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RESUMO

MOURA, Tiago de Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2017.
Efeitos da cafeina sobre a estrutura da molécula de DNA: um estudo por
espectroscopia de forga. Orientador: Marcio Santos Rocha.

Neste trabalho, utilizando a técnica de pinga 6ptica, foi possivel estudar as alteracdes
das propriedades mecanicas do complexo DNA-cafeina em funcdo da concentracido
de cafeina na amostra, nos regimes de forga i6nica alta (concentragao total de sodio
de 150 mM) e forga idnica baixa (concentragao total de sédio de 1 mM). Utilizando o
modelo de exclusdo de vizinhos para ajustar os dados obtidos experimentalmente
para o comprimento de contorno, demostramos que a cafeina ndo possui
comportamento de intercalante. Além disso, fomos capazes de observar uma
mudanga conformacional da molécula de DNA devido a ligagdo com a cafeina, onde
essa mudanca ocorre no sentido de transformar o B-DNA em A-DNA. A alteragao da
forca ibnica da solugao foi capaz de mudar a forma de interacdo da cafeina ao DNA.
Para forga ibnica alta, a ligacdo da cafeina ao DNA apresenta cooperatividade
positiva, possuindo um coeficiente de Hill (n) igual a 3. No regime de forga iGnica baixa,
a cooperatividade da ligagdo desapareceu e o coeficiente de Hill diminuiu para 1.
Fomos capazes também de estimar o constante de ligacdo da cafeina ao DNA como
sendo K; =(0,3+ 0,02)10"*M~? para forga idnica alta e K; = (7,3 +4,0)107*M~* no

regime de forca ibnica baixa.



ABSTRACT

MOURA, Tiago de Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2017. The
effects of caffeine on the DNA molecule: A force spectroscopy study. Adviser:
Marcio Santos Rocha.

In this work, by using the optical tweezer method, it was possible to study the changes
of the mechanical properties of the DNA-caffeine compound according to the
concentration of caffeine in the sample, for the high ionic strength regime (total sodium
concentration of 150 mM) and for the low ionic strength regime (total sodium
concentration of 1 mM). Using the neighbor-exclusion principle to adjust the data
obtained experimentally to the contour length, we showed that the caffeine doesn't
presente intercalating behavior. Besides, we were able to observe a conformational
change in the DNA molecule due to the bonding with the caffeine, where this change
occurs in the sense of changing the B-DNA into A-DNA. For the high ionic strength,
the bonding of the caffeine with the DNA presents positive cooperativity, having a Hill
coefficient (n) equals to 3. For the low ionic strength regime, the bonding cooperativity
disappeared and the Hill coefficient decreased to 1. We were able to estimate the
binding constant of the caffeine with the DNA as K; = (0,3 + 0,02)107*M~* or the high
ionic strength and K; = (7,3 +4,0)10"*M~? for the low ionic strength regime.
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Capitulo 1
1. Introducao

A cafeina é uma das drogas mais consumidas no mundo [1].Classificada como
um alcaloide do grupo das xantinas é encontrada em varias fontes alimentares como:
café, chas, refrigerantes, chocolates e etc. O principal mecanismo de ag&o bioldgica
da cafeina ocorre no sistema nervoso autbnomo por meio da inibicao dos receptores
de adenosina [2]. Além disso, a cafeina possui uma extensa aplicagcao clinica, por
exemplo, podemos citar sua aplicagao no tratamento de apneia em recém-nascidos
[3], tratamento de depressdo respiratoria em adultos [1] e estimulante para o
tratamento de cefaleia [4]. Existe ainda uma extensa literatura sobre os possiveis

efeitos anticancerigenos da cafeina [1], [2], [5], além de sua agdo na inibicdo e
tratamento do mal de Alzheimer [6]—[8].

Em particular, despertou o nosso interesse ainteragao da cafeina com ligantes
aromaticos, que apresentaram uma consideravel reducdo em sua atividade
farmacolégica (ou toxidade, dependendo da natureza do ligante), frequentemente
associada a sua interacdo com as moléculas de DNA [9], [10]. Além disso, dados de
espectroscopia RMN (Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear) sugerem
que a cafeina tem a capacidade de interagir com o DNA [11] e de formar hétero-
complexos com acidos nucleicos [12]. Os mecanismos da interagéo cafeina-DNA que
levam a reducdo da atividade farmacoldgica (ou toxidade) de ligantes aromaticos
ainda permanecem em aberto na literatura. De fato, a propria interagdo da cafeina

com o DNA nao é bem conhecida.

Nesse sentido, desenvolvemos esse trabalho com a intengado de mostrar uma
abordagem inédita sobre a interacdo DNA-cafeina usando a técnica de pinga 6ptica.

A grosso modo, a pinga optica consiste de um laser fortemente focalizado pela objetiva

1 Nesse trabalho, ligante é qualquer molécula que tem a capacidade de interagir com o DNA, por
exemplo: farmacos, proteinas, corantes biolégicos, etc.
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de um microscopio. No capitulo 2 detalharemos o processo de pingamento e quais

sdo as condi¢cdes necessarias para que ele ocorra.

O fato de optarmos por essa técnica é porque acreditamos que a pinga Optica
apresente algumas vantagens em relagdo as outras técnicas relatadas na literatura
(como RMN [11], espectroscopia de absorgcédo e espectroscopia fluorescéncia [10]),
tais como: exclusdo de efeitos coletivos (uma vez que a técnica de pinga optica € uma
técnica de molécula unica), maior precisao para medir a baixa interagao da cafeina no
DNA (relatado em[11]), a possibilidade de medir as altera¢gdes mecanicas na molécula

de DNA devido a interacdo com a cafeina, entre outros.

Os paradmetros mecanicos de interesse do DNA sdo: seu comprimento de
persisténcia (A) e seu comprimento de contorno (L). O primeiro esta ligado a rigidez
da molécula de DNA, quanto maior o comprimento de persisténcia, mais rigida é a
molécula e mais dificil de ser dobrada ela €; e quanto menor for o comprimento de
persisténcia mais maleavel é a molécula. O segundo é o comprimento da molécula
esticada de uma ponta a outra, que fornece uma ideia direta do tamanho linear da
molécula de DNA. No capitulo 3, mostraremos que a partir dos parametros mecanicos
extraidos, podemos fazer uma conexao entre as propriedades mecanicas e fisico-

quimicas do sistema.

Em resumo, no capitulo 2, discutiremos os aspectos gerais de uma pinga
Optica, seu principio de funcionamento e detalharemos o processo de calibragao de
uma pinga optica.

No capitulo 3, comegaremos discutindo algumas caracteristicas da molécula
de DNA que julgamos ser importantes para o entendimento desse trabalho, em
seguida, faremos uma pequena revisao sobre a mecanica de polimeros e por ultimo,
discutiremos os modelos de Hill e McGhee-Von Hippel, usados para descrever a

interacdo de ligantes em solugao.

No capitulo 4, apresentaremos todo o procedimento experimental para a

caracterizagao da interagcao DNA-Cafeina.
No capitulo 5, apresentaremos e discutiremos todos os resultados obtidos.

No capitulo 6, apresentaremos as conclusdes e perspectivas desse trabalho.

2



Por fim, o apéndice A é dedicado a explicar o regime entrépico, que € o regime

sobre 0 qual nossos experimentos sao realizados.



Capitulo 2
2. Aspectos gerais de uma pinga Optica

Neste capitulo, apresentaremos um breve resumo histérico da criagdo e
desenvolvimento da técnica de pinga 6ptica. Além disso, discutiremos alguns aspectos
tedricos relacionado ao fendbmeno do pingamento Optico e a técnica de calibragdo da
pinga optica utilizada nesse trabalho. Esse capitulo foi baseado na tese de doutorado
de Marcio Santos Rocha, que apresentou de maneira simples e elegante o

funcionamento das pingas opticas.

2.1 Breve historico sobre o desenvolvimento da
técnica de pinca 6ptica.

Johannes Kepler (1571-1630) foi um dos primeiros cientistas a intuir que a luz
seria capaz de empurrar alguns objetos, ele acreditava que os raios solares atuando

na cauda dos cometas os varreria para longe, em uma diregdo sempre oposta ao Sol.

Alguns séculos mais tarde, ofisico e matematico escocés James Clerk Maxwell
(1831-1879), através de seu brilhante trabalho em eletrodindmica, demonstrou que
Kepler estava certo, entretanto, as forcas exercidas pelos feixes de luz séao
insignificantes frente a objetos macroscopicos. Além disso, sdo extremamente
rarefeitos, o que leva na pratica, serem fracos até para objetos microscopicos.

Com o surgimento do raio laser em 1960, que é capaz de concentrar uma
grande quantidade de luz em um unico feixe, passa a surgir a possibilidade de utilizar

a luz como uma ferramenta para manipulagéo de objetos na escala microscopica.

Foi Arthur Ashkin em 1969, trabalhando nos laboratdrios Bell, nos Estados
Unidos, que primeiro utilizou os lasers para manipulacdo e aprisionamento de
pequenas particulas dielétricas dando inicio a uma revolugao tanto na fisica como na
biologia [13]. Em particular, chamou a aten¢do a grande aceleragao que as particulas
adquiriam ao serem colididas com o feixe de um laser, mesmo por um laser de baixa
poténcia (a concentragado dos feixes garante a eficacia).
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No comeco, a técnica foi desenvolvida para a manipulacdo e aprisionamento
de pequenos atomos, o que lhe rendeu o nome de pinga 6ptica, mas foi a partir de
1987, que as pingas Opticas encontraram sua maior utilidade, dentro da Biologia [14],
[15]. Dentre as varias aplicagdes da técnica de pinga Optica dentro da biologia,
podemos destacar o aprisionamento de virus e bactérias, manipulagdo de células
individuais, estudo de propriedades mecanicas de membranas celulares, estudo de

proteinas, interacdo DNA-compostos, entre outras.

2.2 Principio de funcionamento.

Durante o século XIX, com o desenvolvimento da teoria eletromagnética de
Maxwell, foi possivel demonstrar que a luz transmite momento ao incidir sobre o meio.
Essa forca depende da poténcia da luz incidente e da velocidade de propagagéo no
meio de incidéncia. Entdo, para um unico raio (me refiro a uma porgao de largura

infinitesimal do feixe), a forga devido a pressao de radiagao é:

Pr
Fo— 2.1)
onde:
v==" (2.2)
n

onde P.é a poténcia do laser e n é o indice de refracdo do meio de incidéncia.

Para entendermos a origem quantica do fendmeno do pingamento &ptico,
voltaremos para o inicio do século XX. Para explicar o fendmeno da radiagéo de corpo
negro, o fisico alemao Max Planck (1858-1947), postulou em 1901, que a energia
emitida por eles era discretizada em pequenos pacotes de energia chamados de
‘quanta”. Em 1905, Albert Einstein (1878-1955), explicou o efeito fotoelétrico
aplicando o conceito dos quanta de energia de Planck também a luz. Os quanta de

luz, denominados fotons, possuiam momento que podiam ser transferido para o meio



ao incidir sobre ele. Essa transferéncia de momento € capaz de gerar uma forga sobre
o objeto, que ¢é extremamente pequena, sendo mais facil de verifica-la
experimentalmente utilizando feixes de luz muito intensos, como o laser, e pequenos
objetos de tamanho na escala de micrometros.

Para termos uma ideia da ordem de grandeza das forgas envolvidas, vamos
calcular a pressao de radiacido produzida por um laser de poucos mW de poténcia

(poténcia tipica utilizada nos experimentos com pinga 6ptica), incidindo radialmente
sobre uma microesfera.

Cada féton absorvido possui um momento dado por:

B = Ak (2.3)

onde k é o vetor de onda e # é a constante de Planck dividida por 2. Escrevendo a

eq. 2.3 em modulo, temos:

p=hk=h%= % (2.4)

onde c é a velocidade do foton, w € frequéncia da luz incidente e E = hw € a energia

de cada féton. Em um feixe de N fotons, teremos E, = Nhw = NE.

O feixe exerce uma forga sobre a microesfera que pela 2° lei de Newton é dada

por:

_d_p_i(E_f)_P_f
T dat dt\c/) ¢’ (2.5)

onde P, € a poténcia do feixe incidente. Assim, podemos estimar a forga sobre a

microesfera como sendo:

1107w
3.108 m/s

~ -11 _
~ 107 = 10 pN. 2.6)

Quando a luz interage com a matéria ela pode ser refletida, absorvida e
refratada. Como mencionamos nos paragrafos anteriores, a reflexdo da luz esta
associada a transferéncia de momento e chamamos esse efeito de pressao de
radiagdo. Outra interacdo que exerce um papel fundamental no fenbmeno de

pingamento optico € a refragdo. Quando o raio de luz é refratado, ele muda a diregéo
6



da sua trajetdria se os indices de refragdo do meio e do objeto séo diferentes. Essa
mudanca de trajetoria do raio de luz estda acompanhada de uma mudanga no momento
linear da luz. Para conservar o momento linear do sistema luz-objeto, o objeto sofrera
uma mudanga de momento linear igual e oposta a aquela sofrida pelo raio de luz ao

refratar no objeto. Como o objeto possui massa, essa variagdo de momento esta, de
acordo com a 2° lei de Newton, associada a uma forca.

Vamos entao fazer uma analise qualitativa do fenémeno de pingamento éptico,
considerando que o objeto seja uma microesfera dielétrica e a fonte de luz seja um
laser com padréao gaussiano. Além disso, faremos nossa analise no regime da o6tica
geomeétrica, ou seja, quando o raio da microesfera e muito maior que o comprimento
de onda da luz (a » 2).

\ OBJETIVA '

(1) | @)

Figura 2-1: Pressao de radiagdo. A forca resultante neste caso, empurra a microesfera no sentido de
incidéncia do feixe.

A figura 2.1, mostra dois raios do feixe de extremidades opostas, que ao incidir
sobre a superficie da microesfera séo refletidos. A reflexdo do raio 1 da origem a forga
F, na microesfera, e a reflexdo do raio 2 d4 origem a forga F, na microesfera. A forca
resultante nesse caso tende a empurrar a microesfera no sentido de incidéncia do

feixe. Como ja explicarmos anteriormente, ao refletir sobre a superficie, o raio do laser
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transfere momento através dos fétons o que causa a variagdo de momento da
microesfera, o que de acordo com a 2° lei de Newton, ¢é igual a resultante das forgas

que atuam sobre a microesfera.

Como a figura 2.1, mostra claramente, a pressao de radiagao tende a empurrar
a microesfera no sentido de incidéncia do feixe, logo, isso dificulta o processo de
pincamento, assim a pressao de radiacdo ndo € a interacdo responsavel pelo
aprisionamento. Vamos entdo discutir os efeitos da refragéo. Para que tenhamos uma
forca que atue de forma oposta a forga gerada pela reflexdo € necessario que a
variagdo de momento sofrida pelo raio seja tal que a forga liquida que atue na
microesfera seja no sentido de leva-la para o foco. Isso exige que o indice de refragao
da microesfera seja maior que a do meio no qual ela esta inserida e que o laser possua

um padrao gaussiano (mais intenso no centro) conforme mostra a figura abaixo.

| — _ OBJETIVA ’
(1) (2)

Figura 2-2:Efeito da refragdo. A microesfera esta situada na regido abaixo do foco e, nesse caso, a
forga resultante empurra a microesfera para o foco do feixe

A figura 2.2, mostra uma situagdo na qual a microesfera esta situada numa
regidao abaixo do foco. O raio (1) sofre um desvio na sua trajetéria ao passar pela
microesfera e, portanto, varia seu momento linear. Para conservar o momento linear

total do sistema raio-microesfera, a esfera sofre uma variagcdo de momento de mesmo
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modulo, mas, de sentindo contrario ao sofrido pelo raio ao atravessar a interface meio-
esfera. Devido a massa da microesfera, a variagao de momento no raio (1) da origem
a forga F, sofrida pela microesfera. Da mesma forma, o raio (2) da origem a forga F, .
Mas, devido ao perfil gaussiano de intensidade do laser, a forga E’ € menor que a
forca Fl’ de forma que a forca resultante aponta para a esquerda e para cima,

empurrando a microesfera para o foco do feixe.

