varia para cada tipo de DNA, pois cada um exibe uma quantidade
diferente de pares AT e pares CG. A ligacao CG, por apresentar trés pontes de

hidrogénio, é uma ligacao mais estavel e mais dificil de ser desfeita que a ligagao



AT. Para desnaturar os pares CG sao necessarias temperaturas mais altas, pH mais
elevado ou concentragoes de agentes desnaturantes mais elevadas. Portanto, 7;, é
maior quanto maior for a concentragao de pares CG. Podemos obter a porcentagem
de pares CG (CG%) a partir do valor de T,,, determinado experimentalmente através

da equacao:

T,,(°C) = 69,3+ 0,41(CG%). (2.1)

Em condigoes fisiologicas a dupla-hélice apresenta-se bastante estavel. Para que
haja uma desnaturacao durante a replicacao, por exemplo, é necessaria a acao de

enzimas (DNA-helicases) que estabilizam as fitas separadas.

Tipos de DNA

Os tipos de DNA encontrados em condicoes fisiologicas sao: tipo B, tipo A e tipo Z
como mostra a fig.2.3. O DNA pode assumir diferentes conformacoes, dependendo
de sua composicao de bases e do meio em que se encontra. Os diferentes tipos de

DNA sao descritos com base em estudos cristalograficos.

B-DNA

Figura 2.3: Diferentes tipos de DNA encontrados em condigoes fisiologicas: B, A e Z
respectivamente. Observamos tamanhos diferentes de cavidades entre as duas hélices
para cada tipo de DNA. Na figura C'm representa a cavidade menor e CM a cavidade
maior.

As regras de pareamento também se aplicam a estas formas de DNA e a informagcao



contida na sequéncia de bases nao se altera. Entretanto a conformagao pode facilitar
ou dificultar a interacao do DNA com proteinas. O tipo mais comum encontrado na
natureza é¢ o B-DNA, descrito por Watson e Crick e encontrado em abundéncia nas
células. O B-DNA encontra-se em condigoes de alta umidade (92%) e em solugoes
de baixa forca i6nica. Por defini¢ao, dizemos que a dupla-hélice do B-DNA gira no
sentido horario. A distancia entre dois pares de base adjacentes ¢é igual a 0,34nm e
a cada 10,4 pares de base a hélice completa uma volta. O passo da hélice portanto é
igual a 3,4nm enquanto que o seu diametro possui apenas 2,37nm de comprimento.

O DNA do tipo A pode ser obtido quando submetemos o B-DNA a certas
condigoes. Quando, por exemplo, cristais de DNA do tipo B sao desidratados em
75% de etanol, ou se o conteudo de sal for diminuido, a molécula, originalmente
longa e fina, torna-se mais curta e mais espessa. Sua cavidade maior torna-se mais
estreita e mais profunda e a cavidade menor torna-se mais larga e mais rasa. Nestas
condicoes cada passo da hélice apresenta 2,6nm de comprimento e 11 pares de base.
O DNA tipo A normalmente nao é encontrado em condigoes fisiologicas, mas ha
indicios de que seja o tipo de estrutura formada nos hibridos DNA:RNA durante o
processo de transcricao. Além disso, essa é a forma que provavelmente ocorre na
dupla fita do RNA.

No Z-DNA a dupla-hélice gira no sentido horario. Essa forma foi reconhecida
inicialmente em oligonucleotideos e foi denominada forma 7 devido a sua aparéncia
de ziguezague. O Z-DNA ¢é mais longo e fino que o tipo B. O passo de sua hélice
possui 12 pares de base e 4,56nm de comprimento e o didmetro possui apenas 1,84nm.
A cavidade maior fica tao rasa que quase desaparece, enquanto a menor se torna
curta e profunda. Aparentemente algumas regices do DNA podem estar nesta forma.
Algumas condic¢oes propiciam a estabilizacao do Z-DNA como a metilacdo ou a
bromagao das bases e a ligagao de proteinas especificas ao DNA. Esta estabilizagao
também pode ocorrer quando o DNA ¢é submetido a um estresse torsional. Isto
pode ser verificado em regioes em que o DNA fica superenrolado negativamente,
como veremos no seguinte item. A ocorréncia e a significancia fisiologica do Z-DNA
na natureza ainda nao estad completamente esclarecida. Algumas regioes do B-DNA
pode se converter em Z-DNA em condi¢oes naturais. Os fatores que determinam
esta ocorréncia sao a sequéncia de nucleotideos e a estrutura global da dupla-hélice.

Outra forma de DNA que pode ser encontrada na natureza é o DNA em fita
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simples. Embora nao seja muito comum, esta forma de DNA compoe o genoma de
alguns virus animais e vegetais, bem como os bacterioéfagos, i.e. virus que infectam

bactérias. Alguns exemplos sdo os bacteriofagos da E. Coli, o M13 e o OX174.

Estrutura conformacional do DN A

A molécula de DNA assume uma conformacao tridimensional ou terciaria denomi-
nada supertorsida, superenrolada ou super-hélice (Fig. 2.4). Este superenrolamento
¢é definido como sendo o enrolamento da dupla-hélice sobre si mesma. Esta confor-
macao foi inicialmente encontrada apenas em pequenas moléculas circulares, como

genomas virais, plasmideos e DNA mitocondrial®.

Relaxado Superenrolamentos parciais Superenrolado

—

1

Figura 2.4: Imagem de microscopia eletronica de diferentes graus de superenrola-
mento do DNA. Da esquerda para a direita observa-se um grau de superenrolamento
crescente. O primeiro encontra-se relaxado, o ultimo totalmente superenrolado e os
intermediéarios apresentam niveis parciais de superenrolamento (A. Kornberg DNA
Replication, pg. 29, W.H.Freeman, 1980).

Apesar de ser comum em moléculas de DNA circulares o superenrolamento
também ocorre em moléculas de DNA na forma linear [19]. Atualmente sabe-se
que esta estrutura conformacional exerce um importante papel no empacotamento

do DNA dentro das células [18]. A figura 2.6 mostra de forma esquemética os

*A forma linear do DNA pode ter suas extremidades ligadas covalentemente, formando es-
truturas circulares. As bactérias tém seu cromossomo na forma circular e podem possuir outras
formas extramitocondriais também em forma circular. As mitocondrias, os cloroplastos e alguns
bacteriofagos também possuem DNA na forma circular.
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diferentes graus de empacotamento do DNA dentro de uma célula.

Empacotar o material genético dentro da célula nao é uma tarefa facil, pois
o comprimento do DNA pode ser milhares de vezes o tamanho da célula. O DNA
superenrolado reduz o espaco e permite que uma quantidade maior de DNA seja
empacotada. O superenrolamento também é observado durante os eventos de divisao
celular, em que o DNA deve ser condensado e segregado para as células filhas. As
proteinas responsaveis por este processo sao conhecidas como condensinas e coesinas.
O superenrolamento também se faz necessario durante a sintese do DNA e RNA.
Para que seja copiada, a molécula de DNA é desenrolada pela DNA polimerase.
O estresse gerado por este desenrolamento nas regioes vizinhas é compensado com
superenrolamentos na dupla-hélice. Algumas enzimas como a Topoisomerase II e
a DNA girase sao responsaveis por aliviar o estresse durante a sintese de DNA. A
enzima Topoisomerase II é capaz de cortar a dupla-hélice em um determinado ponto
de estresse. As fitas, livres, giram até alcancarem um estado relaxado e a enzima
emenda as fitas novamente no mesmo ponto.

Estas estruturas superenroladas do DNA podem ser descritas pela Topologia*.
Uma propriedade topolégica importante da molécula é o seu nlimero de ligagoes
Ly, (Linking Number), que é um invariante topologico. O L é igual ao nimero de
vezes que uma fita de DNA passa em torno da outra, como mostra a figura 2.5a.
O numero de voltas de uma fita em torno da outra, ou seja, o naumero de voltas da
hélice é definido por namero de voltas T, (Twist). As voltas que sao adicionadas
ou removidas (ver fig.2.5¢), como fazem algumas enzimas , criam algum tipo de
tensao na molécula. Essa tensao gerada pelas voltas pode ser estabilizada de modo
a formar um superenrolamento da dupla hélice. As flutuagbes térmicas exercem
um papel crucial na determinagao da conformagao do superenrolamento [19]. O
nimero de superenrolamentos é representado por W, (Writhe). A relagao entre

entre estes parametros é dada por:

Ly =Ty +W,. (2.2)

O numero de ligagao Ly é uma propriedade topologica da molécula circular

que permanece inalterada independente do que ocorre com a molécula, desde que as

*Topologia, do grego topos, forma, e logos, estudo "estudo das formas"é o ramo da matemaética
que estuda os espagos topologicos.
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cadeias de agucar-fosfato nao sejam rompidas. Os pardmetros geométricos T,, e W,

podem variar livremente, desde que sua soma seja constante.

a) k) c)
P |
Diesenrolaments Im:algg'
Superenrolamento E}
-&n. Superenrolamento

Figura 2.5: a) DNA circular, fechado e sem superenrolamento. b) DNA com dois
superenrolamentos negativos, todas as bases pareadas e n voltas em torno da hélice.
¢) DNA circular, sem superenrolamento, com n — 2 voltas na hélice e uma regiao
localmente desenrolada.

Existem algumas técnicas que permitem medir o grau de superenrolamento,
sua geragao e remoc¢ao em moléculas de DNA. As mais conhecidas sao: eletroforese
em gel de agarose; velocidade de sedimentacao e microscopia eletronica. Recen-
temente foi desenvolvida uma técnica de medida direta de torque em moléculas
tnicas [20]. A técnica consiste em uma montagem de pinga 6ptica convencional
com feixe de perfil gaussiano com polarizacao linear. A diferenca é que ao invés
de serem usadas microesferas de poliestireno, sao utilizados microdiscos dielétricos.
Este artificio confere nao s6 um pogo potencial translacional, como também um
poco potencial rotacional ao pingamento. Desta forma ¢é possivel medir o torque em

moléculas tinicas de DNA, ao invés de medidas sobre médias de moléculas.
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2.2 O DNA como um Polimero

Muitas das principais moléculas biologicas sao polimeros. Algumas mais rigi-
das como os filamentos de actina e microtiibulos do citoesqueleto, outras mais
flexiveis como a molécula de DNA. Um polimero* ¢ formado da adi¢ao de um ntimero
muito grande de unidades fundamentais, chamadas monémeros, ligados através de
ligacoes quimicas. A adigao destas unidades pode continuar indefinidamente, for-
mando enormes cadeias poliméricas. O comprimento de uma extremidade a outra
quando a molécula estd completamente desenrolada é chamado comprimento de con-
torno L. Do ponto de vista da flexibilidade dessas macromoléculas, elas podem se
caracterizar de duas formas: flexiveis ou rigidas. Geralmente, a maioria das molécu-
las estao em estagios intermediarios de flexibilidade.

Cadeias longas de DNA sao bastante flexiveis. Entretanto, sequéncias menores
que 100 pb sao relativamente rigidos para serem curvadas. Algumas sequéncias es-
pecificas e proteinas especiais tornam o DNA mais suscetivel & curvatura. A ligacao
DNA-proteina também pode facilitar a curvatura. Um exemplo ocorre no nucle-
ossomo, no qual um segmento de DNA de 145 pb se enrola quase duas vezes em
torno de um octamero de histonas (ver fig. 2.6). A flexibilidade do DNA possui um
importante papel em muitas de suas func¢oes como: a condensagao e empacotamento
do DNA, observados no nucleossomo; aproximacoes dos sitios de ligagoes distantes
do DNA linear; formacao de estruturas especiais proteina-DNA para alinhar deter-
minados sitios, como no caso de recombinagao sitio-especifica; inducao da molécula
de DNA para a clivagem e desnaturacgao.

O DNA possui uma estrutura polimérica onde a unidade monomérica é um
par de nucleotideos (CG ou AT), para o caso de hélices duplas. Como o tipo de
monomero tem pouca influéncia no comportamento macroscéopico do polimero, pode-
mos estudar o comportamento da molécula de DNA sob a 6tica da dindmica de
polimeros, utilizando o modelo de Worm-Like Chain (WLC). Este modelo, derivado
do modelo de Kratky-Porod, descreve o comportamento de polimeros semi-flexiveis
e seréd explicado na préoxima secao.

O modelo WLC define o comprimento de persisténcia A como sendo uma

*Do grego polys, muitos e meros, partes "muitas partes".
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Figura 2.6: Diferentes graus de empacotamento do DNA dentro da célula

medida do alcance de perturbagoes na cadeia polimérica. Em um polimero cujo
A é pequeno, as perturbacoes na cadeia serao percebidas localmente, apenas por
monomeros vizinhos, que tém maior liberdade de deslocamento. Isso caracteriza
uma molécula flexivel. Por outro lado, moléculas cujo A > L, qualquer pertur-
bacao sera transmitida ao longo de toda a cadeia, ao mesmo tempo em que seus
mondmeros quase nao se deslocam de suas posi¢oes de equilibrio, o que caracteriza
um polimero rigido. Portanto, dizer se um polimero é flexivel ou nao depende da
escala de interesse. O comprimento de persisténcia do DNA dupla-hélice por exem-
plo esta em torno de 50nm, em condigoes fisiologicas. O que significa que, olhando
para uma escala de comprimento menor do que 50nm, a molécula se comporta mais
ou menos como uma haste rigida. Em escalas de comprimento muito maiores que

50nm, ela se comporta como uma cadeia flexivel.
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Elasticidade Entrépica e a Maximizagao da Entropia

Um polimero com comprimento bem definido, chamado comprimento de contorno L
da molécula, imerso em uma solu¢ao aquosa, terda uma dada configuragao de equi-
librio termodinamico. Suponha que a molécula esteja inicialmente esticada. As
colisdes entre as moléculas do meio e o polimero fardo com que, aos poucos, ele
se enovele sobre si mesmo até atingir uma configuragao de equilibrio. Esta é uma
configuragao de enovelamento aleatorio e de alta entropia*. Nesta configuragao a dis-
tancia média entre uma extremidade do polimero e outra r.. (end-to-end distance)
permanece constante no tempo. Esta distancia depende, entre outras coisas, da flex-
ibilidade do polimero e da temperatura do meio. Para temperaturas muito baixas
T — 0 o raio de curvatura R do polimero tende a infinito. Nesta configuragao,
a entropia é drasticamente reduzida, pois ela terd um nimero menor de configu-
racoes possiveis. A definigao estatistica de entropia relaciona-se com o ntmero de

configuragoes possiveis através da equacao de Boltzmann:

onde 2 é o nimero de configuracoes acessiveis ao sistema e kg é a constante de
Boltzmann. A maximizacao da entropia ocorre quando as extremidades da molécula
estao mais proximas, ou seja, quando ha maximizacao das configuragoes possiveis
(ver fig.2.7).

Dé-se o nome de elasticidade entrépica a essa tendéncia da molécula de aumen-
tar a entropia do sistema. A elasticidade entrépica depende nao s6 das propriedades
do meio como também da elasticidade da propria molécula. Para que a molécula
retorne a sua posicao inicial esticada, e assim permaneca, é necessario aplicar uma
forca ?, denominada forca entrépica, em suas extremidades para compensar o efeito
das colisoes ininterruptas das particulas do meio com a molécula (fig.2.8). A forca

entrépica pode ser representada por:

F=—kgThZ (2.4)

*QOriginalmente, o termo entropia (troca interior) surgiu como uma palavra cunhada do grego
de en, dentro e trepo, troca ou evolugao. O termo foi primeiramente usado em 1850 pelo fisico
alemao Rudolf Julius Emmanuel Clausius (1822-1888).
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F=U-TS (2.5)
onde Z é o niimero de configuracoes acessiveis, U a energia interna, 7" a temperatura
e S a entropia do sistema. O trabalho realizado sobre o sistema é dado por:

dF = —TdS =W = / Fog - dF (2.6)

e a forca entropica sera definida como sendo de sentido oposto a forca exercida pelo

polimero:

]
I

—Lent (27)

-4

Aumento da Entropia

Figura 2.7: As colisGes entre as moléculas do meio e o polimero fardo com que, aos
poucos, ele enovele-se sobre si mesmo, até atingir uma configuracao de equilibrio. Esta
é uma configuragdo de enovelamento aleatorio e de alta entropia.