N— OBJETIVA

(1) ' @)

Figura 2-3: Efeito da refragdo. A microesfera esté situada na regido acime do foco e, mais uma vez, a
forca resultante empurra a microesfera para o foco do feixe.

A figura 2.3, mostra a situagdo na qual a microesfera esta situada em uma
regiao acima do foco. Analogamente ao que ocorre quando ela se encontra abaixo do
foco, as refragbes dos raios originarao forgas na microesfera de forma a conservar o
momento linear total do sistema raio-microesfera. Entretanto, nessa situagao, a forca
resultante na microesfera ira apontar para baixo, de forma a empurrar a microesfera

novamente em direcao ao foco do feixe.

Portanto, temos que, a acdo das forcas de refragcdo sdao a de aprisionar a
microesfera proximo da regido focal (como mostrado nas figuras 2.2 e 2.3) enquanto

que a pressao de radiacao tende a atrapalhar esse processo. Por isso, € necessario



escolher o padrao gaussiano junto com as microesferas dielétricas afim de diminuir o
efeito da pressao de radiacao.

Toda a discursdo que fizemos foi feita no limite da 6ptica geométrica (a > 1).
Quando o raio da microesfera € muito menor que o comprimento de onda da luz
incidente, estamos no chamado limite de Rayleigh. Neste caso, a esfera se comporta
como um dipolo elétrico induzido em um campo elétrico. A forgca que atua na
microesfera é proporcional ao gradiente da intensidade do campo elétrico da radiagéo
incidente. Essa for¢ca faz com que a microesfera se mova para a diregcdo de maior
intensidade do campo, ou seja, o foco. Mais uma vez, a microesfera ficara presa na

regiao focal.

Para finalizar essa secdo, gostariamos de salientar que o fenbmeno do
pincamento Optico pode ocorrer em situagdes em que a particula ndo seja dielétrica e
o laser ndo possua o padrao gaussiano. A teoria MDSA (Mie Debye Spherical
Aberration) desenvolvida pelo professor H. M. Nussenzverg e colaboradores [15], [16],
€ a teoria mais geral sobre pingas Opticas. A teoria MDSA descreve,
quantitativamente, a forga do laser sobre uma microesfera de raio, material e indice

de refragao arbitrarios.

2.3 Calibracao pinca éptica

Como discutimos na sec¢ao anterior, a forca de gradiente em uma microesfera
dielétrica de indice de refragdo maior que a do meio no qual ela esta inserida, cria na

regidao proxima ao foco do laser, um pogo de potencial que para pequenos
deslocamentos pode ser considerado harménico.

Tal como a lei de Hooke, podemos associar a forga gerada pela pinga como
sendo do tipo F = —kx, onde k (constante de forga da pinga) € um parametro que

mostra o quéo forte € a pinga. Entédo, o objetivo da calibragdo é conhecer o valor de k

para a configuracdo do experimento. Como veremos nessa segao, o valor de k
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depende de varios fatores como, por exemplo, raio da microesfera, temperatura do
ambiente, etc.

Existem varios métodos que nos permitem calcular o valor de k, alguns deles
podem ser vistos na referencia [17]. Para nosso experimento, utilizamos o método de
Stokes, que consiste em deslocar a laminula no estagio do microscépio (com auxilio
de um piezoelétrico) com velocidade v (constante) e medir a nova posi¢cdo de

equilibbrio da microesfera.

Quando a laminula esta parada, a microesfera se encontra em “repouso” no
fundo do pogo de potencial como mostra a figura 2.4. A microesfera esta sujeita as
colisdes aleatérias com as moléculas do meio onde ela se encontra (essencialmente
agua). Como o movimento € aleatdrio, a velocidade média da microesfera é nula e,
conseguintemente, a forgca de Stokes também é nula. Devido a essas colisdes, a
microesfera esta sujeita tanto a forga Optica restauradora quanto a forga aleatoria

devido a interagdo com o fluido, configurando um oscilador harmdnico browniano.

V=0

Figura 2-4:Microesfera presa na posigao de equilibrio no pogo de potencial gerado pela pinga optica.

A figura 2.5 mostra a situagdo quando movimentamos a laminula com

velocidade constante. O fluido na laminula também se movimenta com a mesma
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velocidade, o movimento do fluido através da microesfera da origem a uma forga de
atrito denominada de forga de Stokes. A for¢ca de Stokes faz com que a microesfera

atinja uma nova posigao? de equilibrio dentro do pogo de potencial. Nessa posicao, a
forca de Stokes é igual, em modulo, a forga éptica gerada pelo laser.

V0

Figura 2-5: Ao ligar o motor, a microesfera é empurrada pelo fluido e fica em equilibrio em uma nova
posi¢do no pogo de potencial gerado pela pinga. A microesfera azul, na nova posi¢ao de equilibrio e a
microesfera vermelha, na posi¢do de equilibrio original.

A forga de Stokes pode ser escrita como:
F =—yB. 2.7)
Onde y é o atrito viscoso e ¥ é a velocidade.

O atrito viscoso sobre uma microesfera em solugdo aquosa € dado pela
expressao aproximada [18],

a a a a 5 -1
y=omalt-2(0)+1(E) - = (@) -L0)] - eo

2 Cada velocidade de movimento do fluido, gera uma posi¢ao de equilibrio diferente.
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Onde «a é o raio das microesferas, h é a distdncia do centro da microesfera em
relagdo a laminula e n, é a viscosidade da agua, que depende da temperatura via

expressao empirica:
n, = 1073 [0,26 + 1,51exp (_z_f;)]’ (2.9)

onde t, € a temperatura em graus Celsius.

Na nova posicao de equilibrio, podemos escrever, em médulo, Fy;, ., = F;, ou
seja:
kAx, = yv. (2.10)
Reescrevendo a eq.2.10 temos:
v = bAx,,onde b = s : (2.11)

A calibracdo é feita medindo a nova posicao de equilibrio da microesfera no
poco para diferentes velocidades de movimento do fluido. Com esses dados, plotamos
um grafico da velocidade por posi¢do de equilibrio, conforme mostra a eq. 2.11,

podemos extrair o valor b a partir do grafico.

Para descobrir o valor de Ax,, foi feita uma filmagem de todo o experimento

utilizando o programa “StreamPix’, que faz a captura das imagens formando um video.

O procedimento é composto por duas etapas:

1) O video foi iniciado com a microesfera parada (ou melhor dizendo,
executando movimento Browniano, parado aqui se refere ao fato que a posicao
media dela dentro do po¢o ndo muda) dentro do poco de potencial da pinga,
afim de encontrar a posi¢cao do centro de massa da microesfera quando ela se
encontra como mostrada na figura 2.4.

2) Apos aproximadamente 5 segundos, o piezoelétrico movimenta a
laminula com uma velocidade constante e a microesfera atinge a nova posigéo
de equilibrio, como mostrada na figura 2.5. Utilizando o programa “Imaged”,
que fornece os valores do centro de massa da microesfera em funcdo do

tempo, é possivel determinar o valor de Ax,, para cada velocidade utilizada.

13



Com o auxilio das egs. 2.8 e 2.9, podemos calcular o valor de y, conhecendo o
valor do raio da microesfera a (que € fornecido pelo fabricante, no nosso caso o valor
€ 1,5 um), a altura h (que € encontrada movimentando o foco do microscopio) e a
temperatura (que é mantida fixa durante todo o experimento, no nosso caso € a
temperatura ambiente).

Conhecendo b e y, podemos determinar o valor de k. Em nossos experimentos,
a constante de forga era de 7,2 pN/um , para estiramentos para o lado direito e 6,0
pN/um, para estiramentos para o lado esquerdo. Com essa constante de forga,
obtemos nos experimentos com a molécula de DNA, forcas na ordem de até 5pN, que

como veremos no capitulo 3, esta dentro do chamado regime entrépico.
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Capitulo 3
3. ODNA

Nesse capitulo, apresentaremos alguns aspectos bioldgicos importantes sobre a
molécula de DNA. Além disso, faremos um pequeno resumo sobre a mecanica de
polimeros, com énfase em polimeros semiflexiveis e realizando a dedugéo
matematica do modelo Worm-Like-Chain (WLC) obtido por Marko e Siggia em 1995
[19]. Finalizamos esse capitulo descrevendo os modelos que descrevem a interagao
DNA-ligante.

3.1 Estrutura da Molécula de DNA

E surpreendente dizer que um artigo de apenas duas paginas tenha o poder de
transformar o mundo. Entretanto, na manha do dia 23 de abril de 1953 foi exatamente
isso que aconteceu. Escrito por J. D. Watson and F. H. C. Crick [20] e publicado pela
Nature, o artigo intitulado “A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid” foi um evento

decisivo, desencadeando um desenvolvimento expressivo na biologia molecular.

A importancia do papel desempenhado hoje pelos acidos nucleicos €
inquestionavel. O acido desoxirribonucleico (DNA) em cada célula comporta-se como
um “banco de dados” e a infformagédo nele armazenada permite que cada constituinte

celular seja sintetizado, montado e regulado.

Todas as macromoléculas dos acidos nucleicos sdo formadas pela cadeia

regular de mesmo argumento:

P 03 s 05 P

BASE

Figura 3-1: O mondmero de DNA.
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Onde o acgucar é uma ribose (RNA) ou uma desoxirribose (DNA). A ligacao
esterd entre o fosfato e o aglcar pode ser feita tanto com atomo C3’ ou com o atomo
C5 do acucar criando uma polarizagdo na cadeia polimérica, onde a unidade
monomérica € chamada de nucleotideo. A sequéncia de nucleotideos ¢é
convencionalmente escrita como um conjunto de bases indo da esquerda para a
direita, tal que cada ligagao fosfodiéster* é feita ligando o 3’ do aglcar na esquerda e

do 5’ do agucar da direita.

Q/ \B‘jjf Q/ \B‘jf

o 0
H H N\ H H
P
A X
C2' 0 0" C2'
- OH Fosfato . H
Ribose Desoxirribose

Figura 3-2: A molécula de fosfato e os agucares dos acidos nucléicos. Em destaque vermelho, o atomo
C5' e em destaque azul, o atomo C3".

3 Na quimica organica e bioquimica, um ésteré o produto formal da reagcdo de

um oxiacido (geralmente organico) com um alcool, fenol, heteroarenol ou enol, pela perda formal de

agua, formada pelo hidrogénio acido do primeiro com o grupo hidroxila do segundo [51].

4 Uma ligagdo fosfodiéster € um tipo de ligagdo covalente que é produzida entre dois
grupos hidroxila (-OH) de um grupo fosfato e duas hidroxilas de outras duas moléculas por meio de

uma dupla ligagao éster [52].
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Também deve ser apontado que, embora o grupo fosfato do nucleotideo possa
transportar duas cargas negativas, ha apenas uma unica carga negativa por
argumento (e, portanto, por base) no polimero. Isso implica que acidos nucleicos
possuem uma grande carga negativa espalhada pela cadeia polimérica cuja

importancia se reflete tanto na conformacado da molécula em um determinado meio
como na interagao com outras moléculas carregadas e ions.

As bases sao agrupadas em duas categorias devido a sua estrutura molecular,
Citosina (C) e Timina (T) s&o chamadas de pirimidinas porque todas elas derivam do
anel de seis membros da pirimidina. Guanina (G) e Adenina (A) sdo denominadas
purinas, pois possuem um segundo anel de 5 carbonos fundido ao anel de 6 carbonos.
Cada uma dessas quatro bases estdo ligadas a desoxirribose no DNA. No RNA
mensageiro e RNA ribossomo, a Timina é trocada pela Uracila e as bases estao
ligadas a ribose.

i g O'
Ny N 2 . CHj,
HN e N ¥
[ s | - |
~ e S o 0
HN N Ny N No hl N
Guanina Adenina Citosina Timina
Figura 3-3: As bases nitrogenadas puricas, Figura 3-4: As bases nitrogenadas
Guanina e Adenina. pirimidicas, Citosina e Timina.

A forma e a estrutura das bases permitem que elas formem ligacdo de
hidrogénio eficientemente entre uma purina e uma pirimidina. Cada base possui seu
respectivo ligante, duas ligacbes de hidrogénio sdo formadas entre A e T, enquanto
que trés ligagdes de hidrogénio sdo formadas entre C e G. Assim, o DNA possui 0
mesmo numero de (C e T) e de (G e A), de maneira que C+T=A+G.

As bases podem se parear dessa maneira apenas se as duas cadeias
polinucleotidicas que as contem forem antiparalelas uma em relagdo a outra, isto €,
se a polaridade de uma fita for orientada de forma oposta a outra. A conformacado em

dupla hélice sera abordada na se¢ao seguinte.
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Os varios acidos nucleicos podem interagir com diversas proteinas, farmacos,
substancias, etc. (Qque de uma maneira geral chamaremos apenas de ligante). Essas
interagdes envolvem a estrutura, a conformagao, a carga, a hidratagado e a dinamica
de toda ou parte do DNA. Nos eucariotos, o DNA é empacotado em estruturas

compactas, cromatina, organizadas em cromossomos cuja arquitetura tipica é visivel
durante a metafase.

3.2 Dupla hélice e polimorfismo no DNA.

Até a década de 1940, os bidlogos tinham uma certa dificuldade de
compreender como o DNA era capaz de armazenar e transmitir a informagao genética.
Toda a informagao conhecida era que o DNA era um longo polimero composto por
apenas 4 bases que se repetiam, e que essa repeticdo estava de alguma maneira
relacionada com a informagédo genética que ela carregava. Na transicdo das décadas
de 1940 e 1950, o DNA foi examinado com o uso da técnica de difragao de Raios-x
[21]. Os primeiros resultados sugeriam que o DNA era uma dupla fita polimérica
enroladas entre si em forma de uma dupla hélice. Com base nesses dados, Watson e
Crick formularam seu famoso modelo em 1953 [20].

A partir do modelo de Watson e Crick (figura 3.5), a semi-conservacao do DNA
pode ser finalmente explicada. Cada fita de DNA é composta de uma cadeia de
nucleotideos, a primeira fita possui uma certa polarizacdo (3’-5’) e uma certa
sequéncia de nucleotideos. A segunda fita € composta por uma cadeia de
nucleotideos complementar a primeira cadeia (A-T, C-G) e cuja polarizagao é oposta
a da primeira fita (5'-3’). As fitas sdo mantidas unidas através de ligacbes de
hidrogénio em suas bases (duas ligagdes de hidrogénio para o par A-T e trés ligacdes
para o par C-G). Dessa maneira, cada fita € uma imagem complementar da outra, o
que permite a duplicagdo de uma molécula em duas idénticas. Enzimas sao
responsaveis por desfazer a dupla hélice e abrir a dupla fita (como um ziper, rompendo
as ligagdes de hidrogénio entre as bases), enquanto outras sdo responsaveis por
montar, a partir das duas fitas (usando como molde), duas moléculas idénticas de

DNA (ja que cada base s6 aceita uma uUnica combinacgao).
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Figura 3-5: Desenho esquematico da molécula de DNA baseado no modelo de Watson e
Crick , mostrando: a estrutura em dupla hélice, o pareamento das bases nitrogenadas e

as ligagdes de hidrogénio [53].

A estrutura tridimensional do DNA em dupla hélice € decorrente das
caracteristicas quimicas e estruturais das cadeias polipeptidicas, com as bases
voltadas para dentro e o esqueleto de acgucar-fosfato na periferia. Além disso, a
conformagcdo da molécula depende das caracteristicas fisicas e quimicas do meio

onde ela esta inserida®, isso fica mais evidente nas chamadas formas candnicas® do

DNA: A, BeZ

5 Parametros como: temperatura, forga idnica do meio, nivel de hidratagdo, etc.
6 Na verdade, essas formas representam familias de configuragdes que apresentam caracteristicas em

comum conforme veremos nos préximos capitulos.
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Na figura 3.6, comparamos as trés estruturas tridimensionais do DNA em duas

perspectivas espaciais diferentes.

DNA-B DNA-A DNA-Z

Figura 3-6: As trés formas candnicas do DNA de dupla fita em duas perspectivas especiais. Lateral
e por cima, respectivamente. [54].

A forma B do DNA é a conformagao mais comum de ser encontrada no DNA in
vivo no meio fisioldgico. A forma A € menos hidratada e mais compacta do que a forma
B. Ao contrario das formas A e B, que possui o giro da hélice para a direita, a forma Z
possui a hélice com giro para esquerda. A forma Z, além de ser mais longa e fina do

que a forma B, possui estrutura em ziguezague.