As forcas entropicas geralmente sao fracas, tipicamente menores que 10 pN.
Acima desta forca e até aproximadamente 70 pN, o DNA encontra-se no regime
entalpico. Estas forcas causam uma deformacao na estrutura da molécula e sao
chamadas forgas entalpicas. Em nossos experimentos trabalhamos apenas no regime

de forgas entropicas.
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Figura 2.8: Representacao esquematica da forga entrépica, aplicada nas extremidades
do polimero.

2.3 Modelos de Elasticidade de Polimeros

O Modelo Kratky-Porod

) 7(0)
At
r(0)
?(S)
7 (s)
A6

X

Figura 2.9: Curva aleatéria s cuja posigao no espago é dada pelos vetores 7(s).

Nesta secao iremos descrever o modelo de Kratky-Porod, que nos fornece a
energia de um polimero para uma dada conformagao de equilibrio. Uma cadeia

polimérica sem estresse torsional pode ser descrita pelo modelo de Kratky-Porod.
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Considere uma curva aleatoria 7(s) (ver fig. 2.9) com comprimento total fixo L. A
curva pode ser dividida em N segmentos de comprimento s, tal que 0 < s < L. Os
vetores 7(s) e 7(s + As) definem um segmento de arco s. O vetor unitario tangente
a curva £(s) pode ser definido pela relacio:

ﬂ@:gg (2.8)

A curvatura da haste sera definida por:

1,10 _opoi o
R ROO 09509 0s
onde ds = Rdf Podemos considerar cada segmento como uma haste fina, flexivel e

(2.9)

comprimento L e momento de inércia I (ver fig. 2.10). Uma deformagao causada

nesta haste em forma de um semi-circulo terd uma energia de flexao dada por:

_ il
I~ 2R?
onde Ky = Y[ ¢ o moédulo de rigidez flexional da haste e Y o moédulo de Young.

(2.10)

Figura 2.10: A haste de comprimento L e momento de inércia I encontra-se inicial-
mente esticada. A haste sofre uma deformacao em forma de um semi-circulo de raio
R, a haste terd uma energia de curvatura dada por E; = IifL/QRQ.

Substituindo a rela¢ao para a curvatura (eq. 2.9) na equacao 2.10 podemos obter a

energia de curvatura em funcao de uma determinada configuracao do segmento.

2

! L. (2.11)

ot
Ef:§/€f %

Somando-se sobre todos os elementos da cadeia, temos a expressao para a energia

total da cadeia:
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1 Le ot
Egp == —\ d 2.12
KP 2/€f /0 Ds S ( )
podendo ser escrita da seguinte forma:
kT [F |of]
Eup = 22 Al ds. 2.13
K 2 Jo as| (2.13)

Esta relacao é conhecida como modelo de Kratky-Porod e nos fornece a energia de
curvatura de uma cadeia com configuragao aleatéria. O termo A = Bk ¢ chamado
comprimento de persisténcia, sendo # = 1/kpT. Fisicamente, A é a distancia car-
acteristica ao longo do polimero sobre o qual a autocorrelagao espacial dos vetores
tangentes < t(s)-#(s') > cai a zero. Para o DNA in vivo (onde existem aproximada-
mente 150mM de Na™ juntamente com outros fons) o comprimento de persisténcia é
A =~ 50nm ou 150bp, apesar de que para concentragoes idnicas baixas este parametro
pode atingir um valor de 350nm. Geralmente quando se trata de cadeias poliméricas

com estas caracteristicas assume-se sempre que L > A.

Figura 2.11: Cadeia polimérica continua pode ser simulada por uma cadeia com
segmentos de tamanho b, rotagao livre e vetor orientacional t;.
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Um DNA linear longo ¢ um polimero semi-flexivel e realiza um movimento
aleatorio. Podemos calcular as flutuagoes na distancia que separa as extremidades
deste polimero < ?ze >. Considere uma sucessao de N segmentos de comprimento
b e vetor de orientacdo f; (ver fig. 2.11). A energia Exp de uma determinada
configuracao pode ser dada levando-se em consideragao os angulos sucessivos entre

os segmentos do polimero:

lif I€f02
—§ = —
2R? 2s '
onde 6 é o angulo entre os vetores de orientagoes sucessivas e s = RO o arco de

Bare = (2.14)

circulo para 6 pequeno. O valor do desvio quadratico médio (%) ao longo da cadeia
é uma forma de estimar a magnitude das flutuagoes de curvatura e é dado pela

distribuicao de Boltzmann:

9 [ 0*P(Eqc)dQ2
= 2.1
) = L (2.15)
onde P(E,..) = exp(—BE,.) e dQ = sin 0dfd¢. Entao, (%) se torna:
2 - .
(0% — [ 6% exp(—BEq.) sin 0dO (2.16)

[ exp(—BEqu.)sinfdf

. . 02 :
Para pequenas flutuagoes, temos que sinf) ~ 60 e E ~ “’2”—5 Fazendo a seguinte

mudanca de variaveis:

92
22 = BE,. = @;}; , (2.17)
temos que
2 2
62 = ;/ff e (2.18)
2
do = 6—;(11:. (2.19)

Substituindo em (#?), temos que:

o 25 [aPexp(—a?)dx
W) = Brs [exp(—a?)dz (2.20)
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estas integrais gaussianas podem ser efetuadas de zero a infinito com erros pequenos,

pois as flutuagoes sao muito pequenas. Temos portanto que:

2s

2

== 2.21
0 = 5 (2.21)
ou podemos escrever em termos do comprimento de persisténcia:

2s

6%y = =, 2.292

() = 7 (2.22)

Podemos calcular a distancia quadratica média entre as duas extremidades da

molécula polimérica para a conformacao de equilibrio nos limites flexivel e rigido.
Para isso, considere a fungao de autocorrelacao espacial para os vetores tangentes

t(s) [21,23]:
(2.23)

< #(0) - {(s) >=< cos @ >,
o valor de # é pequeno para baixas temperaturas, de maneira que podemos fazer

cosf ~1—6?/2, ou seja:
. . < 6% > s s
<i0)-is) P21 - ST 1S =1 (2.24)

observamos que este é o primeiro termo da expansao de uma funcao exponencial.

Considerando-se todos os termos, temos:
. . s
< 4(0) - i(s) >= exp (_Z> (2.25)
portanto, a funcao de autocorrelagao espacial exibe um decaimento exponencial.

A distancia quadratica média pode ser obtida atrvés da eq. 2.25, avaliada nas

extremidades da molécula:
(2.26)

>

I
Q3| 5
w | =3

(2.27)

dr' = t(s)ds,

-
—

o que nos leva a relagao



7(L) = 7(0) + /O t(s)ds (2.28)

2
o valor de < 77, > se torna

< T2 >=< [Foe(L) — 7 (0))? >= /OL ds /OL ds' < t(0) - t(s) >, (2.29)

mas utilizando a relacao 2.25 podemos reescrever 2.29 da forma:

—2 . v ° / (5 — 5l> _ 2 L
<7T,>=2[ ds | dsexp|— =2AL —2A% |1 —exp(——)| (2.30)

no limite flexivel (L > A), exp(—L/A) — 0 e

< T2 >~ 2AL (2.31)
e no limite rigido (L < A), exp(—L/A) — 1

—2 2 L L2
< T > 2AL - 24% |1 (1= 2 + ) (2.32)

< T2 >~ [P (2.33)

Esta é, portanto, a relagao para se estimar a distancia quadratica média entre
as extremidades do polimero em dois limites distintos. Observa-se que no limite
flexivel o valor quadratico médio depende do comprimento de persisténcia A. Por

outro lado, para o limite rigido, < 72 > depende predominantemente do com-

ee
primento de contorno L, o que era de se esperar, ja que neste limite o polimero
assemelha-se a uma haste rigida. E interessante notar que, durante varios anos, a
tnica forma de se estimar o comprimento de persisténcia do DNA era através da

medida de 7, por métodos como sedimentacao, espalhamento de luz, etc.

O Modelo Worm-Like Chain

Uma descri¢ao mais precisa é dada pelo modelo conhecido como Worm-Like Chain

(WLC) [13]. Este modelo nos fornece a relagao entre a forga aplicada ao polimero
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com o estiramento resultante. Os modelos anteriores ao WLC nao levam em consid-
eracao a energia devido a elasticidade de uma haste fina, responsavel por descrever
a curvatura do DNA. Na maior parte do range experimental (disténcia entre as
extremidades de 30 a 95% do comprimento de contorno), a diferenga entre o com-
primento de contorno e a distancia entre as extremidades vai a zero com 1/ f %, onde
f & a forga aplicada. O modelo Freely-Jointed Chain (FJC), por exemplo, s6 é capaz
de descrever o DNA para regimes de forgas muito fracas. Nesta se¢ao iremos discutir
a mecanica estatistica basica para um polimero modelado pelo WLC sob tensao.

Assim como todos os polimeros flexiveis, uma separacao entre as extremidades do
DNA de uma quantidade z < L custa uma energia livre U = 3k5T2%/(2R%) e por-
tanto requer uma for¢a f = 0U/0z = 3kpTz/(2AL). Abaixo da forca caracteristica
de kT /A a extensao z é pequena comparada a L e esta lei de forga linear é valida.
Como 1kgT /nm = 4,1pN teremos, para A = 50nm, kgT'/A = 0,08pN, ou seja, a
forca necessaria para destender o DNA é muito pequena comparada com piconewtons
necessarios para destender completamente polimeros convencionais. Primeiramente,
considere pequenos estiramentos, a relacao entre a forca aplicada e o deslocamento

causado obedece a equacao:

F=—kZ (2.34)

No caso de polimeros flexiveis em que L > A e < 72, >~ 2AL, teremos:

1

<72 >=+V2AL. (2.35)

z

E, devido ao principio da equiparticao de energia para a energia elastica do polimero,
podemos dizer que:

1 5, 3

—Kkz" = —KkpT 2.36

ket = Skl (2.36)
substituindo z por v2AL, isolando a constante k e substituindo-a na eq. 2.34 para
a forca, teremos:

- 3/€BT -

F=-T7007 (2.37)

Portanto, a equacao acima ¢ valida para o limite de estiramentos pequenos.
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Para forgas além de kpT'/A, a elasticidade nao-linear entropica determina o

destendido é dada por:

2

ot ds — Fz (2.38)

comportamento da curva forca versus extensao. A energia efetiva de um WLC

1 L
E=-
QKf/O 0s

Onde a forca F' aparece como um multiplicador de Lagrange, representando o vinculo

existente entre as extremidades do polimero.

K= % =rpTA (2.39)

Quando forcas maiores sao aplicadas sobre o polimero, sua extensao se aproxima
do comprimento total L e o vetor tangente apresenta uma oscilacao desprezivel
em torno do eixo z. A forca exercida sobre o polimero, portanto, tem direcao
predominantemente na direcao do eixo z, para o polimero estirado. Portanto, a
componente ﬁz da forca serd mais expressiva. O vetor tangente t pode ser escrito

em termos de suas componentes:

f=tot+ty) +t.k (2.40)

O moédulo sera dado por:

B = ltal® + 1t [* + [t = 1 (2.41)

podendo ser separado em duas componentes, transversal (£, = +/|t.|? + |t,]?) e a
componente z. Considerando apenas a aproximac¢ao de primeira ordem, podemos

dizer que o moédulo da componente z serd dado por:

1
It ~1— 5|7¢L|2 (2.42)

portanto, a distancia z entre as duas extremidades do polimero seré:

L
z:/ |t.|ds (2.43)
0

substituindo esta relacao na eq.2.38 para a energia e considerando que o vetor tan-

gente ¢ aproximadamente constante ao longo do polimero, temos que:
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kT (" |of] L ty?
E = & A/ ot ds—F/ (1—|L|>ds
2 o |0s 0 2
kT [* A |2 L It ?| ds— FL (2.44)
= — — — s — :
2 J Os 7"
Usando a transformada de Fourrier (£, (q) = [ dsexp(igs)t,(s)) podemos passar

para o espago de vetores e decompor a energia em seus modos normais. Tomando a

transformada inversa temos:

ti(s) = % /dq exp(—igs)t1 (q), (2.45)
6%58( . 217T / dq(—iq) exp(—igs)t.(q). (2.46)

A equacao para a energia sera:

ksT [* 1 ol
E = ) dS{AR /dCJ(—“I)eXp(_ZqS)U(Q)
TR /d (gt } - FL (2:47)
rpT Am2 | | ¢4SFPLT8)EN '

AkgT [* 1 - 1 -
=220 [Ca{ o [awesioino} oo [aid eston @ +
0

T
F [F 1 1
_/ ds{—/dqexp( iqs)ty(q }{—/ q exp zqstL*(q)}—FL
2 J, o 2

Utilizando a definicao de delta de Dirac:

o [ dsesplitd — a)s) = éa — ) (2.48)

A expressao para a energia se torna:

E:
kT

Escrevendo a energia para cada modo normal, temos:

]{?BT dq F ~ 9
— | — |A — |t — FL 2.4
or [ S e ]l (2.49)
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kgT F ~
E,=—"— A+ — (q)? 2.

A funcao de partigdo Z do sistema pode ser escrito como:

z = [ow (- )il

= [ew[-4 (a0 + 15 ) P i)

| onksT
_ |_ZrhBL 2.51
A@kpT + F (251)

onde |£ (q)| é a variavel de integragao, cujo valor quadratico médio é dado por:

<fiwP> = 5 [lores -3 (a¢+ 20 ) 0P|
kT

= — 2 2.52
A@?kpgT + F ( )

Para encontrarmos a energia do sistema como um todo, devemos integrar |¢;(¢)|?

sobre todos os modos normais e multiplicar por um fator 2 correspondente as coor-

dg - kT
<[t >= 2/% <[f(@)* >= 1/ &= (2.53)

No limite de grandes estiramentos, teremos que:

1 K,BT
Lt 21—t ]?/2=1— =4/ == 2.54
/L2t 21— |tuf/ N Fa (2.54)

Podemos isolar F' na equacao acima para obtermos uma relacao da for¢ca em funcgao

denadas z e y:

do estiramento do polimero:

b= HZT;L [(1 —i/L)J (2:35)

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

expressao também fosse valida para pequenos estiramentos, Marko e Siggia apre-

sentaram uma corre¢ao para a equagao. O termo z/L — 1/4 néo altera o resultado
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previsto para a forga para grandes estiramentos e prediz valores corretos para pe-

quenas forcas. Portanto, a expressao generalizada para o modelo WLC é dada por:

kT
A

z 1 1
) .

onde kg é a constante de Boltzmann, 7" é a temperatura, 2z a disdncia média entre as

extremidades da molécula para um dado valor de F', L o comprimento de contorno
da molécula e A o comprimento de persisténcia da molécula. A flexibilidade do DNA
é caracterizada pelo seu comprimento de persisténcia A. Para uma molécula tipica
de DNA, o valor de A encontra-se entre 40 e 500 nm. Este valor pode ser obtido do
ajuste entre a curva F' x z medida experimentalmente, com a curva tedrica. Estas
forcas encontram-se no limite entrépico F' < 10pN e para forgas superiores a 10p/N
o DNA nao pode mais ser descrito pelo modelo WLC [19]. O método experimental

utilizado para obter a curva experimental sera descrito no Capitulo 4.

2.4 Complexos DNA-Intercalantes

As interacoes DN A-intercalantes tém sido amplamente estudadas ao longo dos
ultimos anos. Uma das motivagoes de caracterizar e descrever estas interacoes é que
varios destes compostos sao utilizados no tratamento de varios tipos de cancer e
outras doencas. Além da daunomicina, podemos citar também o psoralen, que tam-
bém se intercala ao DNA. O psoralen é um farmaco utilizado para tratar algumas
doengas de pele como a psoriase ou vitiligo, através da técnica conhecida como PUVA
(psoralen seguido de iluminag¢ao com luz UVA). Recentemente foi feito um estudo
da interagao DNA-psoralen quando iluminado com luz UVA. O comprimento de
persisténcia dos complexos DNA-psoralen formados foram medidos e podem ser en-
contrados em [27]|. Todos estes intercalantes apresentam varias semelhangas nos pro-
cessos de intercalagao. Uma das caracteristicas destas ligacoes é que os intercalantes
induzem mudancas na elasticidade da molécula DNA. Nesta secao apresentaremos

algumas propriedade dos complexos DNA-brometo de etidio e DNA-daunomicina.
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Complexo DNA-Brometo de Etidio

O brometo de etidio (EtBr) é um composto quimico muito utilizado como marcador
de DNA [28]. Ele intercala entre os pares de base dos éacidos nucleicos (ver fig.
2.12) e o complexo formado se torna fluorescente quando iluminado com luz UV.
Essa caracteristica tornou-se uma conveniente técnica de deteccao de fragmentos de
DNA em gel de agarose. A ligacao do EtBr com a molécula de DNA altera sua
massa, rigidez e, portanto, sua motilidade. A intercalacao do brometo de etidio
depende fortemente da concentracgao ionica da solugdo aquosa i.e. sua constante de

ligagao intrinseca K; depende da concentracao de Nat em solugao [29].

(a) (b)

Brometo de
Etidio

A molécula se intercala entre
os pares de base do DINA

Figura 2.12: a) Brometo de Etidio b) Aumento do comprimento e o desenrolamento
da dupla-hélice do DNA causados pelo processo de intercalacao do EtBr.

A ligacao do brometo de etidio ao DNA ¢é caracterizado estruturalmente por
um aumento na distancia entre os pares de base de 0, 34nm por molécula intercalada
[30]. Além disso, cada molécula intercalada causa um desenrolamento da dupla-
hélice. Portanto, o comprimento de contorno L sofre em geral um aumento e sao

observadas mudancas também no comprimento de persisténcia A do DNA.
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Complexo DNA-Daunomicina

*

A daunomicina, Fig.2.13 é um farmaco antraciclinico * amplamente utilizado no
tratamento de varios tipos de cancer em humanos. Na célula, a daunomicina se
aloja no interior do nicleo. Ela se intercala & molécula de DNA, preferencialmente
onde ha dois sitios C-G seguidos, inibindo tanto a replicacao do DNA quanto a
transcricao do RNA. Cada daunomicina intercalada aumenta o comprimento de

contorno do complexo de 0, 31nm [32].

0
cHo 0 1
CH4 0
Ho NM

Figura 2.13: Molécula de Daunomicina.

A intercalacdao da daunomicina apresenta uma forte dependéncia com a con-
centracao idnica da solugao, i.e. um aumento da concentracao de Na™ em solucao
causa uma grande diminui¢ao da constante de ligagao intrinseca K; [24]. As molécu-
las de daunomicina se auto-associam em solucao aquosa para concentragoes maiores
que 10uM [34,35]. Da maneira semelhante ao EtBr, cada molécula de daunomicina
intercalada desenrola a dupla-hélice do DNA de graus.

A toxicidade da daunomicina esté associada as altas taxas de proliferacao celu-
lar, como ocorre nos tecidos cancerigenos. Isto se deve ao fato de que os tecidos com
estas caracteristicas apresentam uma maior quantidade de Topoisomerase I e II, en-
zimas responséveis pela clivagem do DNA. A daunomicina e outros farmacos alkalis

apresentam uma afinidade bioquimica com estas enzimas, estabilizando o complexo

*Farmacos antraciclinicos sao uma classe de agentes quimioterapéuticos, geralmente com quatro
anéis aromaticos. Estes compostos apresentam um mecanismo de intercalagao semelhante ao da
daunomicina e sao usados para tratar diferentes tipos de cancer, incluindo leucemias, linfomas,
cancer de mama, de ttero, de ovario e cancer de pulmao.
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DNA-Topoisomerase e impedindo a continuidade dos processos de divisao celular.
Os tecidos normais que apresentam altas taxas de proliferagao celular (e.g. tecido
epitelial do trato gastrointestinal e células da medula-6ssea) apresentam uma maior
susceptibilidade a estes agentes. Os principais efeitos colaterais causados ao organ-
ismo de pacientes tratados com daunomicina sao anemia e deficiéncia imunologica,
devido a redugao das células vermelhas e brancas. A daunomicina é um agente can-
cerigeno e causa principalmente cancer de mama e cancer nos rins. O contato com

o farmaco deve ser evitado, pois nao hé niveis seguros de exposicao.

2.5 Modelo de Exclusao de Pares

Cada um dos ligantes que intercalam ao DNA exibem uma seletividade se-
quencial e estrutural diferente. Numerosos estudos acerca destas interagoes tém
sido feitos e o entendimento desta dindmica de intercalagao ainda permanece em
aberto para muitos compostos intercalantes [12,24,25]. A anélise teorica das inter-
acoes DNA-proteina e DNA-intercalante foi primeiramente proposta por Scatchard
em 1949. Este tratamento, porém, é incompleto e nao descreve adequadamente
o comportamento destas interacoes no limite de saturagdao. Apresentaremos nesta
secao o Modelo de Exclusao de Pares, calculado primeiramente pelo algoritmo de
Crothers (1968) e apresentado de forma analitica por McGhee e von Hippel [26] em
1974.

A idéia fundamental desse modelo consiste em determinar qual o comporta-
mento seguido por um determinado composto quimico ao intercalar em uma rede,
no caso a dupla-hélice. O objetivo é encontrar o modelo mais simples possivel que
descreva interacoes rede-ligante. Este modelo deve levar em consideragao tanto o
tamanho efetivo do sitio quanto a cooperatividade entre os intercalantes. O modelo
de Scatchard foi inicialmente proposto para ligantes nao interagentes e pequenos o
suficiente para ocupar apenas um sitio da rede. Quando um ligante cobre dois ou
mais sitios da rede, como acontece usualmente em problemas de interesse biologico,
o modelo de Scatchard é insuficiente para descrever o sistema. No Modelo de Ex-
clusao de Pares consideramos tanto a sobreposicao de um intercalante sobre mais de

um sitio da rede (tamanho efetivo do sitio) como também a interagdo da molécula
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intercalada com os seus primeiros vizinhos.

A relacao de Scatchard é obtida através da equacao de massa-acao, e obedece

a seguinte relacao:

,

— =K(1—-r). (2.57)

Cy
onde r é a razao entre a concentracao de ligantes ligados e a concentracao de si-
tios livres (Cy/Ch,). Este pardmetro nos fornece a fragdo dos sitios ligados. A
concentragao de ligantes livres em solucao ¢ dada pelo parametro Cy. Neste mod-
elo, quando plotamos r/Cy em fungao de r, obtemos uma reta, cuja inclinagao nos
fornece o valor da constante de associacao intrinseca K. Este modelo, entretanto,
nao leva em consideragao o tamanho efetivo do sitio da rede n. Portanto, paran =1
e moléculas nao-interagentes, o modelo é satisfatorio e descreve bem o comporta-
mento do sistema. Porém, para n > 1, esta relagao nao é mais valida.

Para solugoes com baixas concentracoes de intercalante sitios vazios encontram-
se muito distantes uns dos outros. Portanto, o preenchimento de sitios da molécula
ir4 acontecer de forma linear. Ou seja, a concentracao de farmaco ligado €} (inter-
calado entre os pares de base) sera proporcional & concentracao total de farmaco C;
na solugao. A medida que a concentracao total do farmaco em solugao aumenta este
comportamento sai do regime linear e passa a obedecer critérios mais elaborados
de intercalagao. Nesta faixa de concentracao teremos a influéncia de alguns fatores
como a cooperatividade exibida pelo ligante, ou seja se hé atracao ou repulsao entre
as moléculas do composto; o tamanho do sitio ligante, i.e. quantas bases ou pares
de bases sao complexadas por molécula ligante e ainda outros fatores nao lineares.
Portanto, para qualquer grau de saturagao o nimero de sitios livres depende nao
apenas do numero de sitios ocupados, como também da distribui¢ao destes sitios
ocupados na rede. Para tais sistemas fora da regiao linear ocorre uma divergéncia
substancial das previsoes classicas.

Considere uma rede como sendo um arranjo linear de N sitios idénticos repeti-
dos. Cada unidade béasica da rede, no caso, corresponde a um par de base do DNA.
Por conveniéncia, pegamos um caso especifico em que a cadeia é polar e orientada
em uma determinada direcao. O ligante também é considerado polar e possui uma
orientacao fixa com relacao a cadeia. Assumimos que uma molécula intercalada

cobre (i.e. torna inacessivel para outros ligantes) n sitios consecutivos da cadeia.
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Portanto, admitiremos que um sitio livre consiste em quaisquer n sitios livres con-
secutivos na rede. O pardmetro n portanto nos fornece o tamanho efetivo de uma
unidade da rede e é denominado pardmetro de exclusao. Consideramos também
que a cadeia é longa o suficiente N > n para que os efeitos de borda possam ser
negligenciados.

As interagoes ligante-ligante somente sao permitidas entre vizinhos proximos,
ou seja, nao pode haver nenhum sitio vazio separando as moléculas intercaladas.
Esta restrigao resulta em trés tipos distintos de sitios ligantes como vemos na figura
2.14.

(i) Um sitio isolado, ao qual o intercalante se liga com uma constante de associagao
intrinseca K(M™');

(ii) Um sitio com apenas um primeiro vizinho de um dos lados, no qual o inter-

calante se liga com uma constante de associagao Kw(M™1);

(iii) Um sitio com dois primeiros vizinhos, cada qual de um lado, ao qual o inter-

calante se liga com uma constante de associagao Kw?(M 1)

Te———————— EE—— y 4
A A A
Ko Ko (M) Ko (M)

Figura 2.14: Defini¢ao dos trés tipos distinguiveis de sitios ligantes: i)sitio isolado,
ao qual o intercalante se liga com uma constante de associacdo intrinseca K (M 1)
ii) sitio com apenas um primeiro vizinho de um dos lados, no qual o intercalante se
liga com uma constante de associacdo Kw(M 1) iii) sitio com dois primeiros vizinhos,
cada qual de um lado, ao qual o intercalante se liga com uma constante de associagao
Kw*(M™1).

A constante de associagao intrinseca K varia com a concentra¢ao iénica da
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solucao, que pode ser controlada experimentalmente. O pardmetro cooperativo w
¢ uma constante adimensional de equilibrio. Este parametro representa o processo
de mover um ligante intercalado de um sitio isolado para um sitio com apenas um
primeiro vizinho, ou de um sitio com um primeiro vizinho para um sitio com dois
primeiros vizinhos. Fisicamente, podemos dizer que para w > 1, existe uma atracao
entre os ligantes e a ligagao é positivamente cooperativa; para w < 1, existe uma
repulsao e a ligacao é negativamente cooperativa; e finalmente, para w = 1 a ligagao
é nao cooperativa.

O objetivo é obter uma equacao relacionando os parametros que descrevem
o processo de intercala¢do (i.e. K, n e w) com os pardmetros experimentais tais
como concentragao de intercalantes livres e concentracao de intercalantes ligados.
A concentracao de ligantes livres é representada por Cy (a unidade é mol de ligante
por litro) e r representa a fragao dos sitios ligados na rede (em unidade de mol de

intercalante ligado na rede por mol de sitios totais da rede):

_a
Cip’

em que Cj, representa a concentragao de ligantes ligados na rede e C, a concentragao

r (2.58)

total de pares de base (ou sitios totais da rede). Para todos os casos sempre teremos
r < 1. Além disso, para ligantes com massa molar igual a massa molar do par de

base, teremos, na saturacao da rede, valor critico r. dado por:

R 2.59
re=- (2:59)

Para introduzir vérios aspectos do problema, primeiro mostraremos porqué
a analise classica de Scatchard falha, mesmo para ligagoes nao cooperativas, para
ligantes com n > 1. A equagao cléssica foi originalmente concebida para ligantes
pequenos com multiplos sitios ligantes - porém discretos e isolados - em proteinas.
Um consequéncia direta desta relagao para redes unidimensionais é que, na saturagao
completa da rede, teriamos N/n intercalantes ligados (negligenciando os efeitos de
borda). Entretanto, considerar que N/n é o namero total de intercalantes ligados
na saturacao (ou numero total de sitios disponiveis em uma rede vazia) é uma
inferéncia errénea para qualquer concentracao considerada. Esta abordagem nao

leva em consideragao que em uma rede homogénea, sem nenhuma molécula ligada,
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a intercalacao pode se iniciar em qualquer um dos sitios disponiveis da rede. O
que significa que os ligantes nao sao obrigados a se ligarem apenas em intervalos
regularmente espacados de uma distancia n. Portanto, o nimero real de sitios livres
em uma rede vazia € (N — n + 1), o que pode ser obviamente muito maior que
N/n. Uma das consequéncias imediatas desta interpretagao erronea da relacdo de
Scatchard é que para baixas concentracoes de ligantes, o nimero de sitios ligantes
disponivel sera subestimado, e portanto, K serd superestimado por um fator de até
2n, como veremos posteriormente.

Existem mais dois aspectos do problema que devem ser levados em consider-

agao e que serao uteis em interpretagoes futuras:

1. O numero de sitios ligaveis eliminados quando um intercalante se liga a rede
varia de um ( se o ligante se liga em um gap com exatamente n de comprimento,
como ¢é o caso de um sitio com dois primeiros vizinhos) até 2n — 1 (se ele se

liga a uma rede vazia) veja figura 2.15.

|

Figura 2.15: Os (2n — 1) sitios ligantes eliminados em uma rede vazia devido
a intercalagao de um tnico ligante com n = 3.

2. Em um gap de comprimento g unidades de rede situado entre dois sitios inter-
calados (veja figura 2.16), o ntumero de sitios ligaveis § 6 g —n + 1 se g > n,

mas é zero se g < n Este fato faz com que seja dificil alcancar a saturagao
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completa da rede.

Figura 2.16: Os (g — n + 1) sitios ligantes disponiveis em um gap com g = 5
para um ligante com n = 3.

Faremos agora um esbogo do procedimento utilizado para obter a relagao para
ligantes nao-interagentes. Para o caso de ligantes interagentes, a deducgao involve
uma simples extensao desta abordagem.

Em uma rea¢do quimica em que um ligante livre [F] se liga a um receptor |R],

formando um tnico complexo [B] (ver fig.2.17), podemos dizer que:

[F]+[R] = [B], (2.60)

onde os colchetes representam as concentragoes molares das espécies envolvidas; k;
e ko sao as contantes intrinsecas de ligagao, que definem taxa da reacao elementar

(redugao do reagente ou formagao do produto).

v A = A

Ligante

Fri Receptor

Complexo Ligante-Receptor

Figura 2.17: Unico sitio ligante: assumindo que apenas um ligante se liga ao receptor

No equilibrio quimico, podemos afirmar que:
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B ky
% = o =K, (2.61)
onde K é a constante de associacao ou constante de ligacao, dada em unidades de
M~t. O inverso de K ¢ definido como sendo a constante de dissociacao da reacao.
No caso da rede unidimensional: C; é a concentragao de ligantes livres, Cj ¢ a
concentracao de farmaco ligado e S é o ntimero de sitios livres ligaveis em toda a

extensao da rede. De forma analoga, a reacao quimica pode ser escrita como:

Cr+8 = G, (2.62)
e, na situacao de equilibrio:
Cy
— =K 2.63
Ch
—=KS 2.64
Cf 9 ( )

Dividindo a equacao pela concentracao total de pares de base C},, teremos:

c, KS
= =2, 2.65
CiCh  Chp (2.65)
" _KS (2.66)
c; '

onde S é o nimero médio de sitios ligdveis por unidade de rede. O parametro 7,
definido por r = C}/Cy, (eq. 2.58), nos fornece a fracdo dos sitios ligados, isto
é se todos os sitios estiverem preenchidos (para um ligante com n = 1), teremos
r = 1. Em todos os casos teremos r < 1. No limite em que ocorre a saturagao
(concentragao maxima de farmacos ligados) o parametro r atinge seu valor maximo
re (eq. 2.59), denominado razao critica. O comportamento tipico do parametro r
em funcao da concentracao total de farmaco em solucao C; pode ser visualizado no
seguinte grafico:

O ntmero médio de sitios ligaveis por unidade de rede S é determinado de

acordo com as seguintes consideragoes:
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(i) Usando as probabilidades condicionais deduzimos uma expressao para a proba-
bilidade P, de qualquer gap particular entre dois ligantes intercalados tenha o

comprimento exato de g sitios livres.