Na tabela abaixo comparamos as caracteristicas dos principais paramentos de
cada forma. Ao contrario das formas A e B, a forma Z ndo possui fenda maior na dupla
hélice. A estrutura da fenda maior é trocada por uma superficie convexa. Além disso,
na forma Z, o tamanho da fenda menor é variavel, sendo dependente da sequéncia

(ou tamanho da sequéncia) de nucleotideos que ela contém.
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Propriedade B-DNA A-DNA Z-DNA

Giro da Hélice Direita Direita Esquerda

Pares de Base por volta 10 11 12

Comprimento da hélice 34 A 28 A 44,6 A

Distancia entre os pares de base 3,4 /'\ 2,6 A 3,7 A

Angulo de torgdo entre os pares de base 36° 32,7° =30°

Angulo de inclinagdo. = Q° =20° -7°
Comprimento da fenda maior 11,4A 2,4 A N&o possui*
Comprimento da fenda menor 6,0 A 11,0A N&o definido**

Tabela 3-1: Os principais parametros das trés formas candnicas do DNA de dupla fita. * A fenda maior
é trocada por uma superficie convexa. ** O tamanho da fenda menor depende da sequéncia de

nucleotideos [55].
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3.3 Breve resumo da mecanica de polimeros
semiflexiveis.

3.3.1 Flexibilidade

Estudos conformacionais do DNA e sua estrutura de dupla hélice mostram que
existe apenas um intervalo limitado de angulos na cadeia de nucleotideos [22]. Em
outras palavras, existe alguma rigidez na estrutura. Como ja mencionamos nas seg¢oes
anteriores, a cadeia possui uma carga liquida negativa devido ao grupo fosfato. Entéo,
se considerarmos a repulsdo Coulombiana, devido ao grupo fosfato, devemos
descrever o DNA como uma molécula rigida, pelo menos em pequenos pedagos da

molécula.

O DNA apresenta também polimorfismo entre as trés famiias A, Be Z e a
mudan¢a de uma conformagao para a outra exige uma certa plasticidade na molécula
[23]. Além disso, a molécula de DNA é compactada para dimensdes muito menores

que seu tamanho real, nos cromossomos por exemplo, o que é feito com o auxilio de
moléculas carregadas positivamente (histona, polyaminas, etc.) [24].

O termo flexibilidade abrange assim tanto os aspectos estaticos (curvatura)
quanto os aspectos dinamicos relacionados a existéncia da dupla hélice. O estudo da
flexibilidade deve comecar, portanto, com um olhar geral sobre a molécula de DNA,
gue envolvera o principio geral da mecanica de polimeros em um dado meio.
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3.3.2 Modelo Kratky-Porod (Curvatura continua)
Este modelo foi proposto por Kratky e Porod em 1949, ele é capaz de descrever
todos os estados entre os dois modelos extremos: cadeia perfeitamente flexivel com

rotagao livre (cadeia gaussiana) e da cadeia perfeitamente rigida em forma de vareta.

-Segmentos de tamanho a

- polimero

Figura 3-7: Modelo planar de Kratky-Porod, consistindo de N segmentos de tamanho a fazendo um
angulo 6; com o segmento adjacente. Neste exemplo, h é soma das projecbes dos N-1 segmentos
sobre o primeiro segmento e 7 é o vetor que liga as duas extremidades do polimero.

Considere N segmentos de tamanho a fazendo um pequeno angulo 6; com o

segmento anterior (veja a figura 3.7). h é definido como sendo a soma das proje¢des
dos N-1 segmentos sobre o primeiro segmento do polimero. Como o angulo 6; entre

os segmentos adjacentes € pequeno, temos que cos8; = cos6, ... = cosf, = cosf, de
modo que:
N
(h) = az x¥=a(l—x")/(1-x), (3.1)
k=0
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onde x = cosf e a média sobre h reflete o fato de o polimero executar movimento
browniano ,devido ao choque com as moléculas do meio aquoso.

O comprimento de persisténcia A € definido como o valor limite de h quando

n —» oo. Entdo temos:

A=a/(1—-x). (3.2)
Quando 6 — 0, a cadeia pode ser vista como aquela para o qual A permanece
finita, ou seja, na qual a —» 0, o que equivale a introduzir a curvatura continua. Uma

vez que B € pequeno, podemos expandir o cos 6 em série de potencias, desprezando

. 0> ~
os termos mais altos, de modo que cos 8 ~ 1 — € entao:

__2a

A= (3.3)
Note que o comprimento de persisténcia ndo depende do comprimento de
contorno L (L = Na) da molécula (como definido por Rocha: “O comprimento de
contorno é o comprimento do polimero propriamente dito, medido ao longo da cadeia
polimérica. Em outras palavras, é a distancia ponta-a-ponta do polimero quando este
encontrasse numa configuragdo retilinea” [25]). De fato, o comprimento de
persisténcia € uma propriedade intrinseca do polimero em um determinado meio, ele
nos fornece uma ideia indireta da rigidez do polimero, quando mais rigido for o
polimero, maior sera seu comprimento de persisténcia e menos dobras ele
apresentara. Logo, quanto menor o valor do comprimento de persisténcia, mais
flexivel € o polimero e mais dobras ele apresenta. Além disso, o comprimento de
persisténcia pode ser interpretado como uma medida do alcance de perturbagdes
locais na conformacado global da molécula, representando assim, uma espécie de

comprimento de correlagdo da cadeia polimérica.

Note que:

62\"
XN = (1 — 7) = exp (—NGZ/Z),para 0«1 (3.4)

L _Nab? No?
A 2a 2

Substituindo a eq. 3.6 na eq. 3.5 temos:
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xV = exp (—%) (3.6)

Substituindo a eq. 3.6 na eq. 3.1 temos:

(hy=A [1 — exp (— %)] (3.7)

Quando L — o,{(h) - A, como previsto na definicdo de A. Se por outro lado a
cadeia é muito pequena de modo que L<<A, obtemos (h) ~ L.Essa cadeia curta
comporta-se como uma vareta rigida de tamanho L. Com esse modelo, podemos levar
em conta, tanto a rigidez de cadeias pequenas (rigidez local) e a flexibilidade de
cadeias suficientemente longa.

Podemos obter a interpretacdo geométrica do comprimento de persisténcia
calculando (h?). Seja 7 o vetor que liga as duas extremidades do polimero (figura 3.7),

nds temos entdo (h?) = (#.7). Logo:

d(h?) = d(7.7) = 2(F.dr) = 2(h)dL (3.8)
Trocando (h) pela eq. 3.7, obtemos (h?) por integragdo:

L

(h?) = ZAJ [1 — exp (— %)] dL. (3.9)
O que resulta em: O
(h?) = ZA{L —A[l—exp <—%)]} (3.10)

Quando L — oo, a eq. 3.10 converge para:
(h?) = 2AL. (Limite flexivel) (3.11)

A quantidade 2A aparece para ser a ligagdo estatistica entre a cadeia
Gaussiana e o modelo de Kratky-Porod.

Quando L - 0, a eq. 3.10 converge para:
2:2_1(5)._.]z2..,.
(h?) =L [1 (3 () + L2 (Limite rigido) (3.12)
No limite rigido, a distancia quadratica entre as extremidades do polimero é o

préprio comprimento de contorno do polimero, ja que nesse regime o polimero se
comporta como uma vareta rigida.
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Em outras palavras, podemos associar o comprimento de persisténcia ao
comprimento de correlagdo da cadeia, ou seja, € uma medida do alcance de
perturbacdes locais na conformacao da molécula.

3.3.3 Calculo da Energia de Flexibilidade

Agora calcularemos a energia necessaria para produzir uma curvatura no
polimero. Vamos assumir inicialmente que a curvatura acontece no plano. Podemos
definir uma energia por unidade de comprimento da cadeia (dG/ds) requerida para

produzir uma curvatura d6/ds. Onde dG é uma mudanga elementar na energia livre.
Para pequenos valores da curvatura, podemos escrever:

dG dG do 1/d?G\ /do\>
— = 4= (—) (3.13)
ds dOf ds 2\ds?/\ds

Na auséncia de qualquer momento de flexdo permanente, dG/dO = 0, temos:

dG _g (d_g)z‘ (3.14)

ds 2 \ds
d?G

onde’ g = —.
g ds?

A energia total requerida para dobrar uma cadeia de comprimento L, € portanto:

L
do\’
AG = (g/2) j (g) ds. (3.15)
0

Assumindo que, para pequenos deslocamentos 6 = ks - k = df /ds seja uma
constante (dobra circular), entao:

L
AG = (g/2)k? f ds. (3.16)
0

Se 6, é o angulo entre as extremidades da cadeia (figura 3.7), entao:

6, = [ kds=kL. (317)

7 g é o coeficiente de rigidez flexural da cadeia, para o caso do DNA puro (sem nenhum ligante) ela
pode ser considerada constante.
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Logo, k = 6,/L, de modo que:

AG = g62/2L. (3.18)
L

g =2AG—. (3.19)
el

Ou seja, o coeficiente de dobra € entdo igual a duas vezes a energia requerida

para dobrar uma unidade de comprimento do polimero por um radiano.

A dobra na cadeia polimérica € um fendmeno relacionado a agitagao térmica,

e a probabilidade de curvatura caracterizada por uma energia AG é dada pelo fator de

Boltzmann [exp(—AG/ K, T)]8. Com base nisso vamos calcular o valor esperado de 67,

0

(02) = [ exp(—AG /K, T) 02d6, /[ exp(—AG /K, T)d6,.  (3.20)

Usando a eq. 3.18 na eq. 3.19 temos:
s [
(6F) = j exp(—g6?/2Lk,T) 02 d6, / j exp(—g6?/2Lk,T)de,, (3.21)
0 0

(02)=LK,T/g. (3.22)

Toda essa deducdo foi realizada com a condigcdo da curvatura no plano
perpendicular a cadeia (figura 3.7). Entretanto, obteriamos o mesmo resultado para

um eixo perpendicular tanto ao plano e a cadeia. Uma vez que os dois modos de
deformacgao séo independentes, temos que:

(62) =2LK,T/g . (3.23)

A distancia ponta-a-ponta media sobre a projecao do primeiro segmento é:

(h) = f0L<COS 6) ds. (3.24)
Como:
2
(cos @) =1— <925 ) + (3.25)

A eq. 3.23 é mais precisa para segmentos s < L, temos ent&o:

8 onde K, € a constante de Boltzmann.
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_ 1 _KeTs __KTs
(cosb,) =1 . exp( g).

Substituindo a eq. 3.26 na eq. 2.24 e integrando temos:

= ()1 (-]

Comparando a eq. 3.27 com a eq. 3.7 temos:

A=

(3.26)

(3.27)

(3.28)

Note que o comprimento de persisténcia varia com 1/T, para um coeficiente de

curvatura constante. Substituindo o valor de g dado pela eq. 3.19, obtemos:

2
AG = % (Landau-Lifschitz).

(3.29)

Esse modelo para cadeia com curvatura continua é extremamente util somente

se for possivel medir as duas grandezas da cadeia: A (comprimento de persisténcia)

e L (comprimento de contorno). Na proxima segdo, analisaremos o modelo que

permite extrair esses dois paramentos através da técnica de pinga éptica.
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3.3.4 Modelo Worm-Like-Chain (WLC)

O modelo Worm-Like-Chain (WLC) descreve de maneira bastante satisfatoria
o comportamento elastico de polimeros semiflexiveis produzidos por uma forca
externa, desde que a magnitude da forga seja suficiente apenas para mudar a
conformagado do DNA, ou seja sua entropia. Tal regime de forcas € denominado

regime entrépico. Para polimeros, tipo o DNA, esse regime é respeitado para forgas
de até 5 pN.

Vamos comecar tratando o problema nas duas situacdes limites: estiramentos
proximo da conformagao de equilibrio (pequenos estiramentos) e para estiramentos
longe da conformagédo de equilibrio (estiramentos longos). Em seguida, vamos
apresentar a equacao de Marko e Siggia [19], que € uma interpolagdo dos dois casos

anteriores e descreve satisfatoriamente estiramentos arbitrarios

Estiramentos préoximos da conformagao

No limite de pequenos estiramentos, a forca pode ser aproximada pela lei de
Hooke,

F = —kz, (3.30)

onde z € o estiramento do polimero.

Podemos escrever z como a distancia quadratica média entre as extremidades

do polimero.

z = J(h?), (3.31)

mas, como vimos na sec¢ao anterior, no limite flexivel (L>>A), podemos usar a eq.

3.11, para rescrever a eq. 3.31 como:

z =+\2AL. (3.32)
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Como temos 3 graus de liberdade no sistema, usando o principio da
equiparticdo da energia teremos que:

L kz? 5 K, T
—KZ” =— ) 3.33
2 2" (539
Assim, usando as egs. 3.33 e a eq. 3.32 na eq. 3.30, podemos encontrar a constante
de mola k,
3Ky, T
k == (3.34)
2AL

Trivialmente concluimos que a for¢a nesse regime é:

— KT, (3.35)
2AL

Estiramento Longe da conformacgao de equilibrio.

Nesse regime, o polimero se encontra numa conformagao esticada. A energia
aproximada nessa configuragdo, pode ser escrita como a energia de Kratky Porod

menos o trabalho realizado pela forga externa para manter essa configuragao, ou seja:

2
Ewic = (g/2) fOL (ﬁ) ds — Fz. (3.36)

das
A forga F aqui € um vinculo, ou seja, um multiplicador de Lagrange para manter

Z constante.
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Para calcularmos o trabalho da forga externa, iremos parametrizar a curva que
representa a conformagdo do DNA, conforme a figura abaixo.

Figura 3-8: Variagcdo do wetor posicdo e do wetor tangente unitario ao longo de uma curva
arbitraria.

Na figura n, 7(s) é o vetor posigdo que localiza um ponto na curva. O vetor
dF(s)

unitario £(s) é o vetor tangente em cada ponto, de modo que f(s) = s

No regime de estiramento longo, z ~ L, de forma que o vetor £ & praticamente
paralelo a curva 7(s), que descreve a conformagdo do polimero. E trivial ver que a

componente t, se torna muito maior que ¢, e t,, de modo que:

t=t,0+t,)+t,k (3.37)
e
2
1 =16l + e[+l =leP+10 P =1 gag
onde
2 _ | |2 2
[t |17 = |t,l +|ty| : (3.39)
Entao:

It,1?=/1—=1]t |?elt||* « 1, Fazendo a aproximagdo em primeira ordem:
z 1 1

2
6,12~ 112k (3.40)
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. a6\ 2 a¢|? L
Com base na parametrizagdo, podemos trocar (E) por |£| € escrever z = fo lt,|ds.
Fazendo essas substituicbes na eq. 3.36, temos:

ot | e,
Eyic =(9/2) fOL |£| ds — FfOL (1 - %) ds =

_1 L afz F 2
_;KBTIO [A|£| +KB_T|tJ—| ]dS—FL. (3.41)

Onde fizemos a aproximagéo dt/ds = 0t /ds uma vez que t, é praticamente

constante ao longo do polimero.

Utilizando a transformada de Fourier para fazer a decomposigédo da energia em

modos normais, temos:

t1(q) = [ dsexp(igs)t (s), (3.42)
0 que resulta em:

d —_
Ewic = %KBTfﬁ[qu + 1;7] t] (@ I>-FL. (3.43)

Com o auxiio da eq.3.43, podemos calcular (|t]|?). Esse célculo foi feito

usando a fungao de particido do sistema, podendo ser encontrada na referencia [25].

— KgT
(It71%) = /; (3.44)

Utilizando a aproximagédo z/L = |t,| ~ 1 — |t |*/2, teremos:

~1—2> [%eT (3.45)
2 FA

~IN

Isolando F na eq. 3.45, obtemos a expressao para a forga no regime de longos

estiremos, temos:

p:l@[ ! ] (3.46)

Estiramentos Arbitrarios.

Podemos observar analisando a eq. 3.46, que se a expandirmos em primeira

ordem, ela ndo nos retorna a eq. 3.35. Ou seja, 0 caso de pequenos estiramentos ndo
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pode ser considerado como um caso particular do caso de longos estiramentos. De
fato, se expandirmos a eq. 3.46, teremos:

KgT (1 +Z ) (3.46-b)

F! —
A \4 2L

IR

que é diferente da eq. 3.35.