(ii) Como podemos escrever o numero exato de sitios ligaveis livres para qualquer
tamanho de gap g, entao podemos obter uma expressao para o nimero médio

de sitios ligaveis livres por gap, s, como sendo:

5:2 ~n+1)P, (2.67)

(iii) Para uma concentragao de Cj, ligantes ligados na rede, existe uma concentragao
(Cy + 1) de gaps (contando todos os gaps em que g > 0). Portanto, a con-
centracdo média de sitios ligéveis livres por unidade de rede S é simplesmente

(Cy 4+ 1)8, que pode ser substituida na equagao 2.66:

G _ K(Cy+1)3 (2.68)
Cy
N
= K(C+1)) (g—n+1)P,
g=n

O maior problema, portanto, estd em encontrar uma expressao para a probabilid-
ede P, de encontrarmos gaps com ¢ sitios de comprimento. A forma final de P,
(escrita em termos de n, r e w) vai depender de onde os ligantes se ligam de forma
cooperativa ou nao-cooperativa. A deducao da expressao para P, nao ¢ trivial e
foge ao escopo deste trabalho. Para uma discussao mais detalhada o leitor podera
consultar [26]. Para ligantes nao interagentes, teremos w = 1 e todos os trés tipos
de sitios ligantes ilustrados na figura 2.14 serao equivalentes. Assim obtemos uma
expressao para a probabilidade P, de encontrarmos um gap que tenha g residuos de

rede de comprimento dada por:

Fo= (1 —1(; irm)g <1 = m) (2:69)

Esta equacgao pode ser utilizada para calcularmos o comprimento médio do gap g,

que deve ser igual a:
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g = i 9P, (2.70)

9=0

Substituindo P, pela equagao 2.69, temos que:

-3 (o) e

9=0

Para simplificar a notagao, escreveremos P, = ca9:

N
g = chmg (2.72)
g=0

onde z corresponde ao termo elevado a g-ésima poténcia na equagao 2.69 e ¢ corre-
sponde ao segundo termo entre parénteses na mesma equacao. Fazendo N — oo na

eq. 2.71, podemos dizer que:

g = cx%( ix> (2.73)

Cx

(1—x)?

Observando que (1 — z) = ¢ e substituindo os valores de x e ¢ na equagdo acima

temos:

_ 1—nr o 1—n(C’b/Cbp) o Cbp—n(]b
g T (Cb/Cbp) Cb .

Portanto o comprimento médio de um gap g é tanto maior quanto menor for a

(2.74)

concentracao de ligantes ligados Cj. O nimero médio de sitios ligaveis livres por

gap §, de acordo com a equagao 2.67, pode ser dado por:

=Y (9g—n+1)P, (2.75)

g=n
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Aqui a série comecga em n, pois para gaps menores que este valor nao teremos sitios
ligaveis. Substituimos novamente P, pela equagao 2.69, fazemos N tender a infinito e
observamos que todos os termos da equagao correspondem ou a uma série geométrica

ou & derivada de uma série geométrica. Podemos reescrever esta equacao da forma:

5 = Z(g —n+1)cx? (2.76)

N
= ¢ Zgajg 1—n)2x9]
Lg=n =
r N
= ¢ xagm’g (1—mn) Z:cgl
[0 " "
= el (755) ra-m (55)
xn—f—l
= :ETL_
c

Substituindo os valores de x e ¢ na equagao acima, temos que:

() () e

Portanto, o niimero médio de sitios ligaveis livres por rede S é (C, + 1)5 e, para a
rede infinita Cy, ~ Cj, + 1, temos:

S— N(1—np) | =11 " (2.78)
B 1—(n—1)r '
Substituindo na equacao 2.66,
Gy (1—nr) 1"
=KN(1 - —_— 2.
o~ =) [ =)
Mas r = C/Cyy, € Cp, = N (ntimero de sitios da rede) e teremos finalmente:
LKy | ) " (2.80)
Ccy 1—(n—1)r '

Que representa a forma analitica do modelo de exclusao de pares. Na equacao 2.80,

o parametro r representa a fracao de sitios da rede que encontram-se ligados; K
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¢ a constante de ligagao intrinseca; n o parametro de exclusao, dado em pares de
base; Cf a concentragao de intercalante livre na solucao. Esta equacao relaciona
os diferentes parametros relevantes para a analise, e pode ser generalizada para
diferentes intercalantes. Observamos que, para n = 1, a equacao 2.57 se reduz a
equacao classica de Scatchard 2.57. Além disso, a equagao 2.80 é uma equacao
simples e fita bem os dados de intercalacao, fornecendo valores razoaveis para o
tamanho do sitio. No capitulo 5 mostraremos os resultados obtidos através da eq.

2.80 para o parametro de exclusao n para a daunomicina e para o brometo de etidio.
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Capitulo 3

Pincas Opticas

3.1 Aplicacoes Biologicas de Forcas Opticas

Historicamente, a idéia de que a luz transporta momento - e portanto pode
exercer forgas sobre os objetos eletricamente neutros - surgiu primeiramente com
Newton e Kepler. Esta idéia foi confirmada teoricamente pelo fisico escocés James
Clerk Maxwell, em sua teoria eletromagnética de 1873. Porém até a metade do
século XX esta teoria nao havia sido verificada experimentalmente. Uma das razoes
para a pressao de radiacao ter permanecido oculta por tanto tempo se deve ao fato de
que ela é muito pequena. Alguns miliwatts de poténcia, é capaz de produzir apenas
alguns piconewtons de for¢a. Somente com o advento do laser, no final da década de
60, tornou-se possivel o estudo da radiacao de pressao através do uso de um feixe de
luz intenso e colimado. Um dos pioneiros no estudo experimental deste fenémeno foi
Arthur Ashkin dos Laboratorios AT&T (Bell), nos EUA, em 1969. Focalizando um
feixe de laser, Ashkin e seus colaboradores demostraram que pequenas particulas,
tais como esferas de poliestireno, com poucos micrometros de didmetro, poderiam
ser deslocadas e até mesmo suspensas, contra a gravidade, utilizando a pressao de
radiagao [37-42|. O trabalho de Ashkin sobre o efeito da pressdo de radiagao foi
de fundamental importancia para o desenvolvimento do pingamento atémico e para
muitos outros trabalhos posteriores até os dias atuais.

Um esquema particular de pingcamento 6ptico, proposto em 1978 e demon-
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strado em 1986 [43] consiste basicamente em focalizar o feixe de laser, usando lentes
tais como a objetiva do microscopio. Sobre determinadas condic¢oes, o intenso gra-
diente de luz perto da regiao focal cria um pogo potencial estavel tridimensional,
capaz de aprisionar objetos dielétricos. Pingas 6pticas com este design nao sao ca-
pazes de aprisionar atomos a temperatura ambiente, mas podem ser usadas para
capturar e manipular remotamente um amplo espectro de particulas maiores, var-
iando em tamanho desde muitos nanometros até algumas dezenas de micrémetros.
Ashkin e seus colaboradores mostraram em 1987 que a pinga Optica poderia ser us-
ada para manipular material vivo ou inanimado. Através de uma escolha apropriada
do comprimento de onda, observaram que os danos as espécies biologicas poderiam
ser minimizados. Utilizando um laser de onda continua, com comprimento de onda
proximo do infra-vermelho, Ashkin capturou virus, bactérias e protozoarios [45,46].
Experimentos em outros laboratérios durante os tltimos anos, comegaram a explorar
as inimeras possibilidades permitidas pela pinga 6ptica em biologia [51]. A pinga 6p-
tica, portanto, transformou-se em uma ferramenta bastante versatil, principalmente

por permitir manipular objetos na escala microscopica.

3.2 Pinga-6ptica como sensor de forca

O principio fisico da pinga Optica consiste na competicao entre a forca de
gradiente e a forca devido a pressao de radiagao, que agem sobre o material dielétrico.
Os raios refletidos geram uma pressao de radiagao, enquanto os raios refratados
geram uma pressao de gradiente sobre a microesfera. Para que haja pincamento
optico, deve haver uma compensacao entre a forca de gradiente e a pressao de
radiacao. Para que isso ocorra, o indice de refragao da esfera deve ser maior que o
do meio que a circunda e o perfil de intensidades do feixe de luz deve ser gaussiano.
A combinacao destas forgas sobre a microesfera tenderd a aprisiona-la na regiao
focal do feixe. A forca devido & pressao de radiacao se deve ao fato de que a luz
transporta momento em seus fotons. Ao incidir sobre um objeto, o momento linear
dos fotons é transmitido aos objetos. O momento de um tnico féton relaciona-se

com a frequéncia v da onda eletromagnética de acordo com:
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b B
C

p:7: T (3.1)

onde h é a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz no vacuo, w a frequéncia
angular, e F/ a energia de um fé6ton. O momento maximo transferido ao objeto sera
igual & variagdo do momento linear do féton, ou seja Ap,,ax = 2F/c. Para termos
uma idéia da magnitude da forga, consideremos um feixe luminoso com N fétons,
com energia total B = NE. A magnitude da forga aplicada, quando o feixe é
refletido por um objeto, sera:

Op 20Ep 2

F=ai=ca — " (32)

onde Pr é a poténcia total do feixe. Para uma poténcia de 1mW, por exemplo, a
forca serd da ordem de F' ~ 1pN. Essa é a magnitude tipica de uma forca obtida
por um laser, da ordem de alguns picoNewtons. Portanto, a for¢ca de pingamento
depende da intensidade e da frequéncia do laser utilizado. Em nossos experimentos
utilizamos um laser na faixa do infravermelho (A = 832nm) e a poténcia incidente
medida na amostra é da ordem de 2mW.

Além da pressao de radiacao, temos também um segundo tipo de forca, devido
a refracao da luz no objeto. A luz, ao refratar, sofre um desvio devido a diferenca
entre os indices de refracao dos meios. De acordo com a conservagao do momento
linear, o momento inicial do sistema deve ser igual ao momento final do sistema.
Como a luz é desviada, entao a particula também sera desviada, de forma a conservar
o momento linear total do sistema.

A figura 3.1 mostra, de forma simplificada, uma microesfera em um poco
potencial da pinga 6ptica. Na parte superior da figura, podemos observar o perfil
gaussiano do laser. Do lado esquerdo da figura representamos apenas metade do
perfil gaussiano, para mostrar a situacao da esfera fora do centro do perfil. Neste
caso a esfera encontra-se acima do foco e do lado esquerdo do perfil. Nesta posigao,
o momento linear resultante sobre a esfera, devido a for¢a de gradiente dos raios
refratados, apontam para o centro do perfil. Do lado direito, temos uma situagao
em que a esfera encontra-se abaixo do foco, no centro do perfil. Nesta situacao,
o momento linear resultante aponta para cima, na direcao do foco. Em resumo,
percebemos que quando a esfera encontra-se nas extremidades do perfil, a forca

resultante aponta para o centro do perfil. Caso ela esteja abaixo do foco, a forca
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resultante é para cima, em direcao ao foco. E, caso a esfera esteja acima do foco, a
resultante aponta para baixo, também em dire¢ao ao foco. A particula permanece
presa em uma posi¢ao proxima ao foco, onde a forca de gradiente e a for¢a de pressao
de radiacao exercidas sobre a particula se compensam. Dessa forma, o perfil de luz se
torna um pogo potencial harmonico, confinando a microesfera, que realiza pequenos

movimentos aleatérios em torno da sua posi¢ao de equilibrio.

Perfil Gaussiane

Esfera Dielétrica

Variagdo do Variagdo do
Momente Momento
1 A

i
r A
i r
Ap
Ap

Figura 3.1: Perfil Gaussiano da Pinga

Para um tratamento quantitativo mais adequado, devemos levar em consider-
acao fatores como os coeficientes de reflexdao e transmissao na interface meio-esfera
e multiplas reflexoes dentro da esfera [57,58]. Temos dois limites definidos para o
tratamento do problema. O primeiro, o limite da 6ptica geométrica, temos compri-
mento de onda muito menor que o raio da esfera A < r. O segundo caso, quando
A > r, é chamado limite Rayleigh.

Comecaremos com a andlise na caso de A < r, ou seja, no limite da optica

geométrica. Na figura 3.2 podemos observar os vetores de onda devido a um feixe
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de luz coénico, incidindo sobre a microesfera. O centro da microesfera, neste caso,
encontra-se abaixo do foco e centrado no eixo do perfil. Vamos analisar os raios
refratados pela microesfera: os vetores de onda dos raios incidentes Koe K, refratam,
originando l?(’) e K 1. A variagdo dos momentos lineares dos raios serd o momento
depois menos o momento antes. As variacdes serdo dadas por pf — Py = dpy e
pP—pit = dp) para Koe K 1, respectivamente. A variacao do momento na microesfera
terd o mesmo modulo e sentido contrario. A soma dos momentos serd o momento
resultante dpy + dp1 = dp,.. A direcao resultante do momento linear da esfera pode
ser visualizada no lado direito da figura 3.2. Portanto, para a esfera localizada
abaixo do centro focal, o momento linear resultante ird4 apontar para cima, ou seja,

em direcao ao foco.

~_Po P
INY By
‘SPG l5F'|
opr
L
dp: dpe

Figura 3.2: Microesfera centrada no eixo do perfil e abaixo do foco.

A situacao em que a microesfera encontra-se centrada no perfil e acima do
foco do laser, é representada na figura 3.3. Os vetores de onda dos raios incidentes,
K, e K, refratam, originando I?é e K 1. As variagoes dos momentos serao dadas
por pY — it = dpo e pP — pit = 6Py para Ky e Ky, respectivamente. A soma dos
momentos serd o momento resultante dpy + 0p; = 0p,. Neste caso, a variagao do
momento linear resultante dp, ird apontar para baixo, ou seja, em direcao ao foco.

A situacao em que o centro da esfera encontra-se fora do centro do perfil e

abaixo do foco é representada na figura 3.4. Neste caso, os vetores de onda dos raios
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Figura 3.3: Microesfera no centro do perfil e acima do foco do laser. Os vetores de
onda dos raios incidentes, K¢ e K1, refratam, originando K|, e K. Observamos que o
momento linear resultante aponta para baixo, em direcao ao foco.

incidentes, Ky e K, refratam, originando [?6 e [?{ As variagoes dos momentos
serao dadas mais uma vez por p¥ — pit = dpy e pY — i = 6py para [?0 e I?l, respec-
tivamente. O momento resultante sera dpy + dp; = 0p,. Neste caso, a variagao do
momento linear resultante dp, pode ser decomposto em uma componente apontando
para o centro do perfil e outra, para cima. Portanto, em todas as situagoes anal-
isadas quando a microesfera encontra-se nas vizinhangas da regiao focal, ela sempre
serd atraida para o ponto focal do perfil. Neste ponto, ela comporta-se como um
pequeno oscilador harmonico em torno do seu ponto de equilibrio.

A pressao de radiacao, devido a reflexao da luz pela microesfera é representada
na figura 3.5. Neste caso, qualquer que seja a posicao do centro da microesfera,
observaremos o mesmo comportamento. Os vetores de onda dos raios incidentes
sao dados por Ko e K;. Os raios refletidos serao representados por I?(’) e K 1. Os
feixes refletidos tém uma variacdo de momento dada por p — pi = 6pp e pP — pit =
0p1, respectivamente. Observamos que o momento resultante sera dpy + dp; =
0p,. Neste caso, o momento linear resultante dp, sempre apontara para fora da
dire¢ao de incidéncia do feixe, ou seja, a microesfera serd empurrada pelo feixe.
Este foi o primeiro fenémeno observado por Ashkin, utilizando um feixe cilindrico.
Somente com o auxilio da objetiva para tornar o feixe conico, foi possivel aprisionar

a particula. O feixe conico, portanto, da origem & forga de gradiente, que compensa
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Figura 3.4: centro da microesfera deslocada do centro do perfil e abaixo do foco.
Neste caso, o momento linear resultante pode ser decomposto em uma componente
apontando para o centro do perfil e outra, para cima.

a pressao de radiacao da luz incidente.

Jp-r

Figura 3.5: Pressao de radiacao devido a reflexao da luz pela microesfera. Neste
caso, qualquer que seja a posicao do centro da microesfera, o momento linear resultante
sempre terd um efeito de empurrar a microesfera. E a forca de gradiente, gerada pela
refracao, que compensa portanto a pressao de radiagao da luz incidente, fazendo com
que a particula permaneca aprisionada.
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No limite da 6ptica geométrica A < r teremos:

X

FoxZ 3.3
2 (33)
E, portanto
1
— 3.4
K X . (3.4)

a constante de forca da pinga x serd proporcional ao inverso do raio r da esfera, para
pequenos deslocamentos em relagao a regiao de equilibrio.

No caso en que o comprimento de onda da luz é muito maior que o raio da
esfera A > r, temos o limite Rayleigh. Neste caso, a microesfera dielétrica comporta-
se como um dipolo induzido em um campo elétrico nao-homogéneo. Neste limite,
apenas a forca de gradiente existe. A forca para uma particula, com momento de

dipolo p, em um campo elétrico E , serd dada por:

F=V(7E) (3.5)
sendo o momento de dipolo dado por:

1 .-
p= 47r60§ " 27“3E (3.6)

onde € é a constante dielétrica e r o raio da esfera. A forga, portanto seré dada por:

, 1
F = dreys SPVE? (3.7)

€+
No limite Rayleigh, portanto, a microesfera comporta-se como um dipolo induzido
e tendera a ser levada para a regiao onde o gradiente do campo elétrico for maior,

no caso, para o foco do laser. A constante de forca da pinga para este limite, sera:

Ko r? (3.8)

em que a constante de for¢a da pinca k, sera proporcional ao cubo do raio da esfera.
Recentemente, foi desenvolvida a teoria de calibracao absoluta das pingas 6pticas,
conhecida como Mie-Debye-spherical aberration (MDSA) [52,53]. A teoria prevé o
comportamento da forca de pincamento transversal desde o dominio Rayleigh, até

o limite de esferas com raios maiores. Esta teoria é livre de parametros ajustaveis e
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todos os parametros utilizados podem ser experimentalmente acessiveis. No capitulo
4, Técnicas Experimentais, veremos como é determinada a forca da pinca sobre uma

microesfera dielétrica.
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Capitulo 4

Técnicas Experimentais

4.1 Montagem Experimental

A montagem utilizada consiste basicamente em um microscopio éptico inver-
tido (Nikon TE 300, objetiva de optica corrigida no infinito, aumento de 100X e
abertura numérica NA = 1,4) ver fig. 4.1, associado a um laser com perfil gaussiano
infra-vermelho (SLD 5422-H1, A =832nm, com poténcia maxima de 150mW). O
laser é focalizado com o auxilio de uma objetiva originando a pinca 6ptica. Este
feixe, ao deixar a fonte, possui simetria cilindrica. Apds atravessar a objetiva, este
feixe se torna conico. A objetiva exerce também a funcao de coletar a intensidade de
luz retroespalhada (laser He-Ne) e observar as microesferas. Também incide sobre
a amostra um laser de He-Ne (modelo SP-127, A=632,8 nm), que é utilizado para
a anélise da posicao relativa da microesfera no poco potencial da pinga. Podemos
observar na figura 4.1 as lentes L; e Ly. A primeira representa o condensador do
sistema de iluminagdo do microscopio (IL) e a segunda é usada para colimar o feixe
de laser IV.

A solugdo aquosa com a amostra (DNA e microesferas) localiza-se sobre a
laminula do microscopio, que é o nosso porta amostra. A microesfera encontra-se
localizada no pogo potencial da pinga, representado pela pardbola concava pontil-
hada. No centro da microesfera encontra-se o sistema de coordenadas utilizado.

A distancia entre o centro da microesfera e a laminula é indicada como sendo h.
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Figura 4.1: Montagem experimental utilizada para as medidas.

Abaixo da laminula, a direita, localiza-se o deslocador Piezo, que permite movi-
mentar a laminula com precisao submicrométrica de posicao e velocidade. Esta
caracteistica é essencial para esticar a molécula de DNA, que possui apenas alguns
micrometros.

Na saida do laser infra-vermelho encontra-se um prisma anamoffico PA, cuja
fungao é uniformizar a distribuicao radial de poténcia do laser IV. No caminho éptico
do laser He-Ne, encontram-se os espelhos E; e F>. O primeiro é um espelho dicréico,
transparente ao He-Ne e refletor para o IV. O segundo é composto por um espelho
dicréico e um semi-espelho, reflete o IV para a objetiva e transmite a luz visivel. O
motor m conectado ao espelho F; nos permite variar a sua inclinagao. Mudando
a posicao do laser IV em relacao ao He-Ne, mudamos a posi¢ao da microesfera em
relacao ao feixe visivel He-Ne.

As saidas do microscopio estdo acoplados uma camera CCD (CCD-72 DAGE-
MTI) para vizualizagdo e um detector de fotons (EGG-Photo Counting Module,
SPCM-200-PQ-F500), com abertura de 150 pum de didmetro, montado em deslo-
cadores Newport para ser posicionado com precisao. Para cada foéton que chega ao
detector,um pulso de 10ns de largura (TTL) ¢ enviado a um correlacionador digital

Brookhaven BI90O0OOAT que nos fornece as fungoes de autocorrelagao temporais das
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flutuagoes de intensidade da luz retroespalhada pela microesfera. Em fente ao de-
tector de fotons encontra-se um polarizador P, que coleta a luz retroespalhada com
polarizacao cruzada em relacao a luz incidente. Além do polarizador, ha um filtro
passa faixa F, centrado em 632 nm e com largura de faixa de 20 nm. Com esta
montagem, garantimos que a luz coletada no detector seja proveniente apenas do
laser de He-Ne. Finalmente, na outra saida do microscépio conectamos uma camera
CCD (modelo CCD-72 DAGE-MTTI), que leva a imagem até o monitor, permitindo

a visualizacao da amostra.

4.2 Preparacao das Amostras

Porta Amostras

Com um pincel macio, limpo e seco, limpamos uma laminula de vidro. Utilizando
parafina derretida, colamos um o-ring sobre esta laminula e estara pronto o porta-
amostras. Antes do uso, eles sao levados a capela e esterelizados com luz ultra-violeta

durante 20 minutos.

Solugao DN A e Microesferas

A solugao de DNA-microesferas é preparada em ambiente estéril. A capela em que
sao feitas as amostras é limpa com alcool 70° e em seguida, esterilizada durante 20
minutos com ultravioleta.

O meio aquoso em que o DNA é preparado consiste em uma solugao tampao, no
caso o PBS (Phosphate-Buffered Saline). Para o preparo da amostra sao necessérios
dois tipos diferentes de PBS, um mais acido, com pH 5,5, e outro levemente basico,
com pH 7,4. O primeiro é utilizado no estagio inicial de preparo das amostras. Ele
garante a aderéncia das microesferas de poliestireno a extremidade do DNA e do
DNA a laminula [36]. Depois de um periodo nesta solugao (entre 12 ¢ 24 horas) a
amostra é lavada com o PBS pH 7,4 (pH fisiologico) para que nao haja interferéncia

do pH sobre as caracteristicas mecanicas do DNA durante a medidas.
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Preparo do PBS

Os PBS pH 5,5 e PBS pH 7.4 sao preparados da seguinte forma: primeiramente
prepara-se as solugoes bases - solugdo doadora (D) e solu¢ao aceptora (A) - e a

porcentgem de cada uma ird determinar os dois tipos de PBS utilizados.

1. Solugao Aceptor (A):

e Misturar 5mM de NayH PO, (Fosfato de Sédio Dibéasico Anidro) em
600mL de H,O deionizada (DI).
OBS: Como um mol de NayH PO, corresponde a m = 141,96¢, entao a

massa correspondente a bmM serd m = 426myg.

2. Solugao Doador (D):

e Misturar 10mM de NaH, PO, (Fosfato de Sodio Monobésico Anidro) em
500mL de H,0 DI.
OBS: Como um mol de NaH,PO, corresponde a m = 119, 98¢, entao a

massa correspondente a 10mM serd m = 600mg.
3. PBS pH 5,5

e Misturar 363, 6mL da solucao Doadora em 36, 4mL da solucao Aceptora.

e A concentracao de Na desta solugao é de 10mM. Devemos eleva-la a
150mM , acrescentando 140mM de NaCl (myqcr = 3,279).

e O pH devera ser medido para a confirmagao apods acrescentar-se o NaCl,

pois este altera levemente o pH da solucao.
4. PBS pH7.4

e Misturar 355,4m/L da solucao aceptora em 44,6m/L da solucao doadora.
e Acrescentar 3,27¢g de NaCl como no caso anterior.

e O pH devera ser medido para a confirmacao apés acrescentar-se o NaCl,

pois este altera levemente o pH da solucao.
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Preparo da Amostra de DNA

A amostra é preparada de acordo com o seguinte protocolo:

1. Separamos dois microtubos limpos. No primeiro, coloca-se 1,5 mL da solugao

de PBS pH 5,5 e em seguida adiciona-se 1 ul. da solugao de microsferas 2.8pm.

2. No segundo, coloca-se 136ul PBS pH 5,5 e adiociona-se 180ul da solugao do

primeiro microtibulo.

3. A solucdo resultante, adiciona-se 5ul da solucdo de DNA previamente descon-
gelada em banho térmico a 54°C, durante 5 minutos. Balangamos levemente

para homogeneizar a solucao .
4. Deixamos a solugao descancar por um periodo de 20 minutos.

5. Colocamos o contetdo do microtubulo cuidadosamente em 2 porta-amostras
(aproximadamente 150ul para cada uma delas). Tampamos o porta-amostra

com outra laminula.

6. Deixamos a solucao descancar por um periodo entre 12 e 24 horas. Neste
periodo, as extremidades do DNA irao aderir as microesferas e a superficie da

laminula.

Lavagem da amostra

1. Coloca-se a concentracao desejada de daunomicina ou brometo de etidio em

um microtibulo contendo PBS pH 7.4.

2. Retiramos a tampa do porta-amostra. Com uma pipeta, coloca-se 50ul da
solugao do passo (1) na amostra. Esperamos 30s e removemos a mesma quanti-
dade de solucao da amostra. Repetimos este procedimento 4 vezes. A amostra

agora esta pronta para ser levada ao microscopio.

4.3 Medidas Experimentais
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Método de Medida da Flexibilidade Entrépica do DNA

A medida da flexibilidade entropica do DNA, ou mais precisamente, do seu com-
primento de persisténcia, é feita prendendo uma das extremidades da molécula a
uma laminula de vidro e a outra a uma microesfera de poliestireno de 2,8um de
diametro. Esse arranjo é obtido (fig. 4.2a ) ap6s uma minunciosa manipulagao do

DNA em solugoes especiais com pH controlado.

a) Microesfera b)

Figura 4.2: a) Configuracoes possiveis e b) Configuragao desejada: uma das extrem-
idades do DNA presa & microesfera e a outra presa a laminula do microscépio. Nesta
configuracao a molécula estica para todas as dire¢oes da mesma forma, o que é um
forte indicio de que ha apenas uma molécula presa & microesfera.

Para sabermos se a microesfera encontra-se na configuracao desejada, deve-
mos esticar o DNA puxando a microesfera com a pinga no plano xy, e observar se a
molécula estica da mesma forma para todos os lados (ver fig. 4.2b ). Isto nao garante
que havera apenas uma molécula presa & microesfera, mas é um forte indicio. A con-
centragao de DNA utilizada em nossos experimentos é de Cpya = 6,81ug/mL, o
que corresponde a uma concentragao de pares de base de Cp, = 11uM. Neste
procedimento utilizado para preparar as amostras, apenas 5% a 10% dos DNAs
encontram-se na configuracao desejada, ou seja, uma extremidade presa & microes-
fera e outra a laminula do microscopio. A concentragao de DNA livre na solugao (que
nao estd preso nem na laminula e nem na microesfera de poliestireno) é muito baixa,
uma vez que a amostra passa por um longo periodo de incubacao. O procedimento

de preparacao de amostras é descrito na secao de preparacao de amostras.
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A microesfera é entao capturada e confinada no poco potencial da pinca, real-
izando pequenas oscilagoes em torno do ponto de equilibrio. Incidindo um segundo
laser de baixa poténcia sobre essa microesfera e coletando a luz retroespalhada,
podemos determinar as caracteristicas do seu movimento browniano, como tempo
caracteristico e amplitude. Conhecendo o atrito entre o meio e a microesfera e o
tempo caracteristico do seu movimento, podemos determinar a constante de forca
da pinca. Essa medida deve ser realizada com a microesfera na posicao em que o
DNA encontra-se em equilibrio. A constante de forga serd uma funcao do raio da
microesfera a e da altura h na qual ela se encontra da laminula.

Para determinar o comprimento de persisténcia A, é preciso estirar a molécula
e, a0 mesmo tempo, coletar a luz retroespalhada pela microesfera. A luz retroespal-
hada nos fornece a posicao da microesfera no perfil gaussiano da pinga, o que nos
permite determinar qual a forca que esta sendo aplicada sobre a molécula de DNA.
Dessa forma, podemos extrair a forca na molécula em funcao do seu estiramento.
O ajuste com a curva tedrica 4.10 nos permite determinar o valor de A. Este pro-
cedimento sera explicado detalhadamente mais adiante na tltima secao do presente

capitulo.

Perfil de Retroespalhamento

O perfil de retroespalhamento é obtido capturando-se a microesfera com a pinga 6p-
tica, movendo-a em relacao ao He-Ne e capturando a intensidade de He-Ne retroes-
palhado.

Podemos ver na figura 4.1, montagem experimental, que na saida do He-Ne
encontra-se um espelho dicréico F;, que nos permite movimentar o laser infra-
vermelho, ou seja, a microesfera em relacao ao He-Ne. O espelho esta acoplado
a um motor (m) que movimenta a microesfera pingada com velocidade constante.
Através do sistema de cameras CCD, podemos gravar a posigao inicial P; e final Py
da microesfera. A velocidade do motor ¢é calculada através da diferenca entre Py e
a P; (dadas em pixels) dividida pelo intervalo de tempo At e pelo nimero de pixels

por micréometro:

Az(um) = —Ax(px)
Hm) = 15, 64pzx/pm

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

(4.1)
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A
At

O centro do perfil representa a posicao central da microesfera, ou seja, de retroes-

v (4.2)

palhamento méaximo. Este ponto central é definido como sendo zero. Dai podemos
obter a curva de Intensidade x Posi¢cio ou perfil de retroespalhamento fig.4.3 da

microesfera:

/1

o 0,2 04

06 08 1 1.2
X (2m)

Figura 4.3: Perfil de Retroespalhamento de Intensidades: obtido capturando-se a
microesfera com a pinga 6ptica, movendo-a em relacdo ao He-Ne e capturando a in-
tensidade de luz retroespalhada.

A curva é normalizada dividindo-se a intensidade pela intensidade méaxima
(I = I(x)/Inax). Podemos ajustar a curva experimental a uma curva gaussiana da

forma:

202

onde [y vale 1, zp é o valor médio e o é a largura da gaussiana. A figura 4.3

1= Lexp {_M] (43)

mostra uma curva de perfil caracteristica. Essa curva relaciona a intensidade da luz

retroespalhada a cada ponto do perfil da pinga. Essa informacao sera essencial para
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obtermos a posi¢cao da microesfera no pogo potencial da pinga e portanto, a forga

que esta sendo aplicada a microesfera.

Funcao de Autocorrelacao de Intensidades

1 PRI T | M D T S TS M S _. i o S 1
0 0.05 01 015 0.2 025
time (s)

Figura 4.4: Curva de Autocorrelacao de Intensidades: .

A curva da func@o de autocorrelagao (ACF) ¢ obtida colocando a microesfera
na posicao de derivada maxima do perfil da luz retroespalhada, que é em = = o.
Neste ponto temos a melhor relacao sinal-ruido para a funcao de autocorrelacao .
A curva deve ser normalizada dividindo-se pela média da soma dos quatro tultimos
valores da intensidade. A figura 4.4 é uma tipica funcao de autocorrelagao . Ela é

ajustada com a curva de decaimento exponencial da forma:

(I(FRONI(F ) = C + Aen + Aer (4.4)

onde 7, < T,, pois a constante de forca transversal x, é maior que a axial k.. Do
ajuste da curva, extraimos os valores do tempo caracteristico 7, do movimento no
plano-zy, ou seja paralelo & laminula, que é o que nos interessa. Geralmente sao

feitas trés curvas de autocorrelacao para cada esfera pincada. Fazendo a média
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aritmética dos valores encontrados para 7,, podemos calcular a constante da pinga,
ke, através da relacao:

= (4.5)

R x
onde 7, é o coeficiente de arraste transversal sobre a microesfera. O coeficiente de

arraste na direcao z é diferente e esta relacionado com o tempo 7,. Na proxima

se¢ao mostraremos como ¢ feito o célculo da constante de forgca da pinga k.