Para solucionar esse problema, Marko e Siggia, utilizando uma interpolagéo,
acrescentaram dois termos no intuito de corrigir a equagao para grandes estiramentos.
Esses dois termos sao despreziveis no regime de grande estiramento, mas fornecem
a expressao correta para pequenos estiramentos quando a equagéo corrigida é
expandida em primeira ordem. A correcao foi feita adicionando o termo (z/L —1/4)

dentro do colchete da eq. 3.46.

Com essa alteragdo, obtemos a expressdo de Marko e Siggia para a forga
entropica da molécula de DNA em fungdo do estiramento [19], que apesar de ser
valida para estiramentos arbitrarios, ainda apresenta algumas limitagdes por se tratar
de uma aproximagao.

F=KT|z 12 > — 2| (Equagao de Marko e Siggia). (3.47)
ALl a(a-E) 4

Note, que a eq.3.47 diverge para z =L, portanto 0 modelo é valido até
aproximadamente 0,9L. Além disso, vale a pena ressaltar novamente que, as forgas

externas utilizadas no estiramento, ndo podem ser capazes de deformar as ligagdes

quimicas entre os nucleotideos, ou seja, a equagdo de Marko e Siggia é valida

somente no regime entrépico.

A Fig. 2.6 compara a previsdo tedrica da Eq. 3.47 com um resultado
experimental para a molécula de DNA. Observe que a Eq. 3.47 descreve bem o

experimento no regime entrépico.
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Figura 3-9: Forgca x extensdo para uma molécula de DNA no regime
entropico. Circulos: experimento; Linha sdlida: previsdo da Eq.3.47 [25].

3.4 Interagao DNA-ligantes

Nessa secgdo, sera discutido os modelos mais utilizados para descrever a
bioquimica basica da interacao ligante-DNA. Comecgaremos apresentando o modelo
de Scatchard, que € o modelo mais basico que descreve a interagcdo entre dois
compostos. Em seguida serao apresentados o modelo de Hill, que fornece alguns
parametros quimicos importantes, como por exemplo: a constante de ligagdo e o
coeficiente de Hill. Por fim sera apresentado o modelo de McGhee-Von Hippel que

trata o problema de ligantes que ocupam mais de um sitio de ligagédo no DNA (modelo
da exclusdo de vizinhos).

3.4.1 Associagao simples entre duas moléculas- o Modelo de
Scatchard

As moléculas A e B se associam para formar um complexo C, conforme a
reacao:

A+B 2¢C
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Dessa associagao, vamos relacionar uma constante denominada constante
intrinseca de associagéo (K;) dada por:

[c]
[al[B]’

onde [x], indica a concentragdo da substancia x. Quimicamente, K; fornece uma ideia
de até que ponto uma reagdo prossegue no sentido do produto que se deseja obter.
Se as concentragdes forem dadas em Mol (M), a unidade de K; é M~

Ki:

(3.48)

Podemos definir também K, (constante intrinseca de dissociagdo)como sendo:

[a][B]
[c]

Podemos aplicar esse modelo para estudar a interacdo DNA-ligante realizando
algumas modificagdes. Considere que:

K; = =K (3.49)

o [A] = G, concentragao de ligantes livres em solugéo.
e [B] =(,, —C,, concentragdo de sttios livres da molécula de DNA. Onde C,,;, é
a concentragdo de pares de base do DNA e C, é a concentracdo de sitios

ligados.
° [C] = Cb'

Fazendo essas alteragbes na eq.2, temos:

_ G (3.50)

K; = .
boocp(Cop—Cp)

Definimos a razdo entre a concentragdo dos sitios ligados pela concentragao
de pares de base (uma constante que depende apenas do tipo de DNA utilizado) como
sendo:

Cbp

Quando substituimos a eq. 3.51 na e€q.3.50 e isolamos r, obtemos a equacéao
de Scatchard:

_ _Ki¢r
r= 1+Kl'Cf ’ (352)
que relaciona a fracdo de sitios ligados com a concentragdo de ligantes livres em
solugdo. Essa equagao também é conhecida como isoterma de ligagdo de Scatchard
ou isoterma de ligacdo Langmuir. O termo “isoterma de ligacdo” € devido ao fato que
a equacao descrever experimentos que devem ser realizados a temperatura
constante, uma vez que grandezas quimicas como K; apresentam variagdo com a

temperatura.
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Na figura 3.10 apresentamos o grafico da fragdo de sitios ligados r em fungao
da concentragao de ligantes livres em solugao.

I i~

e B

>
C; M)

Figura 3-10: Grafico da raz&o de sitios ligados, r, em fungdo da concentragdo de ligantes livres
em solugédo, C;. O valor de r esta compreendido entre 0 < r < 1[33].

Embora seja 0 modelo mais simples para descrever a interagao entre ligantes
e o0 DNA, o modelo de Michaelis -Menten apresenta limitagdes importantes, como por

exemplo:

e Cadaligante s6 pode ocupar um par de base na molécula.

e A ligacdo do primeiro ligante ndo altera a afinidade com a qual os demais
ligantes irdo se ligar ao DNA, fazendo com que K; seja, realmente, constante
durante todo o processo de ligagao.

e Aligacao do ligante em um sitio ndo obstrui a ligagado nos sitios vizinhos.

Como veremos na préxima secao, alguns ligantes ao interagir com o DNA alteram
a afinidade com a qual os ligantes sucessivos irdo interagir com o DNA, esse efeito é

chamado de cooperatividade e proposto por Hill em 1910.
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3.4.2 Cooperatividade e o modelo de Hill

Algumas moléculas apresentam uma propriedade chamada cooperatividade,
isso significa que elas alteram a afinidade com a qual elas interagem com outras
substancias (moléculas, proteinas, enzimas, etc.) a medida com a qual a interagéo vai
ocorrendo. De um ponto de vista quimico, isso significa que o K; da reagéo vai se
modificando a medida que mais moléculas vao interagindo. Essa modificagao pode
ocorrer tanto no sentido de aumentar o valor de K;, o que significa que uma molécula
que interage facilita a interagdo para as outras ou a modificagdo pode ocorrer no
sentido de diminuir K;, ou seja, uma molécula que interagem dificulta a interagédo das
outras moléculas. Dizemos que no primeiro caso ocorre uma cooperatividade positiva

e 0 segundo caso ocorre uma cooperatividade negativa.

Fica evidente que K; ndo consegue mais descrever a reagdo quando ocorre
cooperatividade. Esse problema foi abordado por A.V. Hill em 1910 para explicar a
isoterma observada experimentalmente na interacdo entre a hemoglobina e o
oxigénio. Cada molécula de hemoglobina (Hb) possui quatro sitios de ligagao,
comportando, portanto, até (0,) quatro moléculas de oxigénio na saturagdo. A reagao

quimica global é dada por:
Hb+n0, S Hb(O,),,

onde Hb(0,), representa o composto final com (hemoglobina + n moléculas de

oxigénio ligadas). O numero n, de acordo com Hill, seria 0 numero maximo de

moléculas de oxigénio que podem ligar-se a hemoglobina, ou seja, quatro nesse caso.

Hill definiu uma nova constante K, (constante de ligagéo aparente), como sendo
a razdo entre a concentragdo do composto resultante [Hb(0,),] pelo produto das

concentragdes dos solutos, com a concentragdo das moléculas de oxigénio elevada

ao numero de sitios de ligagao n.

_ [Hb(05)y]

~ [Hbll0,]" (3.53)

A

Suponha que cada molécula de oxigénio se liga sequencialmente a

hemoglobina e que a primeira molécula se ligue com uma constante intrinseca K, a
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segunda com K,, etc. E facil ver que teremos entéo K, = K,.K, ... K, . Se as constantes

intrinsecas s&o todas iguais (K, = K, = ---K,, = K;, entéo teremos:
K, =K;". (3.54)
Note que podemos escrever a eq. 3.53 da seguinte forma:

[HbO,]
= 3.55
Ka [0,1n([Hb]-[HDO,]) (3.95)

onde ([Hb]— [HbO,]) representa o nimero de sitios livres na hemoglobina onde o

oxigénio pode se ligar.

Podemos ainda definir a fragao de sitios ligados como sendo:

_ [Hb0,] (3.56)
[Hb]

Substituindo a eq. 3.56 na eq.3.55 e isolando r temos:

_ kalo 1™ ki"Mo,I" (3.57)
T 1tkglo It T 14k 0,1n

onde, definimos o parametro n como sendo o coeficiente de Hill.
O parametro de Hill possui duas interpretagoes:

1. Representa o numero de moléculas que se ligam cooperando evetivamente
em sitios vizinhos.

2. Representa o parametro de cooperatividade, de forma que:
i. n>1- K;Aumenta com o aumento de n.- Cooperatividade

positiva.

ii. n<1- K; Diminui com o aumento de n. -Cooperatividade
negativa

iii. n=1 - K; Ndo ocorre cooperatividade entre os ligantes. -N&o

cooperativa.

A figura 3.11, mostra o comportamento da eq. 3.57 para varios valores de n,
fixando K; = 10*M™1.
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Figura 3-11: Comportamento grafico da Eq. 3.57 para alguns valores
de n, fixando K; = 10*M~1 [25].
Note que para o caso n=1 temos a isoterma de Scatchard, ou seja, o modelo
de Michaelis -Menten € um caso particular do modelo de Hill. Além disso, observe que
quando maior o valor de n for, em menores concentragdoes de ligante o sistema satura

0 que corrobora com a interpretacao de cooperatividade feita para n no paragrafo

acima.

Para reescrever a eq. 3.57 em temos da interacdo DNA-ligante, basta fazer a

substituigdo [0,] - [C;], onde como antes,

[C/] = concentragdo de ligantes livres. Assim temos:

kA[Cf]n _ kin[cf]n (3.58)
- 1+kA[cf]n B 1+ki"[Cf]n'

3.4.3 O modelo de exclusaode vizinhos (McGhee e von Hippel)

Eventualmente, ao se ligar em um sitio de ligacdo, o ligante acaba
inviabilizando os sitios vizinhos para que outras moléculas se liguem. Essa inibigao
pode ocorrer tanto pelo fato de que a molécula necessite de mais de um sitio para

ligar-se ao DNA ou pelo fato de que, devido as suas dimensdes espaciais, ao ocupar
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um sitio, ela ocupa (total ou parcialmente) o volume dos sitios vizinhos. Por exemplo,

ao intercalar em um par de base, o ligante poderia “achatar” os pares de bases

vizinhos o0 que impediria a ligagao de outros ligantes nesses sitios.

Para tratarem esse problema, McGhee e von Hippel propuseram, em 1974, um

modelo que leva em conta a exclusdo dos sitios ligaveis, que pode ocorrer na ligagao

de alguns ligantes. Para chegarem a sua conhecida expressao, eles adotaram o

seguinte procedimento:

A molécula de DNA livre de ligantes é considerada uma rede unidimensional
com muitos sitios ligaveis (pares de base). Em geral, podemos considerar esta
rede muito extensa, e numa primeira aproximacao, desprezar os efeitos de
borda.

Considere que a constante quimica intrinseca K;, € independente do numero
prévio de moléculas ligadas, ou seja, ndo ha cooperatividade.

Em uma lacuna (gap) da rede com g sitios livres, localizada entre duas
moléculas ligadas (ver figura 3.12), o numero de sitios ligaveis (s) nessa lacuna
(ou seja, o numero de configuragdes possiveis de ligar a molécula de ligante

nessa lacuna) é:

5:{9_N+1’92N, (3.50)
0,9 <N

onde N é o numero de exclusao, ou seja, o numero de sitios ocupados por

uma molécula de ligante ao ligar-se a rede.

O processo de interagao pode ser sumarizado pela reacao quimica:

C+55C,
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onde C; € o nimero de moléculas de ligante livres na solugéo, S € o nimero
médio total de sitios livres da molécula de DNA e C, € o numero de molécula

de ligantes ligadas.

e Sitio ocupado
e Sitio livre

Moléculade ligante

Ty
N, ——— .8

Figura 3-12: Uma lacuna (gap) com g=5 sitios ligaweis situado entre duas moleculas ligadas. Nesse
exemplo, temos N=3, o que da s=3.

= -  Opc¢ao de ligacdo 1l
- Opcaode ligacdo2
- Opcao de ligacdo 3

Na figura 3.12, temos a situagéo onde g =5 e N = 3, teremos nesse caso s =
3. A figura também mostra, as 3 possiveis posi¢des de ligagdo da molécula de ligante
(cada barrinha colorida indica uma opgéao), note que a escolha de uma posig¢ao exclui

as outras duas.
No equilibrio quimico, podemos escrever:

Y

(= oF (3.60)

O numero médio de moléculas de ligante livres em uma lacuna pode ser escrito

como:

Imax

5= z(g—N+1)Pg, (3.61)
g=N

onde F, é a probabilidade de uma lacuna particular possui exatamente gsitios, e g,,,,

€ o valor maximo de g, correspondente a uma lacuna do tamanho da prépria rede (ou

seja, muito extensa).
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Note que devido a geometria unidimensional da rede, quando tivermos C,

moléculas ligadas, teremos C, + 1 lacunas. Assim podemos escrever:
onde S é o numero médio total de sitios livres e S € o nUmero médio de sitios ligaveis.
Assim usando as equagdes 3.61 e 3.62 na eq. 3.60, podemos escrever:

5 =SK;, = K/(C,+ DX n(g—N+ 1P, (3.63)

onde fizemos a aproximacdo g,,,, — % por considerar a molécula de DNA muito

extensa.

Nosso proximo objetivo, € encontrar uma expressao para a probabilidade Rg.

Para isso, adotaremos a notacéo:
e fé um sitio livre darede.
e b,,b,,..,b, sdo o primeiro, segundo ... e ultimo sitio ligado por uma unica
molécula. A figura 3.13 mostra o esquema para N = 3. Observe que chamamos

de b, € a extremidade esquerda da molécula, enquanto b, € a extremidade

direita dessa molécula.

mefpm Sitio ocupado
sl Sitio livre

2
# - Molécula de ligante

Figura 3-13: Notagdo usada para calcular a probabilidade F,.fé um sitio livre (ligavel) da rede e b; séo
os sitios ligados.

Usando esta notacao, definimos as probabilidades condicionais:

e P{f|f} é a probabilidade de encontrar um sitio livre qualquer, se o sitio
imediatamente anterior a este for também livre.
e P{f|b,} é a probabilidade de encontrar um sitio qualquer ligado, se o sitio

imediatamente anterior a este for livre.
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Note que devemos ter P{b,|b,} = P{b,|bs} = P{b,_,|b,} = 1, para uma molécula

com numero de exclusdo N.

Além disso, devemos ter P{f|b,} = P{f|bs} = P{f|b,} = 0, pois um sitio livre s6
pode ser vizinho (a esquerda) de outro sitio livre ou do primeiro sitio ligado (b,) de

uma molécula ligada. Assim, entdo temos:
F, = P{b,|f} x [P{fIf3197 x P{f|b,}. (3.64)

O numero de sitios ligados da rede é C, N, e a fragdo de sitios ligados por numero
total de sitios da rede (niumero de pares de base no caso do DNA) é:
C,N

—— =T7N, (3.65)

Cop

onde r = C,/C,, € o nimero de pares de base (sitios da rede).

Dessa forma, a frag&do de sitios livres na rede é 1 — Nr. Assim, a probabilidade
de escolher um sitio livre aleatoriamente na rede é 1 — Nr. O sitio anterior, pode estar
livre (com probabilidade 1 — Nr) ou ocupado (com probabilidade Nr/N = r). Temos

entao:

1—Nr = (1—Nr)P{f|f}+rP{b,|f}. (3.66)

Como nao existe qualquer preferéncia para um sitio estar ligado ou ocupado,
temos que P{f|f} = {b,|f}, assim temos:

1—Nr
PUIfY =0} = == oy (367)
e
P{f|b;} = {b,|bs} = 1—P{flf}=ﬁ. (3.68)
Substituindo a eq. 3.68 e a eq. 3.67 na eq. 3.64, temos:
[ 1-nr 79 r
Fg= [1—(N—1)r] [1—(N—1)r] (3.69)
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Finalmente, substituindo a eq. 3.69 na eq. 3.61 e resolvendo o somatério,
obtemos:

5= (1 _rNr) [1 —1(1_vlir1)r]N_1' (3.70)

Usando a eq. 6.33 podemos obter a famosa expressdo de McGhee e von

Hippel. Como a rede € muito extensa, € razoavel fazer a aproximagdo C, +1 ~ C, na

eq. 6.33 e assim obtemos:

1-Nr V1
] (3.71)

Tr
¢ =K =N7) [1 —(N-Dr

Cr
(isoterma de McGhee e von Hippel)

A figura 3.14 mostra o comportamento da eq. 3.7, para K; = 10°M~* e N = 3.