Atrito sobre a Microesfera

A equagao para o coeficiente de Stokes transversal perto de uma parede 7, (expressao

de Faxen) é da forma:

v (DG m ) sG] e

onde vy = 67mn,r e r é o raio da esfera, h é a distancia que o centro da esfera

encontra-se da laminula, n, ¢ a viscosidade da agua, dada por:

7=0,26+1,5le % (4.7)

observa-se que a viscosidade depende da temperatura 7' do sistema ( dada em °C).
Uma vez calculado o valor de +,, podemos determinar facilmente o valor da constante

de forca da pinga, através da equagao 4.5

Intensidade versus Estiramento

O proximo passo no procedimento experimental é determinar a curva de intensidade
versus estiramento para as moléculas de DNA. Para isso, capturamos a microesfera
presa ao DNA e movemos o estédgio do microscopio. Esta curva é obtida experimen-
talmente coletando-se diretamente a luz retroespalhada pela microesfera (em fungao
do tempo) enquanto esticamos o DNA.

A extensao do DNA pode ser facilmente encontrada, uma vez que conhecemos
a velocidade do estagio do microscopio (58nm/s). Esta velocidade é baixa o sufi-
ciente para garantir que o DNA passa pelas configuragoes de equilibrio. Para esta
velocidade a forca de Stokes sobre a microesfera pode ser negligenciada. Transfor-

mamos, portanto a coordenada do tempo em extensao absoluta ao longo do eixo
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Figura 4.5: Intensidade versus Estiramento

x (paralelo ao estagio do microscopio), o qual denominamos xpya. Este procedi-
mento é realizado para todas as medidas, inclusive medidas repetidas com a mesma
molécula. A microesfera de poliestireno é mantida a uma distancia fixa da laminula
(h = 3,5um) durante todo o experimento. A distancia entre as extremidades da

molécula de DNA z é relacionada ao zpya através de:

z=/x%na + h2 (4.8)

Teremos portanto a curva Intensidade versus Estiramento, caracteristica deste

tipo de medida, como vemos na figura 4.5.

Perfil de Forca versus Estiramento

O proximo passo é obter a curva de Forga versus Estiramento para a molécula de
DNA e para os complexos DNA-intercalante. A curva tipica obtida (4.5), relaciona
intensidade com o estiramento. A partir da intensidade da luz retroespalhada pela
microesfera obtemos o deslocamento x da microesfera em relagao a posicao de equi-

librio no pocgo potencial da pinga. Isolando x na equacao 4.3, temos:
I
r=x9gtoy/2In (70), (4.9)
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Figura 4.6: Forca versus Estiramento

e, substituindo no eixo da intensidade obtemos a posi¢cao da microesfera no poco
potencial da pinca. Como a constante de forca foi calculada, obtemos, finalmente a
curva forga versus estiramento (4.6). Finalmente, fazemos o ajuste com a expressao
teorica aproximada derivada por Marko e Siggia [13] para obter o comprimento de
contorno L e o comprimento de persisténcia A da molécula de DNA e dos complexos
DNA-intercalantes:

kT | (ahya + h2)Y? 1 1 TDNA

A L 4(1 — EHD Ny ] (2B, o+ B2V

Fy

(4.10)

onde F), é a componente da forca no eixo z, Kg a constante de Boltzmann, T a tem-
peratura absoluta, A o comprimento de persisténcia do DNA, L o seu comprimento
de contorno, h a altura da microesfera em relacao a laminula e xpya € a projecao
da distancia entre as extremidades da molécula do DNA no eixo . Como o angulo
0 entre a molécula e a laminula é pequeno, podemos dizer que F), é praticamente a
forca total. A altura é fixada em todos os experimentos em h = 3, 5um e medimos

apenas o rpya. Para a curva particular mostrada na figura 4.6 o ajuste nos fornece
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A=49,9nm e L = 15,5um.
No capitulo 5, veremos alguns resultados interessantes do comprimento de

persisténcia e do comprimento de contorno do DNA.
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Capitulo 5

Resultados e Discussoes

Varios trabalhos na literatura reportam mudancas no comprimento de per-
sisténcia de acordo com uma determinada concentracao do farmaco. Mas ainda nao
haviam sido feitos estudos detalhados da relacao entre a concentracao do farmaco
e o efeito causado. Realizamos medidas sisteméticas do comprimento de persistén-
cia A da molécula para varias concentragoes destes compostos. Neste capitulo,

mostraremos os resultados encontrados para o brometo de etidio e a daunomicina.

5.1 DNA-Brometo de Etidio

A figura 5.1a) mostra o comportamento do comprimento de persisténcia A do
complexo EtBr-DNA em fungao da concentragao total de EtBr para uma concen-
tracao fixa de pares de base de DNA Cj, = 11uM. O ponto Cgip, = 0 no gréfico
representa a solucao isenta de EtBr, ou seja, o comprimento de persisténcia do DNA
puro. Este valor estd em total concordancia com os valores reportados na literatura
para o DNA dupla-hélice A = 50 4+ 3nm. Observamos que o valor de A inicialmente
aumenta com o aumento de Cg;p, até atingir um valor maximo de A ~ 150nm na
concentracao critica C', 5, = 3, 1luM. A partir da concentragao critica ocorre uma
queda abrupta no comprimento de persisténcia do DNA, que permanece constante
em torno de A ~ 50nm mesmo para concentragoes superiores. Na figura 5.1b)
podemos observar o comportamento do comprimento de contorno L do complexo

DNA-EtBr, para a mesma variagao de concentracao. Ao contrario do comprimento
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Figura 5.1: a) Comprimento de persisténcia A em fun¢ao da concentracao de EtBr
utilizada, com a concentracao de DNA fixa Cy, = 11uM. Observamos que o valor de
A inicialmente aumenta com Cpg:p, até atingir um valor maximo de A ~ 150nm na
concentragao critica Cf,p,. = 3,1uM. A partir da concentracao critica ocorre uma
queda abrupta no comprimento de persisténcia do DNA, que permanece constante
em torno de A ~ 50nm para concentragoes maiores. A figura abaixo b) mostra o
comprimento de contorno L do complexo DNA-EtBr, que exibe um comportamento
mais suave, crescendo monotonicamente & medida que aumentamos a concentragao
total do farmaco. O comprimento de persisténcia tem um valor inicial de L = 16, bum+
1 e aumenta até a saturacao completa do DNA atingindo um valor de L = 23um + 1.
O parametro de exclusao estimado com base nestes dados experimentais é n = 2, 5.

de persisténcia, o comprimento de contorno exibe um comportamento mais suave,
crescendo monotonicamente a medida em que aumentamos a concentracao total do

farmaco. O comprimento de contorno tem um valor inicial de L = 16,5um £ 1 e
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aumenta até a saturacao completa do DNA, atingindo um valor de L = 23um + 1.

A partir destes valores experimentais para o comprimento de contorno do
DNA, podemos estimar o valor do parametro de exclusao n para o Brometo de
Etidio. Na condicao de saturacao completa, podemos dizer que a molécula teve seu
comprimento de contorno aumentado de aproximadamente 39% do seu valor inicial.
De acordo com Sischka et al. [30] cada molécula intercalada de EtBr aumenta o
comprimento de contorno do DNA de 0, 34nm. Mas, na saturagao completa da rede
o DNA tem seu valor aumentado de AL = 6,5um. Isso significa que teremos em
torno de Cj, = 19.100 (~ 6500nm /0, 34nm) moléculas de EtBr ligadas a molécula
de DNA. Sabemos que na saturacao critica r. = 1/n (eq.2.59) e que r = C,/Cy,
(eq.2.58). Portanto, podemos dizer que o parametro de exclusao n = Cj,/C), (em

que Cp, = 48.500 para o A-DNA utilizado nos experimentos) sera dado por:

n=25 (5.1)

Este valor encontrado para o parametro de exclusao esta em razoéavel concordancia

com os valores reportados na literatura de n = 2,01 [31].

5.2 DNA-Daunomicina

Realizamos o mesmo procedimento experimental com a daunomicina. Ob-
servamos um comportamento muito semelhante ao exibido pelo brometo de etidio,
a menos das concentragoes criticas. Na figura 5.2a) podemos observar o compro-
tamento do comprimento de persisténcia A em funcao da concentracao total de
daunomicina C'pg,,,. Observamos que o comprimento de persisténcia aumenta mono-
tonicamente com o aumento da concentracao do farmaco até atingir um valor méx-
imo de A ~ 280nm, em uma concentragao critica de Cf,, = 18,3uM. Neste
ponto acontece uma queda abrupta no comprimento de persisténcia do complexo.
Para concentragoes superiores a concentragao critica observamos que o valores de
A permanecem constantes, em torno de A ~ 75nm. O comprimento de contorno
L do complexo DNA-daunomicina, ao contrario do comprimento de persisténcia,
apresenta um comportamento suave, crescendo monotonicamente com o aumento

da concentragao total de daunomicina Cp,,. O comprimento de persisténcia tem
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Figura 5.2: a) Comprimento de persisténcia A em fungao da concentragao de dau-
nomicina utilizada. Observamos um comportamento muito semelhante ao que ocorre
com o EtBr. Neste caso, o comprimento de persisténcia aumenta com o aumento
da concentragdo até atingir um valor méximo A ~ 280nm para concentragao critica

Dau = 18,3uM. Neste ponto ocorre uma queda abrupta no comprimento de per-
sisténcia, que permanece aproximadamente constante em torno de A ~ 7bnm para
concentragoes superiores. Abaixo, observamos que b) comprimento de contorno L do
complexo DNA-daunomicina, ao contrario do comprimento de persisténcia, apresenta
um comportamento suave, crescendo monotonicamente com o aumento da concen-
tragao total de daunomicina Cpg,. O comprimento de contorno tem um valor inicial
de L =16,5um + 1 e aumenta até a saturagdo completa do DNA atingindo um valor
de L =21pym +1,8. O parametro de exclusao estimado com base nestes dados exper-
imentais é n = 3, 3.
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um valor inicial de L = 16,5um + 1 e aumenta até a saturacao completa do DNA
atingindo um valor de L = 21um £ 1, 8.

Com base nestes dados experimentais podemos estimar o valor do parametro
de exclusao n da mesma forma que calculamos para o brometo de etidio. Neste caso
o aumento no comprimento de contorno do DNA na saturacao da molécula foi de
AL = 4,5um, ou seja, de 27% do seu comprimento total inicial. De acordo com
referéncias encontradas na literatura [32], cada molécula de daunomicina intercalada
ao DNA causa-lhe um aumento de AL = 0,31nm no seu comprimento total. Com
base nestes dados, ao atingir a saturacao completa da molécula, teremos em torno
de C, = 14.500 moléculas intercaladas ao DNA. Assim, o parametro de exclusao

encontrado é de:

n=33 (5.2)

Valor que encontra-se em boa concordacia com os valores reportados na literatura
de n = 3,5 para a daunomicina [32].

Na figura 5.3 podemos verificar alguns dados experimentais originais obtidos
para a daunomicina. A figura 5.3a) mostra trés curvas de forga versus extensao: para
duas concentracoes diferentes de daunomicina e para o DNA livre de daunomicina.
As concentragoes utilizadas foram Cp,,, = 20, 1M (acima da concentragao critica) e

Hou = 18, 3uM . Para fins de comparagao, as curvas foram normalizadas, dividindo-
se pelo comprimento de contorno obtido para cada uma. Para facilitar a vizualizagao,
foi feita uma média sobre os pontos da curva, diminuindo o ruido devido as flutuagoes

Brownianas.

Constantes de Equilibrio Quimico

Conforme vimos no capitulo 2, secao 2.5 existem varios parametros que descrevem a
intercalacao de ligantes, relacionados através do modelo de exclusao de pares 2.80,

dado pela relacao:

r KQ ) (1—nr) 1" (5.3)
— = —nr) | —————— .
Cy 1—(n—1)r

Que representa a forma analitica . Na equacao, r é a razao entre a concentragao

de intercalante ligado C} e a concentracao de pares de base de DNA Cy,; K é a

68



1.5

—_
z
=
x
L
05 ‘ w
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
(a) X /L
DNA
15
—_
z
& 4
x
L
05 i ‘
0 5 10 15 20 25

(b) X5y (1)

Figura 5.3: a) Trés curvas de forga versus extensao dos dados experimentais originais
obtidos para a daunomicina: para duas concentragoes diferentes de daunomicina e
para o DNA livre de daunomicina. Quadrados: DNA puro; circulos: Cpg, = 20, 1uM
(acima da concentragao critica); e Cf,,,, = 18,3uM (na concentragio critica). Para
fins de comparacao, as curvas foram normalizadas, dividindo-se pelo comprimento de
contorno obtido para cada uma e, para facilitar a visualizagdo, foi feita uma média
sobre os pontos da curva, diminuindo o ruido devido as flutuagdes Brownianas.

constante de ligagao intrinseca; n o parametro de exclusao, dado em pares de base;
C'y a concentracao de intercalante livre na solucao ou nao ligado. A concentracao
total de intercalantes ¢ dada pela relagao Cr = U + Cj. Utilizando esta relacao, a
equagao 2.80, os valores encontrados para o parametro de exclusao e as respectivas
constantes de ligacao intrinseca K, podemos calcular a razao de transicao r;. Este

parametro é definido como sendo o valor de r no ponto de transigao abrupta do
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comprimento de persisténcia. Portanto, a razao de transicao para o brometo de
etidio e para a daunomicina serao:
Brometo de Etidio: r, = 0,131

Os valores utilizados para o EtBr foram:
e n=25
o K=15x10°M"! [33]
o Cipyp, =3, 1uM
o Cy, = 11puM

Daunomicina: r; = 0, 248

Os valores utilizados para a daunomicina foram:
en=233
o K =7x10°M1 [24]
o (%, =18, 3uM
o Cy, = 11puM

Podemos relacionar o aumento relativo da molécula ¢ = AL/Ly com o parametro
r = C,/Chp, utilizando a equacao 2.80. Primeiro, observamos que podemos dizer

que:

Lo = Ny A, (5.4)

onde Ny, ¢ o nimero de pares de base e A é a distancia entre dois pares de base
consecutivos. Para o \-DNA teremos N, = 48.000 e A = 0,34nm. Quando N,
moléculas se intercalam ao DNA, seu comprimento de contorno final L pode ser

escrito como sendo:

L = Lo+ Ny6 = NppA + NyS, (5.5)

onde ¢ é o aumento no comprimento devido a cada uma das moléculas intercaladas

ao DNA. Conforme discutimos nas se¢oes 2.4 e 2.4, cada molécula de EtBr aumenta
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o comprimento do DNA de § = 0, 34nm e a daunomicina de § = 0, 31nm. Podemos

dizer portanto que:

g AL _ Ny
Ly NpA

o parametro r pode ser escrito em funcao de M, e M,,, que representam o peso

(5.6)

molar do intercalante e do par de base do DNA, respectivamente. Podemos escrever

a razao r como sendo:

po So Mol (5.7)
Cyp  NypMy,
e, substituindo N,/Ny, em 5.6, temos:
o M,
(= 2 .
A, r=~r (5.8)
onde foi definido o parametro v como sendo:
0 My,
=_ "% 5.9
A, (5.9)

utilizando a equagao 2.80, a relacao Cr = Cy+Cj e r = /7, podemos escrever a con-
centragao total do farmaco Cr como func¢ao dos parametros ¢ e v e da concentragao

total de pares de base Cy,:

_ %f—i- Uy —nl+ )"
gl K(y —nt)"

A concentracao molar de pares de base de DNA utilizada em nossos experi-

mentos ¢ Cp, = 11uM e o peso molar do DNA é M,, = 646.4 A seguinte tabela

relaciona os valores dos pesos molares M, e dos parametros v para os dois inter-

Cr (5.10)

calantes utilizados:

| Molécula | v | M, (g/mol) |
EtBr 1,64 394,3
Daunomicina | 1,04 564

A figura 5.4 mostra os valores experimentais obtidos para o valor do parametro
¢ (ou AL/Ly).
Observamos que AL/Lj cresce monotonicamente com o aumento da concen-

tragao de EtBr e nao exibe mudangas abruptas de comportamento. Cada ponto
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Figura 5.4: Concentragao total de Brometo de Etidio (em pM) por aumento relativo
do comprimento de contorno da molécula. Observamos que AL/Lq cresce monotoni-
camente com o aumento da concentracao de EtBr e nao exibe mudancas abruptas de
comportamento. Cada ponto da curva foi obtido usando uma determinada concen-
tragdo do brometo de etidio. A curva experimental pode ser fitada com a equagao
5.10, curva pontilhada da figura. O ajuste tedrico da curva nos fornece os valores dos
parametros K = (1,4 +£0,4) x 10°M~! e n = 2,35 £ 0, 15 para o EtBr, sendo o erro
determinado pelo proprio ajuste.

da curva foi obtido usando uma determinada concentragao do brometo de eti-
dio. A curva experimental pode ser fitada com a equacao 5.10 (curva pontilhada
da figura 5.4). O ajuste teorico da curva nos fornece os valores dos pardmetros
K=(1,440,4) x 10°M ' e n = 2,35 £+ 0,15 para o EtBr, sendo o erro determi-
nado pelo proprio ajuste. O valor obtido para a constante de ligacao intrinseca K;
encontra-se em razoavel concordancia com os dados reportados em [33]. Da mesma
forma, o valor obtido para o parametro de exclusao n estao em concordancia com o
valor encontrado anteriormente nesta secao de n = 2,5 para o brometo de etidio e
com o valor n = 2,01 reportado na literatura [31].