110’
8 10°

6 10°

riC, (M)

0 0,05 01 0,15 0.2 0,25 03 0.35

r

Figura 3-14: Isoterma de McGhee e von Hippel para K; = 10°M~! e N = 3 [25].
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A grande vantagem desse modelo é o de fornecer resultados mais precisos,
quando usado para ajustar resultados experimentais, de ligantes que ao ocupar um
sitio de ligagdo, exclui os sitios vizinhos. Porém, ele apresenta uma grande
desvantagem que é o fato de ndo ser possivel isolar o parametro r na isoterma de

ligacéo (eq. 3.71), o que, na pratica, dificulta o ajuste de dados experimentais.

Note que quando fazemos N =1, na eq. 3.71, obtemos a isoterma de
Scatchard (eq. 3.52). Logo o modelo de Scatchard € um caso particular do modelo de

exclusdo de vizinhos, quando a molécula do ligante, ao ligar em um sitio de ligagao,
nao perturba os sitios vizinhos.
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Capitulo 4

4.Uso da Pinca Optica e da Videomicroscopia na
Caracterizacao da Interacdo DNA-Cafeina

Neste capitulo faremos uma descrigdo sobre o ligante utilizado, apresentaremos
os detalhes da preparacao das amostras e discutiremos os métodos empregados para
estudar as propriedades mecéanicas da molécula de DNA. Comegcaremos com uma
revisdo da literatura sobre a cafeina, focando na area de interesse deste trabalho, ou
seja, a interagc&o entre a cafeina e o DNA.

4.1 Cafeina

A cafeina é classificada como um alcaloide do grupo das xantinas encontrada
em mais de 60 tipos de plantas, onde atua como uma espécie pesticida natural [26].

o)

CH;
H,C /

R N

_ /

N

CHg

Figura 4-1: A molécula de cafeina.
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As fontes alimentares mais comuns de cafeina sdo: café, chas, chocolate e
derivados de cola, a tabela 4.1 mostra a quantidade de cafeina presente nesses
alimentos. Além disso, muitos medicamentos possuem cafeina na sua composi¢ao.
Por estar tdo incorporada a dieta moderna, a cafeina é considerada uma das drogas

mais consumidas em todo mundo [1].

Mimarto | Quantidade | Tuorde Cafeina

Café tradicional 200 ml 80-100 mg
Café soldvel 200 ml 70 mg
Café expresso 30 ml 40-80mg
Café descafeinado 150 ml 2-4mg
Bebida Ice Tea 1 lata 45 mg

Cha preto 200 ml 20-60mg
Cha verde 200 ml 25-45mg
Cha mate 200 ml 20-30mg
Bebidas energéticas 250 ml 100 mg
Refrigerantes de cola 1 lata 35 mg
Refrigerantes de guarana 1 lata 2-4mg
Chocolate ao leite 40¢g 10 mg
Chocolate amargo 40g 30 mg
Achocolatados 250 ml 4-5mg

Tabela 4-1: Quantidade de cafeina encontrada em fontes alimentares [56].

Clinicamente, a cafeina € um poderoso estimulante do sistema nervoso central
[26], sendo indicada para tratar apneia em recém-nascidos [3], usada como
estimulante para o tratamento de cefaleia [4] e para o tratamento de depresséao
respiratéria em adultos [26]. Além disso, existe uma extensa literatura sobre os
possiveis efeitos anticancerigenos da cafeina [26], [5], [27], além de sua agado na

inibicdo e tratamento do mal de Alzheimer [6]-[8].
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O principal mecanismo de agao biologica da cafeina ocorre no sistema nervoso
autbnomo por meio da inibicdo dos receptores de adenosina [2]. A adenosina € um
neurotransmissor que age no controle da frequéncia cardiaca, da pressao sanguinea
e temperatura corporal. Quando a adenosina se anexa a uma célula nervosa (receptor
neural), ela faz com que esses receptores diminuam sua atividade neural, causando
a sensacao de cansago ou sono. Quando a cafeina é ingerida, ela é rapidamente
absorvida pelo sangue e enviada ao cérebro, aonde anexa-se aos receptores
bloqueando assim a acao da adenosina. Uma vez que a cafeina inibe os receptores
de adenosina, ela bloqueia o efeito desse neurotransmissor, ou seja, faz com que
continue ocorrendo a estimulacdo neural deixando o individuo mais disposto e alerta,
evitando a fadiga e causando uma sensagao de revigoramento. A figura abaixo mostra

o funcionamento da cafeina no cérebro [28].

w 0 —

ADENOSINA RECEPTOR CAFEINA TRANSMISSAO

Figura 4-2: Esquema do efeito de inibigdo dos receptores de adenosina pela cafeina. Note que os neuro
transmissores sao interrompidos quando encontram um receptor ligado a adenosina. A cafeina blinda
a ligagao receptor-adenosina e portanto, mantem as neuro transmissoes.

A cafeina possui ainda outros efeitos interessantes como por exemplo: bloqueio
da enzima fosfodiesterase [29] (responsavel pela quebra do mensageiro cAMP,
fazendo com que os sinais excitatorios da adrenalina durem por mais tempo), efeito

termogénico [30], entre outros. Porém, neste trabalho, estamos interessados na
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capacidade da cafeina de formar hétero-complexos com outras moléculas, com
destaque para os acidos nucleicos [11]. Por isso, apresentaremos na préxima secgao

uma revisao sobre esse tema.

4.1.1 Hétero-complexos de Cafeina.

A cafeina tem a capacidade de interagir com ela mesma e com diferentes
compostos aromaticos via agregacao [10]. Ela pode formar hétero-complexos com
corantes, tais como o laranja de acridina [9], brometo de etidio [31], DAPI[9], azul de
metileno [32], com drogas anticancer como: doxorrubicina [33], mitoxantrona [34],

daunomicina [35], assim como com nucleotideos, polinucleotideos [36] e com acidos
nucleicos [11].

Essa capacidade de interagir com tantos compostos chamou a atencdo da
comunidade cientifica que comecgou a investigar o efeito da cafeina sobre a agao dos
compostos citados no paragrafo anterior. Os primeiros resultados sugeriam que a
hétero-associagao da cafeina com os ligantes aromaticos poderia diminuir a atividade
farmacolégica (ou toxidade, dependendo da classificagdo) desses ligantes, que
geralmente esta relacionada com sua capacidade de interagdo com o DNA [36].
Porém, é conhecido na literatura que em altas concentragcdes (> 10mM) a cafeina tem
a capacidade de aumentar a morte celular, potencializando o efeito de agentes
danificadores do DNA como a Cisplatina [37], Ciclofosfamida [38] e Hydroxycarbamida
[39].

Com base nesses dados, Jan Kapuscinski, levanta a seguinte questao: “por
gue a cafeina potencializa os efeitos toxicos e farmacolégicos de um grupo de ligantes
do DNA, enquanto tem um efeito oposto com o outro grupo? “ [9]. Em seu artigo
“Thermodynamical model of mixed aggregation of intercalotors with caffeine in
aqueous solution”, ele sugere que o motivo dessa multipla agcao da cafeina esteja
relacionado com ainteracdo quimica da cafeina com os compostos do primeiro grupo.
De fato, podemos observar que os compostos do primeiro grupo correspondem aos
intercalantes (ligantes que se “empilham” de forma ndo covalente entre os pares de
base adjacentes do DNA. Mostraremos os detalhes dessa ligagdo no capitulo 5).
Intercalantes possuem anéis aromaticos. J. Kapuscinski e colaboradores mostraram

em [40] que a cafeina tem a capacidade de formar complexos ndo covalente com os
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intercalantes devido a formacdo de hétero-agregados. A formagdo do complexo
cafeina-intercalante em solugdo aquosa diminui a concentragao de intercalante livre,
reduzindo assim, sua capacidade efetiva de ligar-se ao DNA.

Muitos autores na literatura [9], [10], [31]-[33], [36], relatam a redug¢do (ou de-
intercalacdo) da ligacdo entre os intercalantes e o DNA na presengca de cafeina.
Porém, ndo existe um consenso sobre o mecanismo como essa de-intercalagao
ocorreria. Embora a de-intercalagdo sempre esteja acompanhada de um aumento na
concentragdo do complexo cafeina-intercalante, faltam mais evidencias para

demostrar que o modelo proposto por Kapuscinski seja o predominante.

Uma competicido pelos sitios de intercalacdo do DNA poderia resultar na
reducéo da intercalagdo do ligante quando posto em contato com a cafeina. Porém,
na colecédo de artigos apresentado por Fritzsche H., Lang H e colaboradores ([11],
[35], [40]) essa possibilidade é descartada devido a fraca afinidade de intercalagéao
entre a cafeina e o DNA. Para efeito de comparacgao, a constante de equilibrio K para
o complexo cafeina-DNA foi estimada como sendo na ordem de 10 M~ [11], enquanto

que para intercalantes tipicos, temos K na ordem de 10> M~1[41].

Usando a técnica de RMN, Lang H e colaboradores [35], mostraram que existe
dois mecanismos de interagao entre a cafeina e o DNA. Em baixas concentragdes de
cafeina, os resultados obtidos por estes autores sugerem que ocorre uma insergao
das moléculas de cafeina no DNA, que atua no sentido de estabilizar o mesmo
(intercalagdo). Em altas concentragbes de cafeina, ocorre um processo de ligagao que
desestabiliza o DNA via uma interagao indireta da cafeina com o eixo externo da dupla
hélice do DNA. Como mencionamos no paragrafo anterior, a inser¢gao da cafeina no
DNA ocorre de forma muito fraca ( K = 10 M~1), de modo que o segundo mecanismo

se torna predominante em altas concentracgoes.

Fritzsche H. e colaboradores investigaram em [11] a ligac&do da cafeina ao DNA
em solugdes altamente concentradas de cafeina e em filmes de DNA. Usando a
espectroscopia RMN eles conseguiram determinar a ligacao especifica da cafeina ao
DNA. A interagdo leva a um arranjo das moléculas de cafeina (especificamente
dimeros) ao lado externo da dupla hélice com uma orientagdo paralela aos pares de

base (o0 anel da cafeina fica perpendicular ao eixo da dupla hélice). Usando a técnica
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de dicroismo linear em filmes de DNA com e sem cafeina, eles perceberam que
durante o ciclo de desidratagao-reidratacdo do filme, ocorre uma perturbagcdo da
camada hidrostatica do DNA devido a presengca da cafeina. Essa perturbacdo €
causada pelo deslocamento das moléculas de agua entre as bases do DNA e os
dimeros de cafeina, causando uma modificagao conformacional do DNA que muda da
forma B para a forma A. Além disso, os arranjos de cafeina no exterior da dupla hélice
permanecem ortogonais ao mesmo durante todo o ciclo de desidratagao-reidratagcéo
(ou seja, permanecem ortogonais tanto na forma B quanto na forma A e nas formas
intermediarias do DNA).

Figura 4-3: Desenho esquematico do modelo do complexo DNA-cafeina: ligagdo externa dos
agregados de cafeina nas fendas do DNA. Os bastdes representam os agregados de cafeina [11].

Também existem efeitos relacionado as células em ambientes com alta
concentragdo de cafeina, entre eles podemos destacar: a inibicdo das enzimas
requeridas para a sintese do DNA [39], [42] e o aumento da condensagado da

cromatina [43].

4.1.2 A forma protonada da cafeina

A molécula de cafeina pode apresentar protonagdo® em solugdes aquosas. Ou seja,
quando a cafeina € diluida ela sofre ionizacdo e apresenta carga elétrica. A figura 4.4

9 Em quimica, uma protonagdo € uma reagdo quimica que ocorre quando um ion H* liga-se a um
atomo, molécula ou ion.
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apresenta o esquema da reagao da protonagao da cafeina em solucdo aquosa com
HCI'0,

o o)
CHs CH,
H;C ! N HaC x §
N i —
| _
+HCl —— | +Cl
: N > i
o) N o i NH*

Figura 4-4: Esquema ilustrando o processo de protonagdo da cafeina.

Seja:

e [A] a concentragdo de cafeina.
e [HA]a concentragcdo de cafeina na forma protonada.
e [H*]a concentragdo de ions H™ na solugdo aquosa.

Podemos representar a figura 4.4 por meio da seguinte equagao:
HASA+H? 4.1)
Em sua forma protonada a cafeina se torna um acido fraco !, cuja constante de
acidez (K,) é definida como:

[H*]14]
a [HA] (4-2)

Fazendo a operagéo de aplicar o logaritmo negativo nos dois lados da eq. 4.2,
temos:

[H*][A] [A]
—logK, = —log Al —log[H*] — logﬁ. 4.3)

Por definigdo temos que:

e pH=—loglH"]
e pK, =-logkK,.

10 A reacdo € a mesma para qualquer acido presente na solugdo aquosa, o fator importante € o pH da

solugao.
11 Um &cido é dito fraco quando n&o tem a capacidade de se dissociar completamente em solugéo.
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Assim, podemos reescrever a eq. 4.3 como:
_ (4]
pK, = pH —log Al 4.4)

Em nosso trabalho, ultiizamos cafeina diluida em solugdo aquosa, cujo pH era
7,4 (tanto o PBS1 quanto o PBS 150 possuem o mesmo pH). O pK, da cafeina é

14,0[44]. Substituindo esses valores na eq. 4.3 temos:
(al _
—log; — = (K, — pH) = 6,6, (4.5)

aeq. 4.5 é equivalente a :

14l _ qg-6s. (4.6)

[HA]

Note que [A] + [HA] = [C], onde [C] é a concentragdo total de cafeina. Assim
utilizando a eq. 4.5 temos:

(1+107%%) [H4] = [c], 4.7)

logo, a porcentagem de cafeina protonada (em relagdo a concentragao total de
cafeina adicionada na solugao) é:

[HA] 1
[C] ~ (1+10759)

Assim, para o pH=7,4, 99% da concentragao de cafeina adicionada na solugéo
de DNA apresentara carga positiva'2.

pP= = 0,99. (4.8)

4.2 Preparacao das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho consistem em uma solugdo aquosa de
PBS (Tampao fosfato salino), em que utilizamos duas concentragdes de sais: 150 mM
denominado de PBS 150 (140mM de NaCl + 10mM de NaH,PO,) e 1mM denominado
de PBS 1 (obtido da diluigdo do PBS150), ambas em pH proximo ao do meio celular
(7.4). Além disso, utilizamos as microesferas de poliestireno com um didmetro de
3,0 um e o DNA. Utilizando o protocolo disponivel na referéncia [45], uma ponta do
DNA ¢é adsorvida na laminula do porta-amostras e a outra e adsorvida a microesfera

de poliestireno (nas proximas se¢des mostraremos em detalhes esse processo). Com

12 Todos os calculos foram feitos para a temperatura de 25°C.
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o auxilio da pinga Optica, podemos aprisionar a microesfera e realizar o estiramento
da molécula de DNA.

4.2.1 Construgao do porta-amostras

Nosso porta-amostras consiste de uma laminula que possui uma espessura de
aproximadamente 0,15mm com um o-ring com diametro de aproximadamente de 0,7

cm colado na superficie dalaminula com parafina, a figura 4.5 ilustra o porta-amostras.

Figura 4-5: llustracdo do porta-amostras usado nos experimentos.