Portanto, observamos que os comprimentos de persisténcia, tanto do complexo
DNA-EtBr quanto do DNA-daunomicina, apresentam comportamentos semelhantes.

O comprimento de persisténcia A cresce inicialmente até atingir um valor maximo
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para uma determinada concentracao critica do farmaco. Logo apos esta concen-
tracao critica, observamos uma queda abrupta do comprimento de persisténcia.
Para concentragoes superiores, o valor de A permanece constante. O comprimento
de contorno, neste mesmo intervalo de concentracao, nao exibe nenhuma mudanca
abrupta em seu comportamento, indicando que a transicao observada no compri-
mento de persisténcia nao ¢ um artificio experimental.

A concentracao critica em que ocorre a queda abrupta no comprimento de con-
torno é diferente para cada um dos intercalantes. Este resultado é esperado, uma vez
que cada um dos farmacos apresenta propriedades de intercalacao diferentes. Uma
das caracteristicas dos intercalantes é causar um desenrolamento a dupla-hélice con-
forme vimos na secao 2.4. O desenrolamento causado a dupla-hélice pelo EtBr é
1,7 vezes maior que o desenrolamento causado pela daunomicina. Portanto, espera-
se que a transicao heliz-coil acontega para uma concentracao menor do intercalante
para a mesma concentracao de DNA utilizada. Este resultado é observado em nossos
experimentos, como mostram as figuras 5.1 e 5.2. O comprimento de persisténcia
cresce mais rapidamente para o EtBr. A concentracao critica para o EtBr é de
Ctipr = 3, 1uM, enquanto que para a daunomicina, este valor é Cf,,, = 18,3uM.
Observamos que o comprimento de persisténcia méaximo atingido também é diferente
para cada um dos farmacos utilizados. A daunomicina alcan¢a um valor méaximo
de A ~ 280nm, enquanto que para o EtBr o maximo é A ~ 150nm nas respectivas
concentragoes criticas. Este fato talvez se deva a competicao entre os dois efeitos
causados pelos farmacos. Enquanto o nimero de moléculas intercaladas tende a
aumentar o valor de A, o angulo desenrolado por cada molécula poderia causar
uma diminui¢ao no valor do comprimento de persisténcia. Esta transicao abrupta
também pode estar sendo causada devido as diferentes formas de intercalagao dos
farmacos a dupla-hélice do DNA. Se este fato for verdadeiro, deveriamos observar
uma mudanca no comprimento de persisténcia do DNA para concentracoes superi-
ores. De fato, valores encontrados na literatura mostram mudangas no comprimento
de persisténcia. Estes valores foram obtidos para razoes Cp/C, muito superiores
ao intervalo de concentracoes utilizado em nossos experimentos. E possivel que
esta transi¢ao nao tenha sido observada antes devido ao intervalo de concentragao

Cr/Cy, ser muito superior, na maior parte dos experimentos.
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Capitulo 6

Conclusoes

Neste trabalho foi feito um estudo sistemético dos efeitos da concentracao dos
farmacos sobre a molécula de DNA. Observa-se que para determinada concentragao
ocorre uma transicao estrutural na dupla-hélice. Esse mesmo efeito é observado
tanto para o brometo de etidio quanto para a daunomicina, indicando uma car-
acteristica recorrente destes intercalantes. Varios trabalhos na literatura reportam
mudancas no comprimento de persisténcia de acordo com determinada concentragao
de um farmaco. Mas ainda nao haviam sido feitos estudos detalhados da relacao en-
tre a concentracao do farmaco e o efeito causado. Observamos que o comprimento de
persisténcia dos complexos DNA-farmacos aumentam de maneira significativa com
o aumento da concentracao do farmaco até atingir um valor critico. Acima deste
valor critico o comprimento de persisténcia decai abruptamente e permanece aprox-
imadamente constante para concentracoes superiores do farmaco. Este resultado
sugere que a transicao abrupta observada possa ser devido a uma transicao heliz-
coil ou desnaturagao da molécula de DNA. O comprimento de contorno da molécula
aumenta monotonicamente e atinge um ponto maximo, permanecendo constante
com o aumento da concentracao do farmaco. O modelo de exclusao de pares co-
incide com os nossos resultados para a concentracao total de farmaco como fungao
do aumento relativo do comprimento de contorno. Nossas futuras pesquisas visam
formular um modelo que explique a dindmica do processo de interacgao do DNA com
essas substancias. Além disso, pretendemos realizar experimentos com outros tipos
de substancias que, assim como a daunomicina, sao amplamente importantes no

desenvolvimento de novas terapias para o tratamentos de doengas carcinogénicas.

74



Apéndice A

Artigo

Artigo publicado na revista Journal of Chemical Physics

75



THE JOURNAL OF CHEMICAL PHYSICS 127, 105108 (2007)

Transition on the entropic elasticity of DNA induced by intercalating

molecules

M. S. Rocha, M. C. Ferreira, and O. N. Mesquita

Departamento de Fisica, ICEx, Universidade Federal de Minas Gerais, Caixa Postal 702, Belo Horizonte,

CEP 31270-901 Minas Gerais, Brazil

(Received 29 December 2006; accepted 12 July 2007; published online 13 September 2007)

We use optical tweezers to perform stretching experiments on DNA molecules when interacting
with the drugs daunomycin and ethidium bromide, which intercalate the DNA molecule. Our results
show that the persistence length of the DNA-drug complexes increases strongly as the drug
concentration increases up to some critical value. Above this critical value, the persistence length
decreases abruptly and remains approximately constant for larger drug concentrations, at least in the
concentration range used in our experiments. Measured intercalators critical concentrations for the
persistence length transition coincide with the reported values for the helix-coil transition of
DNA-drug complexes obtained from sedimentation experiments. The contour length of the
molecules increases monotonically and saturates as the drug concentration increases. The neighbor
exclusion model fits to our results for the total drug concentration as a function of the relative
increase of the contour length. © 2007 American Institute of Physics. [DOI: 10.1063/1.2768945]

I. INTRODUCTION

DNA-drug interactions have been much studied for the
past years. An important motivation for these studies is the
fact that many of the studied drugs are used for treatment of
human diseases, particularly, in cancer chemotherapy.

Single molecule stretching experiments using optical
tweezers have yielded a great amount of information about
DNA-protein and DNA-drug interactions.' ™

Recently, we studied the interaction between psoralen
and DNA when illuminated with ultraviolet light A (UVA).
Psoralen is a drug used to treat some skin diseases, such as
psoriasis and vitiligo. This drug intercalates the DNA mol-
ecule and can form covalent linkages with the thymines if
the complex is illuminated with ultraviolet light, modifying
drastically its elasticity and impeding the DNA replication
and transcription. The persistence length of the DNA-
psoralen complexes formed after UVA illumination was mea-
sured in Ref. 7.

Daunomycin and ethidium bromide (EtBr) are other ex-
amples of drugs which intercalate the DNA molecule and can
modify its elasticity, depending on the drug concentration.
Both drugs unwind the DNA double helix when
intercalating.8 Daunomycin is an anthracycline antibiotic
used in the treatment of various cancers. It inhibits DNA
replication and transcription when intercalating, impeding
cell duplication.” Ethidium bromide (EtBr) is commonly
used as a nonradioactive marker for identifying and visual-
izing nucleic acid bands in electrophoresis and in other meth-
ods of nucleic acid separation.

Several works have reported different results for the ef-
fects of these drugs on the entropic elasticity of DNA mol-
ecules. In those works, the measured parameter used to study
elasticity modifications is the persistence length of the DNA-
drug complex. Smith et al? reported that ethidium bromide
does not modify the elasticity of the DNA molecule; it only

0021-9606/2007/127(10)/105108/7/$23.00
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increases its contour length by ~40%. Tessmer et al" re-
ported that ethidium bromide causes a large increase in the
contour length and a decrease in the persistence length of the
complex for 1 uM of the drug, and at lower concentrations,
an increase in both persistence and contour lengths. Sischka
et al"! reported the value of 28.1 nm for the persistence
length of DNA-daunomycin complexes and 20.7 nm for
DNA-EtBr complexes, smaller than the bare DNA persis-
tence length of about 50 nm. The authors in this work have
used a concentration of 1 uM for both drugs, and a DNA
concentration of 15 pM. Recently, Vladescu et al. 12 reported
the value of 5.7 nm for the persistence length of highly satu-
rated DNA-EtBr complexes. In the present work, in order to
clearly establish the effect of these intercalating drugs on the
persistence length of the DNA complexes, we performed
stretching experiments at various drug concentrations, from
zero up to saturation of the complexes. We show that the
values obtained for the persistence length depend strongly on
the concentration ratio between drug and DNA base pairs.
Our results show that the persistence length of the complexes
increases as we increase the drug concentration until certain
critical concentration is reached. Above this critical concen-
tration the persistence length decreases abruptly and remains
practically constant for larger drug concentrations.

Il. EXPERIMENTAL PROCEDURE

To measure the persistence and contour length of DNA
molecules and DNA-drug complexes, we use optical
tweezers'® and intensity autocorrelation sp(;x:t.roscopy.13

The samples consist of \-DNA molecules in a phosphate
buffered saline pH 7.4 with [NaCl]=140 mM solution. We
attach one end of the molecule to a microscope coverslip,
and the other end is attached to a polystyrene bead. To do
this, we use the procedure described in Ref. 14. The DNA
concentration used in all experiments was Cpya

© 2007 American Institute of Physics
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=6.81 ug/ml, which corresponds to a base pairs concentra-
tion of Cy,=11 uM. In the procedure used to prepare the
samples, only 5%—-10% of DNA attach simultaneously both
to the coverslip and to one bead (this is the condition that we
needed to perform the measurements). The sample is always
prepared with bare DNAs and incubated for ~12 h. The
drug is added to the sample after this time and we waited for
at least 1 h to start the measurements. The concentration of
free DNA in the solution (which is not attached at least to
one bead or to the coverslip) is very low, since the incubation
time is very long.

Our optical tweezers is mounted in a Nikon TE300 mi-
croscope with an infinite corrected objective (100X, numeri-
cal aperture=1.4). The trapping laser is an infrared (IR) laser
with A=832 nm (SDL, 5422-H1). The optical tweezers is
used to trap a polystyrene bead of 2.8 um diameter attached
to the end of the DNA molecule, so we can manipulate and
stretch the DNA molecule.

In addition, we use a He—Ne laser (A=632.8 nm) as the
scattering probe. The backscattered light by the polystyrene
bead is collected by a photodetector, which delivers pulses to
a digital correlator. We, then, obtain the autocorrelation func-
tion of the backscattered light, which allows us to determine
the stiffness of the optical trap, due to the Brownian motion
of the trapped bead.

The next step in the experimental procedure is to obtain
the force versus extension curves for the DNA molecules and
DNA-drug complexes. To do this, we use the optical twee-
zers to trap the bead with the DNA while pulling the micro-
scope slide, stretching the DNA. The backscattered light is
collected over time while stretching the DNA. From the
backscattered light intensity, one obtains the displacement of
the trapped bead in relation to its equilibrium position, and
by multiplying it by the tweezers’ stiffness, the force exerted
by the DNA molecule while it is stretched is obtained. The
DNA extension is obtained knowing the pulling velocity of
the coverslip (58 nm/s). This velocity is low enough to guar-
antee that the DNA passes through equilibrium configura-
tions and low enough such that the Stokes force on the bead
is negligible. Therefore, we transform time from the data into
absolute extension along the x axis (parallel to the coverslip),
which we call xpya. This procedure is done for all measure-
ments, even on repeated measurements with the same mol-
ecule. The bead center is maintained at a fixed distance (h
=3.5 um) from the coverslip during all measurements. The
end-to-end distance z of the DNA molecule is related to xpya
by 2= Vxiya+h2

Finally, with the force versus extension curves, we use
the approximate expression derived by Marko and Siggia15
[Eq. (1)] to obtain the persistence and contour length of the
DNA molecules and DNA-drug complexes,

kT | Nxbyn + 12 1 1
=— + — -
A L 41— (Vadap +HDIL] 4
e (1)
VXpna + A

where F, is the x component of the force, kp is the Boltz-

J. Chem. Phys. 127, 105108 (2007)

25

1.5

F. (PN)

Xona (1m)

FIG. 1. Force as a function of extension for a drug-free DNA molecule. By
fitting this curve to Eq. (1), we determine the persistence length A
=49.9 nm and the contour length L=15.5 um for this particular \-DNA.

mann constant, T is the absolute temperature, A is the DNA
persistence length, L is the DNA contour length, xpy, is the
projection of DNA molecule end-to-end distance along the x
axis (parallel to the coverslip), and £ is the height of the bead
relative to the coverslip (distance between the center of the
bead and the coverslip). The height is fixed in all experi-
ments at #=3.5 um, and we measure xpya.

The details about our experimental setup and experimen-
tal procedure can be found in Refs. 7 and 13.

Figure 1 is a typical force versus extension curve ob-
tained with this procedure, for a bare DNA molecule. By
fitting this curve with Eq. (1), we extract the persistence
length and the contour length for the \-DNA. For the par-
ticular DNA molecule shown in Fig. 1, we find A=49.9 nm
and L=15.5 pum.

Observe that we limit the range of forces used to <2 pN.
We have limited our measurements to low forces because
higher forces may change the chemical equilibrium of the
DNA-drug complex. Also, lower forces avoids enthalpic ef-
fects which are not taken into account in Eq. (1). To show
that the forces used in our experiments are sufficient for de-
termining the persistence length, we repeat several times the
measurement of the persistence length for a single bare DNA
molecule over time. The values obtained in several different
runs and different DNAs are A=50+3nm and L
=16.5£1 um. These values correspond to the well-known
values reported in the literature.>''7 This result indicates
the accuracy of our method, and shows that the experimental
apparatus do not exhibit significant drifts.

To determine the error bars of both persistence and con-
tour lengths, we use the following procedure. We first per-
form five measurements (different force X extension curves)
with the same DNA molecule (or DNA-drug complex). The
data of these curves are summed and averaged to a single
curve for this complex. The fit to Eq. (1) then gives the
values of both A and L for the complex, as in Fig. 1 for a
bare DNA. We then repeat the same procedure for five dif-
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ferent complexes, obtaining the values for both A and L for
each complex. The presented values of A and L are averages
over the different values obtained for each complex. We then
determine the error bars by calculating the standard deviation
from the mean value. The variability of L for different com-
plexes is relatively large, but the resulting A varies very
little, indicating that L and A are little correlated for L>A.
This fact occurs because the contour length of bare A-DNA
molecules is not always 16.5 um. Performing several mea-
surements, one can find different results around this value.
Such distribution of contour length values was also observed
by Mihailovic et al.'®

Ill. RESULTS

In this section we show the results obtained for the two
drugs used: daunomycin and ethidium bromide.

A. Daunomycin

We have performed experiments with DNA-daunomycin
complexes for several drug concentrations. In Fig. 2(a) we
show the persistence length (A) of the complexes as a func-
tion of total daunomycin concentration (Cp) for fixed DNA
base pair concentration of Cyp,=11 M. We denote by C), the
total daunomycin concentration used to prepare the sample,
which is the sum of both the bounded to DNA and the free
drug concentration in the solution.

The point which the drug concentration is zero corre-
sponds to the drug-free DNA situation with A=50+3 nm.