Para garantir a adsorgéo da ponta do DNA na laminula, precisamos preparar o
DNA e a laminula previamente. A preparacao do DNA ocorre através da biotinizacao
das suas pontas. Com o auxiio da enzima DNA-polimerase, fundimos nas pontas do
DNA pares de base marcados com biotina (uma vitamina que apresenta uma forte
ligagdo com a proteina streptavidina). O DNA utilizado em nossos experimentos foi
extraido do fago 4, um virus que infecta a bactéria E. Coli. Ele é recomendado para
experimentos de pinga Optica devido as suas caracteristicas: 48.500 pares de base,
comprimento de contorno médio de 16,5 pm e possuir a forma B em condi¢des

fisiologicas.
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A preparagao do porta-amostras ocorre da seguinte maneira: na regiéo interior
ao o-ring colocamos 20 ul de BSA-Biot'3. (1,9 mg/ml diluda em Tamp&o' A ,um
tampao contendo magnésio) e esperamos cerca de 20 minutos. O tamp&o contendo
magnésio € importante para realizarmos a fixagdo da biotina na laminula
eletrostaticamente, uma vez que, tanto o vidro quanto a BSA-biot., s&o negativamente
carregados. Apos esse intervalo enxaguamos a regidao com 40 ul de Tampao A. Apos
0 enxague, colocamos cerca de 20 pl de streptavidina (0,2 mg/ml diluido em PBS 150)
e aguardamos novamente 20 minutos. Durante esse tempo, devido a alta afinidade

que possuem, a streptavidina se liga (de forma ndo covalente) a biotina. Apds esse
intervalo, enxaguamos a regidao com 40 ul de PBS 150 e colocamos o porta-amostras

para secar sobre a luz do microscépio por aproximadamente 10 minutos.

/ ‘ -Biotina
\/-Streptavidina
-BSA

- -Laminula de vidro

Figura 4-6: llustragcdo das moléculas ligadas no porta-amostras.

4.2.2 Preparacao da Solugao DNA-microesferas

Em um microtubo, do tipo eppendorf, colocamos 20 ul de PBS 150 e 1,5 ul da
solucao estoque de microesferas de poliestireno revestida com streptavidina (didmetro
de 3 um) e com o auxilio de um agitador a solugdo € homogeneizada. Apds a
homogeneizagéo, 3ul da solugdo estoque de A-DNA biotinilado (Cpys =

200 uM em pares de base) € adicionado ao microtubo que é colocado em banho

13 Proteina BSA marcada com Biotina.
4 Uma solugéo tampao é uma solugdo aquosa de um &acido e da sua base conjugada que n&o sofre
variagoes significativas de pH quando se adicionam pequenas quantidades de acidos ou bases
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térmico a 37° C por uma hora. Nessa temperatura, a reagao biotina- streptavidina
ocorre com maior eficiéncia e esperamos que uma ponta do DNA biotinilado seja
adsorvida na microesfera revestida com streptavidina. ApoOs esse intervalo,
adicionamos cerca de 75 ul de PBS 150 ao microtubo, homogeneizando

delicadamente com uma pipeta, e levamos a solugdo ao porta-amostras.

-DNA

A
0 -Microesfera

X @ siotina
\/ -Streptavidina

-BSA

_ - R

Figura 4-7:Configuracdo da ligagéo da molécula de DNA na laminula.

4.2.3 Preparacao da Solugoes de cafeina

A cafeina (1,3,7- Trimethylxanthine) utilizada em nossos experimentos foi
adquirida da Sigma-Aldrich.

Preparamos duas solugdes estoque de cafeina, uma diluida em PBS 150 e
outra diluida em PBS 1. A maneira de preparacao das duas solugdes estoques foram

as mesmas.

A solugao estoque é preparada diluindo 11,6 mg de cafeina em 1 ml de PBS.
Deste modo, nossa solugao estoque tem uma concentracao final de cafeina de 60
mM. As diluicdes da solucido estoque para concentracbes menores de cafeina foram
feitas pegando uma quantidade da solugdo estoque e diluindo elas na quantidade
correspondente de PBS até se obter a concentragdo desejada, fixando o volume final
em 1ml. Ressaltamos que cada solugdo estoque foi diluida no PBS ao qual ela foi
originalmente preparada. Deste modo, nds construimos solugdes de cafeina cuja

concentragao variou de 1,5 mM ate 21 mM, em intervalos de 1,5 mM.
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4.3 Procedimento experimental

Nesta sec¢ao, iremos detalhar o procedimento experimental utilizado para obter
as propriedades mecanicas do DNA através da técnica de pinga 6ptica.

4.3.1 Escolha da molécula de DNA

Depois de colocarmos o porta-amostras no microscopio e a solugdo de DNA-
microesferas no porta-amostras, esperamos cerca de 1 hora para que a ponta (livre)
da molécula de DNA possa ser adsorvida na laminula. Como relatamos na secao
sobre a construgdo do porta-amostras, a laminula fica com uma regido recoberta com
streptavidina. Como o DNA é marcado com biotina nas duas pontas, esperamos que
em uma parte da solugdo, uma dessas pontas seja adsorvida na microesfera e a outra
esteja livre para ser adsorvida na laminula do porta-amostras. Na figura 4.8, ilustramos
as configuragdes possiveis de ser encontrada no porta-amostras apos a solugdo DNA-
microesferas ser adicionado.

® AARN

2

2 ) VAV S

DNA Microesfera Laminula

Figura 4-8: As configuragdes possiveis de serem encontradas no porta-amostras.

O proximo passo € encontrar a configuragdo de interesse, laminula-DNA-
microesfera. Note que existe varias configuragcdes possiveis, como: DNA solto, DNA

colado na microesfera, Microesfera solta, microesfera colado na laminula, DNA-
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microesfera solto, microesfera-DNA colado na laminula, DNA com microesferas
adsorvidas nas duas pontas e finalmente, nossa configuragéo de interesse.

O processo de escolha comega com uma analise visual do video (imagem da
objetiva em tempo real), onde procuramos por microesferas que executem o
movimento browniano, o que caracterizariam que elas ndo estdo coladas na laminula.
Usando os deslocadores acoplados ao estagio do microscopio optico, deslocamos a

microesfera com a pinga Optica e obtemos em uma das duas situagdes a seguir:

(i) A microesfera permanece durante todo o deslocamento dentro do pogo de
potencial da pinga e consequentemente a microesfera ndo esta na
configuragcao desejada.

(i) ApOs ser deslocada durante um tempo, a microesfera escapa do posso e
retorna ao ponto inicial. Essa situagdo € um forte indicio que temos a

configuragédo desejada. A figura 4.9 ilustra essa situagao.

Figura 4-9: A configuragdo ideal do sistema microesfera-DNA-porta-amostras. h é a altura da pinga e 9
€ o angulo entre o eixo de extiramento do DNA (eixo-z) e o eixo de movimento do porta-amostras (eixo-

X).
Além da configuragao ideal, precisamos ter certeza que a molécula de DNA nao

sofreu nenhum dano durante as etapas anteriores (desnaturagdo, por exemplo), que
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n&do temos duas moléculas de DNA ligadas na microesfera e na laminula e que o DNA
nao tenha outras partes (que ndo a ponta) grudada na laminula ou grudada em outros
elementos (como impurezas na amostra, bactérias, etc.). Essa analise pode ser feita
observando se as caracteristicas mecanicas encontradas no DNA (que sera detalhada

na préxima sec¢ao) estdo de acordo com os apresentados na literatura e informado
pelo fabricante. Para o A-DNA, queremos encontrar L = 16,5 ume A= 50,0 nm.

4.3.2 Estiramento do DNA e analise dos dados

Depois de encontrarmos um DNA com os parametros padrao, estamos aptos a
realizar os estiramentos. O estiramento e feito com o auxilio de um piezoelétrico que
move o estagio do microscopio onde colocamos o porta-amostras. A filmagem é
iniciada simultaneamente ao movimento do piezo cuja velocidade € de v = 0,1 um/s.
Nessa velocidade, a forca de Stokes sobre a microesfera é desprezivel e podemos
considerar que o estiramento é realizado em um regime quase-estatico, de forma que
a forga que a pinga exerce sobre a microesfera é igual em modulo a forgca que o DNA
faz sobre a microesfera. No regime de baixas forgas (regime entrépico), o DNA atua
como uma mola entrépica, ou seja, ela retorna para a posi¢ao de equilibrio devido a
interagdo com o meio (maximizando a entropia). Assim, a medida que o DNA é
estirado uma forca restauradora atua sobre a microesfera (tipo forca de Hooke), o
estiramento do DNA ocorre até que a microesfera escape do poco de potencial da
pinga optica (isso ocorre quando a microesfera chega na regido anarménica do pogo
de potencial, que deixa de ser uma parabola e apresenta um platé local que nao
aprisiona a esfera). Quando a microesfera sai do poco, a flmagem é interrompida, o
DNA retorna para a sua posigao de equilibrio e todo o procedimento é repetido. Neste
trabalho, realizamos 5 estiramentos para cada aliquota utilizada, isso é feito para que
no final do processo possamos tomar a média dos valores dos parametros de

interesse melhorando a precisao do experimento.

A figura 4.10 ilustra o esquema dos estiramentos de DNA. A medida que o
estagio e movido, a microesfera € deslocada no pogo de potencial (a esfera vermelha
mostra o instante inicial antes do movimento do piezo e a esfera azul mostra a posicéo

da microesfera no pogo em um instante qualquer durante o movimento), o movimento
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da microesfera no pog¢o ocorre devido a forga exercida pelo DNA, que no regime
quase-estatico, é igual, em modulo, a forgca que a pinga exerce sobre a microesfera
tem o mesmo modulo do DNA (isso significa que quanto mais deslocado do centro do
poco, maior € a forga que a pinga exerce sobre a microesfera). Quando a microesfera
chega na regido anarmoénica do potencial, sai do pogo de potencial e o DNA retorna a
sua posicao de equilibrio.

Para encontrar a forca que o DNA exerce sobre a microesfera, filmamos todo o

Figura 4-10: Esquema da realizagédo dos estiramentos da molécula de DNA. A esfera vermelha
representa a posigao de equilibrio original e a esfera verde representa a nova posido em equilibrio com
a forca feito pelo DNA. Como a welocidade do experimento € baixa, a forga de Stokes é
aproximadamente zero.

experimento utiizando uma caémera CCD e o software stream pix. Utilizando o
programa ImageJ no filme gerado no estiramento, podemos determinar a posicao do
centro de massa da microesfera por frame. Com o programa Kaleida graph, podemos
tratar esses dados e obter primeiramente a posicdo do centro de massa da
microesfera em fungdo do tempo x(t). Portanto, se conhecermos a posigao inicial da
microesfera, x(0), ou seja, quando ela esta no fundo do pogo de potencial da pinga
Optica, podemos entao, calcular a mudanga da posi¢cao da microesfera em funcédo do
tempo como sendo:

Ax(t) = x(t) — x(0). (4.9)
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Como ja discutimos nos paragrafos acima, a forga da pinga é igual em modulo
a forca que o DNA exerce sobre a microesfera, entdo, vamos utilizar a expressao da

forca que a pinga exerce sobre a microesfera em fungdo do tempo para calcular a
forca que o DNA exerce sobre a microesfera em fungdo do tempo, ou seja:

Fpna = Fpin(;a = KkAx(¢), (4.10)
onde k é a constante de forca da pinga 6ptica.

Nas figuras baixo, podemos ver a curva tipica obtida com esses procedimentos.
Na figura a, obtemos a curva de forga por extensao obtida pela pinga optica e na figura
b, o ajuste feito na curva da figura a com o modelo WLC [19]. Ajustando com o modelo

WLC, obtemos os paramentos mecanicos de interesse do DNA, que sdo: o
comprimento de contorno L e o comprimento de persisténcia A

Vale apena fazer uma ressalva aqui, na secao 3.3.4, desenvolvemos o modelo
para um estiramento numa diregéo z

Na pratica, o estiramento é realizado na direcdo x, assim, € mais conveniente
utilizar a componente-x na eq. 3.47. Note que segundo a figura 3.9, que a extenséo z
do DNA é dado por:

z=/(x}y, +h?) 4.11)

F, = Fcos8 = F(xpys/2) 4.12)

Como ja mencionamos no capitulo 2, a altura h é fixa e seu valor é de 4,4 um.

Realizando essas modificacdes na eq. 3.47, obtemos a expressao da componente-x
da forca dado por:

XDNA

1
E. = + —— | 413
) i " 4<1_J@%NA+ha> 1 (Bna+h?) ( :




Com esse ajuste, obtemos para o A-DNA valores do comprimento de contorno
e de persisténcia proximos dos encontrados na literatura, qualificando assim, o

método para estudar a variagao das propriedades mecanicas do DNA ao interagir com
a cafeina.

4.3.3 Adicao e trocada cafeina

O objetivo desse trabalho é estudar o efeito da cafeina sobre o DNA no
complexo cafeina-DNA. Para podermos avaliar os efeitos da interacdo usando pinca
optica, utilizamos diluicbes de cafeina que foram preparadas utilizando, como
solvente, duas solucdes de PBS com concentragao de sal diferente, porem no mesmo
pH fisiolégico (7.4). Em estudos recentes [46]-[47], nosso grupo observou que, para
ligantes carregados, a variagédo da forga idnica’® do meio altera a forma de ligagao do
ligante ao DNA. Assim, como a cafeina adquire carga no pH em que estamos
trabalhando (detalharemos esse fato no capitulo 5), optamos por trabalhar com as
duas solugdes de PBS.

Para o PBS 150 (concentracdo de NaCl de 140mM), a adigdo da cafeina
ocorreu retirando-se a solugdo de DNA-microesferas que estava dentro do porta-
amostras e colocando em seguida a aliquota de concentragdo mais baixa de cafeina.
Todo o procedimento é realizado delicadamente utilizando a micropipeta, conforme a
figura 4.10. Para garantirmos que a concentragao final de cafeina no porta-amostras
seja a mesma que pretendemos, o processo de retirar a aliquota que foi colocada e
recolocar uma aliquota, de mesma concentracao, € feito varias vezes. O volume final
da aliquota de cafeina no porta-amostras é sempre de 100 ul. Apds a conclusao da
troca, esperamos 20 minutos, para a que ocorra a interacdo da cafeina e do DNA e
apos esse intervalo, realizamos o procedimento de estiramento da molécula de DNA

conforme ja mencionamos antes. A variagdo da concentragdo das aliquotas de

cafeina ocorre sempre em ordem crescente de concentragéo.

Para o PBS 1, o procedimento é levemente diferente. Antes de realizamos a

adicao da aliquota de concentracdo mais baixa de cafeina, realizamos a troca do PBS

15 A forgca idnica de uma solugdo € uma medida de sua concentragdo de ions.
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no qual o DNA se encontra. Como relatamos na se¢ao que discutimos a preparagao
de solugao DNA-microesferas, o DNA ¢é preparado no PBS 150 e como veremos no
préximo capitulo, a forga ibnica desempenha um papel importante na conformacao do
complexo DNA-ligante. Por isso, realizamos a troca do PBS, retirando a solugdo de
PBS 150 e adicionando PBS1 na solugdo (de um ponto vista pratico, podemos
considerar a solugdo de PBS 1 como sendo uma aliquota de cafeina zero e proceder
da mesma forma que fizemos a adigdo da primeira aliquota de cafeina no paragrafo
anterior). Apds a troca para o PBS 1, esperamos 20 minutos, realizamos o estiramento
do DNA e as analises como ja mencionamos. Depois desse ponto, a adigédo e troca
das aliquotas de cafeina ocorre de maneira semelhante ao que fizemos para o PBS
150.

E importante ressaltar, que esse procedimento de adicdo e troca de farmaco
(e PBS) é importantissimo, pois nos permite avaliar o efeito da interagéo do ligante a
mesma molécula de DNA, comparando a modificagdo dos parametros mecanicos da
mesma molécula em concentragdes diferentes do ligante e excluindo efeitos coletivos
que poderiam ocorrer caso a técnica envolvesse uma certa quantidade de moléculas
de DNA. ™\

Figura 4-11: llustragdo do processo de troca das aliquotas contendo cafeina.
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Capitulo 5
5. Resultados e discussao

Nesse capitulo, apresentaremos os resultados obtidos com a técnica de
pinga Optica para a interagcdo DNA-cafeina nos regimes de alta e baixa forga i6Gnica.

Além disso, vamos discutir o modelo proposto para explicar a variagao dos
parametros mecanicos do DNA em fungdo da concentracdo de cafeina.

5.1 Analise dos resultados do comprimento do
contorno

Depoisdo ajuste das curvas de forga por extensdo (obtidas conforme as segdes
4.3.2 e 4.3.3) pelo modelo WLC, foram obtidas as propriedades mecanicas do DNA.
As figuras 5.1 e 5.2 mostram a variagdo do comprimento de contorno (L) da molécula
de DNA em fungdo da concentragdo total de cafeina (C,) na presenca de duas
solugdes salinas diferentes, PBS 150 (concentragao total de sodio de 150 mM) e PBS

1 (concentracdo total de sédio de 1mM).

Cada ponto obtido nas figuras 5.1 e 5.2 foram obtidos de uma mesma molécula
de DNA (um DNA para cada figura), as barras de erro foram calculadas pelo erro
padrdao da média sobre uma série de medidas (aproximadamente 6 para cada ponto).
Optamos por ndo utilizar uma média sobre varios experimentos uma vez que, o valor
do comprimento de contorno inicial (isto é, sem interagir com nenhum ligante) do A-
DNA varia, levemente, devido aos procedimentos experimentais (biotinilagao,
adsorgao na laminula e microesfera, etc.), de maneira que teriamos uma grande
propagacao de erro se a média fosse feita sobre varios experimentos. Para garantir a
confiabilidade dos resultados, o padrao da variagdo do comprimento de contorno foi
comparado com uma série de outros experimentos (aproximadamente 7, para cada

concentracao de sal).
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A figura 5.1 mostra a variagdo do comprimento de contorno do DNA em fungao
da concentracdo de cafeina na presenga de PBS 150. Observe que o contorno
aumenta de aproximadamente 16,5 um para 20,2 um, quando a concentragdo de
cafeina em solugao varia de OmM para 6mM. Apds isso, o contorno sofre uma queda
até a concentracdo de 10,5 mM de cafeina, onde o comprimento de contorno mede
aproximadamente 15 um. Para concentragbes acimade 10,5 mM de cafeina contorno
sobe novamente até a Ultima concentragdo usada de cafeina 18 mM'6, quando o

contorno mede aproximadamente 19,4 um.
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Figura 5-1: Comportamento do comprimento de contorno, L, em fungdo da concentragao de cafeina na
amostra CT, dissolvida em PBS 150. A linha pontilhada € apenas um guia para os olhos.

16 A concentragdo maxima de cafeina solivel em agua € de 76mM, porém, acima de 20mM, ela comega
a formar grandes agregados que dificultam o experimento.
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A figura 5.2 mostra a variagdo do comprimento de contorno do DNA em fung&o
da concentragao de cafeina na presencga de PBS 1. Observe que o contorno aumenta
de aproximadamente 16,2 um para 18,2 um, quando a concentracdo de cafeina em
solugédo varia de 0 mM para 4,5 mM. Apds isso, o contorno sofre uma queda até a
concentragdo de 9,0 mM de cafeina, onde o comprimento de contorno mede
aproximadamente 15,6 um. Para concentragbes acima de 9,0 mM de cafeina o
contorno sobe novamente até a ultima concentracdo usada de cafeina, 12,0 mM,

quando o contorno mede aproximadamente 18,9 um.
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Figura 5-2: Comportamento do comprimento de contorno, L, em fungdo da concentragéo de cafeina na

amostra CT, dissolvida em PBS 1. A linha pontilhada € apenas um guia para os olhos.

Esse comportamento apresentado pelo comprimento de contorno € bem
anbmalo para as interagbes entre DNA-ligantes e sugere que existe mais de uma

forma de ligacdo entre a cafeina e o DNA. Para tentar obter a fisico-quimica da
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interagdo DNA-cafeina e os possiveis modos de ligagao, iremos fazer nossa analise

dividindo o comprimento de contorno em trés partes:

1) A regido do primeiro crescimento do comprimento de contorno. Isto
€, a regido que compreende o intervalo da concentragcdo de cafeina
entre 0,0 MM e 6,0 mM, para o PBS 150 e o intervalo entre 0,0 mM e
4,5 mM, para o PBS 1.

2) A regiaode decaimento do comprimento de contorno. Isto €, a regiao
que compreende o intervalo da concentragdo de cafeina entre 6,0
mM e 10,5 mM, para o PBS 150 e o intervalo entre 4,5 mMe 9,0 mM,
para o PBS 1.

3) A regiao do segundo crescimento do comprimento de contorno. Isto
€, a regido que compreende o intervalo da concentracdo de cafeina
entre 10,5 mM e 18,0 mM, parao PBS 150 e o intervalo entre 9,0 mM
e 12,0 mM, parao PBS 1.

5.1.1 Primeiro crescimento do comprimentode contorno

E amplamente conhecido na literatura que moléculas que possuem anéis
aromaticos tém tendéncia a apresentar comportamento de intercalagdo. A
intercalacao € caracterizada pelo “empilhamento” nao-covalente das moléculas do
ligante entre os pares de base adjacentes da molécula de DNA, via interacdo com os
orbitais-m desses pares de base, as vezes combinada com ligagdes de hidrogénio.
Entre os principais efeitos sobre a molécula de DNA causado pela intercalagao esta o
aumento do comprimento de contorno (a fim de acomodar as moléculas empilhadas)
que, frequentemente, esta acompanhada por um giro na dupla hélice no sentido de

desfaze-la. A figura 5.3 ilustra o fenbmeno da intercalagdo para um intercalante.
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Figura 5-3: Esquema mostrando a intercalagdo de moleculas de um ligante entre as bases do DNA.

Poderiamos entdo supor, que o aumento inicial do comprimento de contorno,
seria resultante da intercalagao das moléculas de cafeina entre os pares de base do
DNA'.

Um modelo simples que descreveria quantitativamente nosso dado
experimental como resultante de uma intercalagao foi formulado baseado na figura-
5.4. Nesta figura, A é o espagamento natural entre os pares de bases adjacentes
(~ 0,34 nm), § € o aumento induzido em um par de base particular pela intercalagao
da cafeina, N,, € o nimero de pares de base do DNA e N, € o numero de moleculas
de cafeina intercaladas em uma dada concentragdo arbitraria. Seja L, o comprimento

de contorno do DNA puro (isto é, sem cafeina) e L o comprimento de contorno quando
N, moléculas de cafeina est&o intercaladas.

17 Como a cafeina possui um anel aromatico e estamos detectando experimentalmente um aumento
do comprimento de contorno essa suposi¢cao € bastante razoawel.
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Figura 5-4: Esquema mostrando o aumento de contorno do DNA como sendo devido a intercalaggo.

Podemos escrever as seguintes reagdes envolvendo essas grandezas:

Lo = Npp A4, (5.1)
e
L=Ly+ Ny,6. (5.2)
O aumento relativo do comprimento de contorno em relagdo ao inicial, 9, sera
entdo:

L-Ly __ Npé _
o —prA =1y, (5.3)

0=

onde y = 8/A e utilizamos a fragéo de sitios ligados r = C,,/C,, = N,,/N

b, UMa vez

gue o volume do nosso sistema é fixo.

A eq. 5.3, mostra como podemos conectar o comprimento de contorno com a
fracado de cafeina ligada r. Podemos entdo utilizar uma das isotermas de ligagao

adequada para expressar r como fungdo da concentracédo de ligante livre em solugao

69



C;. O melhor modelo, atualmente, para expressar a isoterma de ligagédo para
intercalantes é o modelo de McGhee e von Hippel (exclusdo de vizinhos). Pois, ao se
empilhar entre os pares de base, o intercalante bloqueia (exclui) os pares de bases

vizinhos como possiveis sitios de ligagdo. Como vimos na se¢do 3.3.3 a isoterma de
ligac&o para esse modelo é:

1-Nr ]N‘l

1-(N—Dr

= =K(1-N) [ 54)

Como o dado experimental expressa o comprimento de persisténcia em fungao
da concentragéo total de cafeina C,, iremos reescrever a eq. 5.4 em fun¢do de C, ao

invés de ;. Para isso, vamos utilizar a relag&o:

Substituindo a Eq. 5.5 na eq. 5.4 e isolando C, temos:

T 1-nr 7N
Cr =710y + K;(1-NT) [1—(N—1)r] (5-6)
Finalmente substituindo » = ®/y na eq. 5.6, temos:
1-N
C = 0Cpp + ) [ 1‘N§ ]
T — N i_v-1)2
y yKi(l—Ny) 1-(v-1)7 (5.7)

A eq. 5.7 expressa a isoterma de ligagdo em termos de duas variaveis de facil
acesso experimental: C, a quantidade total de cafeina introduzida na solucdo e © =
(L—-Ly)/L,, que pode ser calculado conhecendo a variagdo do comprimento de

contorno em fungdo da concentragao total de cafeina no sistema.

Assim, utilizamos os pontos da figura 5.1 e da figura 5.2 para determinar 0 de
maneira a construir um novo grafico experimental de C; X 0, que pode ser ajustado

com a eq. 5.7. As figuras 5.5 e 5.6 mostram esse procedimento para as solugdes de
cafeina diluidas em PBS 150 e PBS 1 respectivamente.
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Figura 5-5: PBS150-Pontos: dado experimental da figura 5.1 para a interagdo DNA-cafeina. Linha
vermelha: ajuste com a eq. 5.7. Deste ajuste extraimos o nimero de exclusdo de vizinhos N = 1,0 +
0,1.
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Figura 5-6 : PBS1-Pontos: dado experimental da figura 5.2 para a interagdo DNA-cafeina. Linha
vermelha: ajuste com a eq. 5.7. Deste ajuste extraimos o nimero de exclusdo de vizinhos N = 1,0 +

0,1.
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Note que a eq. 5.7 concorda bem com os dados experimentais obtidos nos dois
casos. Desse ajuste podemos extrair duas propriedades fisico-quimicas de
fundamental importéncia: a constante intrinseca K; e o nimero de exclusdo N. nesse

ajuste, usamos valores fixos para C,, = 2.43 uM (concentracdo de par de base de

DNA usada na preparagao da amostra) e y = 118,

Em particular nos chama a atengao dois aspectos dessas analises. O nimero
de exclusdo (N) obtido nos dois casos ndo € condizente com o valor esperado para
intercalantes. De fato, o nimero de exclusao tipico para intercalantes esta entre 2,0 e
3,5 e reflete o efeito de exclusdo de vizinhos. Ao aplicarmos o modelo de excluséo de
vizinhos e obtermos N = 1, isso significaria que, ao intercalar, a cafeina ocuparia
todos os sitios da rede, o que se tratando de um intercalante seria um absurdo. Além
disso, 0 aumento relativo do comprimento de contorno (@) encontrado nos dois casos
(0,25 para o PBS 150 e 0,14 para o PBS 1) ndo sado compativeis para o caso de

intercalantes, que possuem @ na tipicamente entre 0,25 e 0,4.

Na figura 5.7 apresentamos a curva de uma isoterma de um intercalante tipico

(EtBr). Ao compararmos com a curva das figuras 5.5 e 5.6 fica evidente que elas ndo
correspondem a uma isoterma de um intercalante.

Assim, podemos concluir que a intercalacdo nao é o efeito dominante na
ligacdo da cafeina ao DNA. Acreditamos que 0 aumento observado no comprimento
de contorno seja produzido por uma mudanga estrutural na molécula de DNA,
provavelmente, causada pela ligagao da cafeina nas fendas (ou nos pares de base)
que tendem a desenrolar a dupla hélice e consequentemente, aumentar o

comprimento de contorno.

Dados obtidos por H. Fritzsche e colaboradores, através da técnica de RMNH
corroboram nossa analise. Eles reportam em [35] que para baixas concentragdes de

cafeina (< 10 mM) ocorre a inser¢gao de cafeina nos pares de base do DNA, porém,

18 Valor tipico para intercalantes, uma vez que o intercalante sempre dobra o espagcamento entre os
pares de base devido a sua ligagao.
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os dados obtidos foram incompativeis com o valor esperado caso essa inser¢ao

ocorresse como uma intercalagao.
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Figura 5-7: Pontos: dado experimental obtido de [25] para a interagdo DNA-EtBr. Linha vermelha: ajuste
com aeq. 5.7. Deste ajuste extraimos duas propriedades fisico-quimicas importantes do sistema, K; =

(4,5+ 2,0) x 10°M~! e N = 1,7 + 0,1. Isto indica que cada molécula de EtBr intercalada ocupa
efetivamente cerca de dois pares de base na molécula de DNA.

5.1.2 Quedado comprimento de contorno

A agua desempenha um papel fundamental na estrutura e conformacéo da
molécula de DNA. Diversos trabalhos na literatura relacionam a hidratagdo do DNA a
sua forma conformacional (A, B e Z). Michael Falk e colaboradores estudaram, usando
espectroscopia de infravermelho, os possiveis sitios de ligacdo das moléculas de agua
no DNA, a figura 5.8 ilustra esses possiveis sitios de ligagao [48].
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Figura 5-8: Possiweis sitios para a adsor¢gao da molécula de dgua para uma fita do DNA contendo as
bases timina e guanina. Os sitios 1 e 2 s&o ao redor do grupo fosfato, o sitio 3 € ao redor dos agucares
e o sitio 4 é ao redor das bases. Foto obtida de [48]

Em seu artigo complementar, Michael Falk e colaboradores, estudaram o efeito
da hidratacao sobre a estrutura do DNA [49]. Usando difracdo de Raio-X em filmes de
DNA eles verificaram as mudangas estruturais na molécula de DNA em fungdo da
humidade relativa (h.r.) ao longo do ciclo de desidratacéo e reidratagao dos filmes de
DNA. Nesse experimento eles verificaram que durante o ciclo de desidratagao, para
uma baixa taxa de h.r. (entre 50-40%), o DNA sofre uma mudanga estrutural

(reversivel'®) para a forma A.

Fritzsche e colaboradores estudaram o efeito da hidratacdo da molécula de
DNA com e sem a interacdo com a cafeina em [11], usando a técnica de dicroismo
linear UV nos filmes orientados de DNA e em filmes de DNA-cafeina como fungao de
h.r. durante o ciclo de desidratacao e reidratagdo. A variagao da h.r. dos filmes produz
uma mudanga conformacional tanto no DNA puro quanto no DNA complexado com
cafeina, conforme discutimos no paragrafo anterior. Foi observado que na presenga
de cafeina, a faixa de existéncia do DNA do tipo A foi estendida para regides maiores

de h.r. (durante o ciclo de reidratagdo) do que foi observado para o DNA puro. Além

19 Durante o ciclo de reidratagdo, uma percentagem de DNA retorna para a forma B, conforme a h.r.
aumenta.
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disso, foi observado uma maior percentagem de DNA do tipo A nos filmes de DNA-
cafeina (cerca de 51%) do que nos filmes de DNA puro (cerca de 22%) em uma taxa

de h.r. de cerca de 90%, evidenciando a cafeina como um possivel agente de
desidratacdo do DNA.

Conforme discutimos na secdo 4.1.2, ao ser dissolvida em solugdo aquosa, a
cafeina sofre protonagédo e adquire carga elétrica positiva. Essa carga positiva facilita
a ligacéo de cafeina na cadeia de fosfato (eletricamente negativa) do DNA. Essa
ligac&o, conforme discutimos em 4.1.1, ocorre por meio de agregados de cafeina no
lado exterior do esqueleto de fosfato posicionando-se perpendicular ao mesmo nas
duas formas conformacionais do DNA (A e B) [11].

Ao adicionarmos a cafeina na solugdo aquosa contendo o DNA, ocorre um
aumento da forca ibnica do sistema devido a protonacdo da cafeina, que passa a
interagir com o grupo fosfato do DNA, diminuindo a interagdo entre eles.
Consequentemente temos um aumento na solubilidade do DNA em meio aquoso
(efeito “salting-in”). Esse efeito, porém, ndo se estende indefinidamente. Ao
aumentarmos a concentracdo de cafeina (e consequentemente de ions de cafeina)
temos o efeito contrario, salting-out. A agua, que apresenta um grande poder de
solvatagdo, passa a interagir com as duas espécies: o DNA e os ions de cafeina
ligados no DNA. Porém, as moléculas de agua apresentam uma maior tendéncia de
solvatagdo de particulas menores (nesse caso, os ions de cafeina). As moléculas de
agua, ocupadas em sua interacdo com os ions de cafeina, "abandonam" a estrutura
do DNA. Como consequéncia, temos uma desidratacdo da molécula de DNA em favor

de uma hidratagdo?® do complexo DNA-cafeina.