The behavior of the persistence length A as a function of
daunomycin concentration Cp, can be described as follows: it
initially increases with Cp, until it reaches a maximum value
(~280 nm) at the critical concentration Cgi‘i°31:18.3 LM
Then, it decays abruptly to around 75 nm and remains ap-
proximately constant at this value for the concentration range
used.

The contour length, otherwise, increases monotonically
from 16.5+1 pum up to the saturation value of 21+1.8 um.
In Fig. 2(b) we plot the corresponding values of the contour
length of the same DNA-drug complexes of Fig. 2(a) as a
function of the total drug concentration Cp. As we have
pointed out in Sec. II, the error bars of the contour length are
relatively large as a consequence of the contour length dis-
tribution around 16.5 ,u,m,18

In addition, we can estimate the exclusion parameter n
(number of total base pairs divided by the number of total
intercalated drug molecules) from our experimental data. The
average value of the contour length for DNA-daunomycin
complexes obtained when using a saturated concentration of
the drug increases about 27% relative to drug-free DNA con-
tour length (16.5 wm). This means that when all possible
drug molecules are intercalated, the DNA increases its con-
tour length by 4.5 um. Knowing that each intercalated
daunomycin molecule increases the contour length of the
complex by 0.31 nm,® we determine the total number of in-
tercalated daunomycin molecules, which is around 14 500.
Finally, the exclusion parameter can be obtained by dividing
the number of base pairs of the A\-DNA (48 500) by the num-
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FIG. 2. (a) Persistence length A of DNA-daunomycin complexes as a func-
tion of drug concentration for fixed DNA concentration (Cp,=11 uM). A
initially increases with Cp, until it reaches a maximum value (~280 nm) at
the critical concentration Cij"“'=18.3 M. Then, the persistence length de-
cays abruptly to around 75 nm and remains approximately constant at this
value for the concentration range used. (b) Corresponding contour lengths L
of the DNA-daunomycin complexes shown in Fig. 2(a) as a function of drug
concentration. L increases monotonically with Cp, up to the saturation value
of 21 1.8 um.

ber of total intercalated drug molecules (14 500). We obtain
n=3.3, which is in good agreement with the value of 3.5
reported in Ref. 9.

For comparison purposes, Fig. 3(a) shows three force
versus extension curves (normalized by the contour length)
for a bare DNA and two different daunomycin concentra-
tions, before and after the transition. The data points in this
figure are smoothed out. The purpose of this smoothing pro-
cess is only to diminish the Brownian fluctuations, and there-
fore, to make the data easier and clearer to visualize in a plot.
This process is done using the smooth routine of the software
KALEIDA GRAPH (Synergy Software). We emphasize, how-
ever, that all fittings and values for A and L are obtained
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FIG. 3. (a) Force vs extension curves (normalized by the contour length) for
a bare DNA molecule and two DNA-daunomycin complexes with different
concentrations. The Brownian fluctuations are averaged out for better visu-
alization of the data using a smoothing routine. (b) The same curves of Fig.
3(a) (unscaled). Squares: bare DNA; circles: C,=20.1 uM (above the criti-
cal concentration) and A~61 nm; triangles: Cp=183 uM and A
~263 nm. Dashed lines are fittings using Eq. (1).

from the raw data. Figure 3(b) shows the same curves un-
scaled. In general smoothed data for lower drug concentra-
tions (smaller than the critical concentration) fit better to Eq.
(1) than the data for higher drug concentration, as can be
seen in Figs. 3(a) and 3(b).

B. Ethidium bromide (EtBr)

The behavior of the persistence length as a function of
the drug concentration for DNA-EtBr complexes is very
similar to the DNA-daunomycin complexes. The difference
is that in this case the transition occurs at a lower drug con-
centration [see Fig. 4(a)] for the same DNA base pair con-
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FIG. 4. (a) Persistence length of DNA-EtBr complexes as a function of drug
concentration for fixed DNA concentration (Chp: 11 uM). In this case, the
transition occurs at a lower drug concentration. The maximum value mea-
sured for the persistence length of DNA-EtBr complexes is ~150 nm, at the
critical concentration Cii"=3.1 uM. (b) Corresponding contour lengths L
of the DNA-EtBr complexes shown in Fig. 4(a) as a function of drug con-
centration. L increases monotonically with C up to the saturation value of
23+1 pm.

centration Cyp=11 uM. The maximum value measured for
the persistence length of DNA-EtBr complexes is ~150 nm,
at the critical concentration C'=3.1 uM.

The contour length again increases monotonically from
16.5+1 um up to the saturation value of 23+1 um. In Fig.
4(b) we plot the corresponding values of the contour length
of the same DNA-drug complexes of Fig. 4(a) as a function
of total drug concentration Cg.

Repeating the same calculation for the exclusion param-
eter of EtBr, which increases the DNA contour length by
0.34 nm per intercalated molecule,” we obtain n=2.5, which
is in reasonable agreement with the value of 2.01 reported in
Ref. 19. In Sec. III C we will show a better estimation for 7.
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C. Equilibrium binding constants

In our experiments we control the total drug concentra-
tion Cr and the total concentration of DNA base pairs Cyy,.
To discuss the elastic properties of the DNA complex formed
the important parameter to consider is the ratio r between the
concentration of bounded drug (C,) per concentration of
DNA base pairs (Cyyp). In order to obtain r, the binding of
molecules to DNA is analyzed using the neighbor exclusion
model.” A closed form for this model was obtained by
McGhee and von Hippe120 and can be expressed by the equa-

tion
1-nr |}
] (2)

E=K’“‘"’)[m

f
where r is the ratio between the concentration of bounded
drug (C,) per concentration of DNA base pairs (Cy,), Cy is
the concentration of free drug (not bounded), K; is the intrin-
sic binding constant, and » is the exclusion parameter in base
pairs. For a more detailed discussion about the neighbor ex-
clusion model, see Ref. 20.

The concentration of free drug (Cy) can be simply re-
lated to the concentration of bounded drug (C,) and the total
drug concentration (Cy) through the equation

Cr=Cs+C,. 3)

Using Egs. (2) and (3) with the determined exclusion
parameter (n=3.3), the intrinsic binding constant reported in
Ref. 9 for daunomycin, K;=7 X 10°M~!, the critical dauno-
mycin concentration measured in this work (Cgted
=18.3 uM), and the concentration of DNA base pair used in
our experiments (Cbpz 11 uM), we can determine the critical
ratio r., which we define as the value of r at the abrupt
transition for the value of the persistence length. We then
obtain the value r.=0.248.

Similarly, for EtBr, we use the parameters n=2.5, K;
=1.5x10°M71?" and C=31 uM determined again
from the abrupt change in persistence length. We obtain r,
=0.131. In Sec. III D we compare the values obtained for r,
with those reported in the literature for a sedimentation ex-
periment.

It is important to mention that K; varies with the ionic
strength of the solution. The values used here are the values
for the ionic concentrations used in our experiments.

To study the variation of the contour length of the DNA-
drug complexes when increasing the drug concentration, we
plot the total EtBr concentration C as a function of the
relative increase of the contour length AL/L, for DNA-EtBr
complexes (Fig. 5), where L, is the contour length for bare
DNA molecules (16.5+1 wum). Observe that this curve does
not exhibit any abrupt changes, indicating that the abrupt
change of the persistence length [Fig. 2(a)] is not an artifact.

The relative increase of the contour length (AL/Ly=¢)
can be related to the parameter r=C,/Cy, from Eq. (2). To
do this, we write Ly=Ny,,A, where Ny, is the number of base
pairs and A is the distance between two consecutive base
pairs. For the bare N-DNA, we have N,,=48500 and A
=Ly/Np,=0.34 nm. When N,, drug molecules intercalate the
N-DNA, the final resulting contour length can be written as
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FIG. 5. Total drug concentration Cj as a function of relative increase of the
contour length AL/L, for DNA-EtBr complexes. Fitting this curve to the
neighbor exclusion model (dashed line), Eq. (4), we determine the intrinsic
binding constant K;=(1.4+0.4) X 10°M~" and the exclusion parameter n
=2.35£0.15.

L=Ly+N,6, where 6 is the increase of the contour length
caused by each intercalated molecule. From the literature, we
know that §=0.34 nm for EtBr (Ref. 11) and §=0.31 nm for
daunomycin.8 We can then write €=N,6/Ny,A. The param-
eter r can be written as r=C,,/ Cyy=N,M;,/ NyyM,,,, where M),
and M, are, respectively, the molar weight of the drug and
of a base pair. Finally, we can write Ny/Ny,=rMy,/ M, and
=rM,6/MyA. Defining y=M,,6/M,A we write r={/7y.
Using M,=394.3 g/mol for EtBr, M,=564 g/mol for
daunomycin, and M,,=646.4 g/mol, we determine y=1.64
for EtBr and y=1.04 for daunomycin.

Using Egs. (2) and (3) and r=¢/+, one can show that

n—1
c = oy, Lymntr O )
Y Ki(y—nt)"

Since Cy,=11 uM and y=1.64 for EtBr, we fit the data
of Fig. 5 to Eq. (4) with two free parameters: K; and n. From
this fit (dashed line in Fig. 5), we determine the intrinsic
binding constant K; and the exclusion parameter n. We have
found the values K;=(1.4x0.4) X 10°M~" and n=2.35+0.15
for EtBr, where the error bars are given by the fit. The value
determined for K; is in good agreement with the result from
Gaugain et al.*' The value determined for 7 is in good agree-
ment with the value estimated in Sec. III B, and in reason-
able agreement with the value of 2.01 reported in Ref. 19.

For DNA-daunomycin complexes, we find similar re-
sults. The values of K; and n determined from the fit to Eq.
(4) are, however, affected by large error bars.

D. Interpretation and discussion of the results

For low drug concentrations, drug intercalation in the
DNA molecule increases the rigidity of the complex [see
Figs. 2(a) and 4(a)]. This is consistent with the results of
Vladescu et al.,22 which shows that EtBr stabilizes the DNA
double helix for low drug concentrations. They have per-
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formed melting experiments with various EtBr concentra-
tions, from 0 to 2.5 uM, showing that EtBr intercalation sta-
bilizes the DNA double helix in this concentration range.
Therefore, we expect an increase of the persistence length of
DNA-drug complexes in this low concentration range, in
agreement with our data. Figure 4(a) shows this increase for
EtBr, and Fig. 2(a) shows similar result for daunomycin.

For high drug concentrations, i.e., above the critical con-
centration [peak of Figs. 2(a) and 4(a)], the persistence
length of the complexes decays abruptly and remains ap-
proximately constant in the concentration range studied.

It is well known that intercalation unwinds the DNA
double helix.® Due to unwinding and above some drug criti-
cal concentration, the complexes can have a helix-coil tran-
sition, which can cause DNA denaturing as the DNA is
stretched, decreasing the persistence length of DNA-drug
complexes, as seen in Figs. 2(a) and 4(a). The unwinding
angle per intercalated EtBr drug molecule is approximately
1.7 times greater than that for daunomycin intercalation.
Therefore, we expect that the transition occurs for EtBr at a
lower drug concentration as compared with daunomycin, if
the same DNA concentration is used. This is confirmed ex-
perimentally in our data of Figs. 2(a) and 4(a). The persis-
tence length of DNA-EtBr complexes increases more rapidly
with concentration than the DNA-daunomycin complexes.
This behavior reflects the fact that EtBr is the stronger inter-
calator. The maximum value reached for the persistence
length, however, is greater for DNA-daunomycin complexes.
This might be explained assuming that the maximum value
obtained for the persistence length depends on the competi-
tion between two effects caused by the intercalator. While
the number of intercalated molecules increases the value of
A, the angle unwound by each intercalated molecules may
decrease it.

Sedimentation experiments performed with circular
DNA as a function of daunomycin and ethidium bromide
concentrations display a minimum in the sedimentation co-
efficient S,, at r.=0.192, for daunomycin and r.,=0.114 for
ethidium bromide.® The minimum in the sedimentation coef-
ficient S, is associated with a helix-coil transition, due to
unwinding of the DNA double helix by the intercalating
drugs.8 These numbers agree within 15%-30% with the val-
ues of r, determined from our DNA persistence length mea-
surements. This indicates that the abrupt change of the DNA
persistence length for both drugs might be also caused by a
helix-coil transition due to the unwinding of the DNA double
helix as the drugs intercalate into it.

In addition, it is known that EtBr (and also most inter-
calating drugs) exhibits multimodality at their interaction
with DNA.*** The kind of interaction varies with the drug
concentration. The abrupt transition shown in Figs. 2(a) and
4(a) might as well be caused by different ways of drug bind-
ing to DNA. If this is true, we should see a variation on the
persistence length of the complex for concentrations above
the critical value. In our data [Figs. 2(a) and 4(a)], the per-
sistence length appears to remain constant in the concentra-
tion range used, but perhaps it will not remain at this value if
we continue to increase the drug concentration. This may
explain the difference observed in our value of the persis-
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tence length at this concentration range and some values re-
ported in the literature, while in most cases the ratio Cr/Cy,
is much higher than our ratio for the critical concentration of
the drugs.

The abrupt change in the persistence length observed
here depends on the ratio used for the drug concentration and
base pair concentration C7/ Cy,,. In our experiments, we use a
constant base pair concentration Cy,=11 uM to study the
persistence length as a function of total drug concentration.
However, if we change Cy,, we will get other values for the
critical concentrations of each studied drug, because the
binding depends on both DNA and drug concentrations.

In the works cited in the Introduction (Sec. I), for ex-
ample, Smith et al* use typical ratios Cy/ Cy,, from 0.403 to
8.07, which are above the critical ratio Ci'""'/C,,=0.282
determined for DNA-EtBr complexes from our data, at the
critical concentration. These authors report that EtBr does
not modify the elasticity of the DNA molecule, only increas-
ing its contour length by ~40%. Since their Cy/Cy, ratio is
above the critical one, we can conclude that their results
agree with ours because the value obtained for the persis-
tence length of DNA-EtBr complexes above the critical con-
centration is very close to the value for bare DNA molecules.
Also, the increase for the contour length determined from
our data is about 39%, in agreement with Ref. 2. Tessmer
et al.'” use a Cy/ Gy, ratio of ~169.5, while Sischka et al"!
use a Cr/Cy, ratio of ~1.37 for DNA-EtBr complexes. In
these two works, this ratio is well above the value at the
critical concentration we measured, therefore, both groups
worked at a concentration range above the critical transition.
The values obtained for the persistence length in the two
works are lower than those for the bare DNA, which suggest
that A should decrease if we continue to increase the drug
concentration in the region with concentrations greater than
the critical one. Our data do not show this effect probably
because we use a maximum concentration value of approxi-
mately three times the critical one for both drugs. Recently,
Vladescu ef al."” reported the value of 5.7 nm for the persis-
tence length of saturated DNA-EtBr complexes. These au-
thors work in a much higher force regime than ours
(~100 pN) and use a much higher drug concentration. The
results reported by these authors also indicate that A may
decrease if we continue to increase the drug concentration
above the critical one. Also, the values of A may depend on
the force regime used to stretch the DNA molecules. The
authors have shown in Ref. 12 that parameters such as the
exclusion number n and the binding constant K; depend on
the force used to stretch the molecule. Then, it is reasonable
to suppose that A also depend on the force used because the
characteristics of the drug intercalation are changed.

In our work, we perform the experiments in a low-force
regime (~2-3 pN), i.e., the values reported in our work
correspond approximately to the zero-force intercalation
situation.

Because most authors uses a C7/Cy,, ratio greater than
the value determined from our data for the critical concen-
tration, they have missed the transition of the persistence
length which we report in this work.
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IV. CONCLUSION

We have made systematic measurements of the entropic
elasticity variation of a N\-DNA molecule when interacting
with two drugs, daunomycin and ethidium bromide, as a
function of their concentrations. Our results show that the
persistence length of the DNA-drug complexes increases
strongly as the drug concentration increases, for low concen-
trations. Above certain critical drug concentration the persis-
tence length decreases abruptly and remains approximately
constant for the range of drug concentrations used above the
critical concentration. This behavior is quite similar for both
daunomycin and EtBr, as shown in Figs. 2(a) and 4(a). Our
results suggests that the abrupt transition observed in the
persistence length might be due to a helix-coil transition and
denaturing of DNA-drug complexes above the critical con-
centration, resulting in a decrease of the persistence length.
The measured results of the contour length for both DNA-
drug complexes fits well to the neighbor exclusion model
and do not exhibit any abrupt changes as the drug concen-
tration is varied.
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