Dados obtidos via RMN por H. Lang [11] sustentam essa hipotese. Medindo o
tempo de relaxamento dos protons da agua da molécula de DNA com e sem interagir
com a cafeina, ele concluiu que a interacdo da cafeina com o DNA produz uma
perturbagdo na camada de hidratagdo do DNA, deslocando as moléculas de agua de

entre as bases para os agregados de cafeina ligados no esqueleto do DNA. Assim a

20 A ligagéo da cafeina ao DNA cria uma nova esfera de hidratagdo em wolta do complexo que blinda a
molécula de DNA. Essa blindagem faz com que o DNA “enxergue” uma menor concentragdo de agua
dentro do complexo.
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cafeina poderia produzir um efeito parecido com o observado nos experimentos de

Fritzsche, ou seja, uma mudanga conformacional no DNA devido a sua desidratagao.

Acreditamos que seja isso o que temos observado com a queda do
comprimento de contorno nas figuras 5.1 e 5.2. A ligagdo da cafeina causaria uma
desidratacdo da molécula de DNA o que ocasionaria uma mudanga conformacional
da forma B indo em diregcao a forma A. Tal mudanga estrutural, ocasionaria um
encurtamento da molécula de DNA (logo do comprimento de contorno), uma vez que
a forma A é mais compacta que a forma B, conforme mencionamos na se¢ao 3.2.
Analisando as figuras 5.1 e 5.2, temos que essa compactacdo é cerca de 0,34 A
(~10,3%) por par de base parao PBS 150 e cerca de 0,12 A (~ 3,5 %) por par de base
parao PBS 1.

5.1.3 Segundo crescimento do comprimento de contorno

Como discutimos na secao anterior, acreditamos que o DNA sofra uma
mudanga conformacional devido a interagdo com a cafeina. Sem um estudo da
cristalografia da molécula apés essa mudanga estrutural, ndo podemos encontrar um
modelo que descreva o aumento do contorno observado no experimento nem extrair
nenhum parametro fisico-quimico da interagdo nesse intervalo com o auxilio de uma

isoterma de ligacgao.

5.2 Anadlise dos resultados do comprimento de
persisténcia

Outro parametro mecanico obtido das curvas de forga por extensao (modeladas
com o modelo WLC) é o comprimento de persisténcia (A). As figuras 5.9 e 5.10
mostram o comprimento de persisténcia da molécula de DNA em fungcdo da
concentragao total de cafeina em solucdo na presengca de PBS 150 e PBS 1

respectivamente.

A figura 5.9 descreve o comportamento da interacdo DNA-cafeina no regime
de alta forga ibnica (PBS 150), o comprimento de persisténcia aumenta de
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aproximadamente 41,6 nm para aproximadamente 50 nm, quando a concentragao de
cafeina em solugdo varia de OmM para 3mM. Apds isso, a persisténcia sofre uma
queda até a concentracdo de 7,5 mM de cafeina onde a ela mede aproximadamente
26,0 nm. A partir da concentragdo de 7,5 mM de cafeina, o comprimento de

persisténcia se manteve constante até a ultima concentragdo utilizada nesse trabalho
(18 mM).
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Figura 5-9:PBS 150- Comprimento de persisténcia (A) em fungdo da concentragdo total de cafeina
(CT) para alta forga i6nica [150 mM]. Observe o comportamento ndo monotonico da persisténcia.

A figura 5.10 descreve o comportamento da interagdo DNA-cafeina no regime
de baixa for¢ca iénica (PBS 1), o comprimento de persisténcia apresenta um
comportamento monoténico de queda do valor inicial (aproximadamente de 62,5 nm)
até aproximadamente 34,2 nm quando a concentragao de cafeina varia de 0 mM até

3 mM. A partir da concentracdo de 3 mM, o comprimento de persisténcia fica
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aproximadamente constante, pelo menos, Ultima concentracdo utilizada nesse
trabalho (12 mM).
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Figura 5-10:PBS 1- Comprimento de persisténcia (A) em fungdo da concentragao total de cafeina (CT)
para baixa forca i6nica [1 mM]. Observe o comportamento monotonico da persisténcia.

Antes de apresentarmos as andlises fisico-quimicas, vamos fazer algumas

consideracdes sobre os dados experimentais apresentado nas figuras 5.9 e 5.10.

Ao contrario do comprimento de contorno, os dados do comprimento de
persisténcia foram obtidos através da média sobre varias moléculas de DNA. Como
discutido no capitulo 3, o comprimento de persisténcia € uma propriedade intrinseca
da molécula de DNA, que depende somente do meio onde o DNA se encontra. Assim,
as variacbes medidas entre as diferentes moléculas estdo dentro do erro

experimental.

78



As medidas do comprimento de persisténcia para baixa for¢a i6nica (PBS 1),
apresentam um valor inicial da persisténcia elevado (cerca de 63 nm) em relagcéo aos
valores medidos para a alta forga ibnica (cerca de 44 nm) devido a influéncia da forga
ibnica sobre a flexibilidade do DNA. Note que a forga idGnica, apesar do nome, € uma
medida da concentracdo dos ions presente na solucdo. Como o DNA é eletricamente
negativo, ao reduzir a concentragdo de ions na solugdo, reduzimos também a
blindagem ao grupo fosfato do DNA e consequentemente aumentamos a repulsdo

entre eles o que ocasiona o aumento da rigidez da molécula.

5.2.1 Determinacao dos parametros fisico-quimicos dainteracao

Na secdo 5.1.2, nds interpretamos a queda do comprimento de contorno como
uma mudanca conformacional na molécula de DNA, na qual, ela muda para uma
conformagao intermediaria entre as formas candnicas A e B. Assim, para garantir que
estamos extraindo a fisico-quimica da interacdo do B-DNA com a cafeina, iremos
limitar essa analise para o intervalo das concentragdes de cafeina que precedem essa

mudancga conformacional.

Quando discutimos a energia de flexibilidade da cadeia polimérica (segao
3.3.3), consideramos como constante a rigidez flexural da cadeia (g) na eq. 3.14. Isso
é valido para DNAs puros. Na presenca de ligantes, entretanto, esta rigidez muda
localmente nas regides ligadas ao longo da molécula de DNA. Essa modificagao da
rigidez local altera o comprimento de persisténcia localmente também, de maneira que
os comprimentos de persisténcia medidos experimentalmente se referem, na verdade,
ao comprimento de persisténcia efetivo (A;) da molécula. De um ponto de vista
conceitual, podemos interpretar a molécula de DNA como uma associagao de molas

entropicas em série, onde cada mola representa um valor da rigidez local.

Podemos utilizar o modelo estatistico de molas entrépicas para construirmos o
modelo estatistico da desordem de sitios. Consideremos inicialmente que a molécula

de DNA seja dividida em N sitios de ligagdo. Se um sitio esta ligado a um ligante, sua
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rigidez flexural muda e podemos associar um comprimento de persisténcia local (4;)a

essa nova flexibilidade. Seja:

e A, € o comprimento de persisténcia local quando o N-esimo sitio ndo
esta ligado a um ligante.

e A, éo comprimento de persisténcia local quando o N-esimo sitio esta
ligado ao ligante mas seus primeiros vizinhos nao estao ligados.

e A, éocomprimento de persisténcia local quando 2 sitios vizinhos est&o
ligados a um ligante mas os primeiros vizinhos a eles nao.

e A, € ocomprimento de persisténcia local quando n sitios vizinhos estdo

ligados a um ligante mas os primeiros vizinhos a eles nao.

A figura 5.11 exemplifica esse processo. Note que A, mede o comprimento do DNA

puro.
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Figura 5-11: Esquema demonstrando o comprimento de persisténcia local do modelo de desordem de
sitios.

Probabilisticamente, o comprimento de persisténcia efetivo pode ser associado
com uma configuragdo de molas em série da seguinte maneira:

1 _r + g() + h@) t)

AEg Ag Aq Ay An
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onde f(r), g(r), h(r) e t(r) sdo fungbes que estdo correlacionadas com a fragcao de sitios
ligados r.

O modelo mais simples é o modelo de desordem de um sitio. Para esse caso:

g(r) (5.9)

onde:

e f(r) € a probabilidade de encontrar um sitio ndo ligado, ou seja
f(r) =1-—x.

e g(r) € a probabilidade de encontrar um sitio ligado, ou seja
g(r) = x.

Assim:

1_ilx o x (5.10)

AR Ay AL

O modelo consiste em resolver numericamente uma isoterma de ligagao
adequada. No caso da isoterma de Hill, a fracao de sitios ligados r em fungdo da

concentragao total de ligante, pode ser escrita como:

n n
X (Kin) _ [Ki(CT_rmaxCpbx)]
= w= , (5.11)
Tmax 1+ (Ki Cf) 1+[Ki (CT _Tmaxcpbx)]

X =

onde C,, € a concentragéo de pares de base do DNA na amostra e 7,,,, € a fracdo
maxima de ligante ligado no DNA. Sabendo K;,7,,,, e n, a equagéo de Hill pode ser

resolvida numericamente para x, para tanto, foi adaptada a seguinte metodologia:

1. Um valor provisério é atribuido a cada um dos parametros fisico-quimicos
K, Moy € M-

2. Usando o programa MATLAB foi resolvida numericamente a equagao de Hill,
obtendo-se o valor de x em termos da concentragéo total de ligante. Estes
ultimos dados sao usados para ajustar o comprimento de persisténcia efetivo

na e€q.10 pelo método dos minimos quadrados.
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3. Os procedimentos anteriores séo repetidos varias vezes até ser atendido o
ajustamento de convergéncia dos minimos quadrados. Assim, os parametros

fisico-quimicos e o comprimento de persisténcia local sdo obtidos.

No caso do modelo de exclusdo de vizinhos, os paradmetros ajustaveis sdo: K;,7;,,, e N

—Nx VT

: |
—Dxl 612

X =
(CT — Tnax Cpb x)rmax

= K;(1— Nx) [1 _1

O segundo modelo mais simples € o modelo de desordem de dois sitios. Neste

Caso:

1 f)  g() h@)
A, A, A A

(5.13)

onde:

e f(r) € a probabilidade de termos dois sitios consecutivos desocupados,

f) =(1-=)"

Tmax

e g(r) é aprobabilidade de termos dois sitios consecutivos, um ocupado e outro

desocupado, g(r) = 2( ad )(1 - = )

Tmax Tmax

e h(r) é a probabilidade de termos dois sitios consecutivos ocupados,

h(r) = (= )2.

Tmax

Assim, o comprimento de persisténcia efetivo pode ser escrito da seguinte forma:

2 2
1 — (1_rnfax) +2 (Tnfax) (1_7’1:Lcax)' + (Tnfax) ) (5.14)
AE AO A1 A2

Com base na eq.14, procedemos da mesma forma que no modelo de desordem

de um sitio para escrever numericamente a isoterma de ligacdo (eq. 5.11 ou eq. 5.12)
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usando o algoritmo citado anteriormente, entretanto, agora obtemos os dois
comprimentos de persisténcia local 4,e A, e os parametros fisico-quimicos da ligagéo.

5.2.2 Forcaiodnicaalta (PBS 150)

Afigura 5.12 exibe o ajuste para o comprimento de persisténcia pelas isotermas
de Hill e exclusdo de vizinhos (NEM), procedido conforme a se¢ao anterior (modelo
de desordem de 2 sitios). Como ja mencionamos, a analise foi feita para pontos antes
da mudanca conformacional do DNA.

56 | I I I |

® OTdata
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— fit NEM

A {nm)

C_ (mM)

Figura 5-12:PBS 150- Ajuste do comprimento de persisténcia para forgas ionicas altas. Ajuste de A feito
pelas isortemas de Hill e exclusao de vizinhos (NEM). Note que ao contrario do modelo de Hill, o modelo
de exclusao de vizinhos nao consegue descrever os pontos experimentais.
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Note que a persisténcia apresenta um comportamento ndo monotonico, assim
o modelo mais simples capaz de descrever esse sistema € o modelo de desordem de
dois sitios. Claramente, o modelo de exclusdo de vizinhos néo foi capaz de descrever
os dados experimentais obtidos com o uso da técnica de pinga éptica e isso corrobora
com a interpretacdo de que o sistema ndo apresenta intercalacdo conforme haviamos
intuido na analise do comprimento de contorno.

O modelo de Hill se ajusta muito bem aos dados e a partir dele podemos obter
os parametros fisico-quimicos da interacdo DNA-cafeina antes da mudanga
conformacional da molécula de DNA. Os parametros obtidos foram:

e K,=1(0340,02)103M*
e n=31+0,3

e A, =(8715)nm
e A,=(26+t2)nm

Note que o sistema apresenta um coeficiente de Hill (n~3) positivo, isso
implica que o sistema apresenta cooperatividade positiva. Ou seja, as moléculas
de cafeina se ligam ao DNA formando pequenos agregados (aproximadamente 3
moléculas em cada agregado), devido a cooperatividade positiva da interagdo. As
moléculas de cafeina devem ligar-se quase que simultaneamente formando o
agregado, justificando, portanto, o uso da equagéo de Hill (e ndo por exemplo o
modelo de ligagdo sequencial). Por outro lado, a posi¢ao desses agregados ao
longo da rede é aleatdria, isto €, a cooperatividade esta restrita ao “tamanho do
agregado”. Temos assim, portanto, que o coeficiente de Hill nos permite estimar
um limite inferior para o numero de moléculas de cafeina que efetivamente

cooperam na interagao.

A constante de ligagédo (K;) obtida por nds, esta relativamente préxima a
obtida por Nafisi e colaboradores usando técnicas de espectroscopia, K; =
9,7 x 10°M~1* [50]. Essa diferenga entre os valores obtidos para K;, podem estar
correlacionadas ao intervalo de concentragao de cafeina [(0.15-12.5)mM] utilizada
por Nafisi em seu experimento, o0 que segundo nossa interpretacao, incluiria a

contribuicdo da transicido estrutural causada para cafeina.
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5.2.3 Baixaforcaidnica (PBS 1)

A figura 5.13 mostra o ajuste realizado no comprimento de contorno no regime
de baixa forga ibnica. Observe que o comprimento de persisténcia cai
monotonicamente, da maneira que pode ser descrito com o modelo de desordem de
um sitio. Igualmente ao que fizemos na secgédo 5.2.1, nossa analise se restringiu ao
intervalo de concentragdes de cafeina antes que a mudanga conformacional do DNA
ocorresse, neste caso, o intervalo foi de (0-4,5) mM.

Utilizamos dois modelos para descrever a variacdo do comprimento de
persisténcia, o0 modelo de Hill e 0 modelo de exclusdo de vizinhos (NEM). Note que
para o regime de baixa forga ibnica, os dois modelos conseguem descrever bem ao
comportamento do comprimento de persisténcia da molécula de DNA. Os parametros

fisico-quimicos extraido da analise desses modelos foram:

Modelo de Hill Modelo de exclusédo de vizinhos (NEM)
e K;=(1£0,3)x103M" o K;=(73140)x10°M™"
e n=1402 e N=15%03

o A, =(9+4) nm A; = (315%4,0) nm

A analise a partir do modelo de Hill nos indica que para esse regime da forca
iGnica nao existe cooperatividade (n = 1), ou seja, a ligagdo das moléculas de cafeina
no DNA ocorre através dos mondmeros de cafeina. A cooperatividade da cafeina esta
intimamente ligada a carga elétrica positiva que ela adquire ao sofrer protonagédo em
solucdo aquosa. Em solugdo com alta forga ibnica, os sais presentes na solugao,
‘blindam” a carga da cafeina e permite que ela forme agregados. Ao diminuirmos a
forca ibnica essa blindagem também é reduzida e impede a formagao dos agregados.
Esse comportamento nao é exclusivo da cafeina, de fato, nosso grupo de pesquisa

vem observando esse comportamento em outros ligantes que apresentam carga

elétrica em solucdo aquosa como, o berenil [46], a cisplatina [47] e a putrescina.
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Figura 5-13:PBS1- Ajuste do comprimento de persisténcia para forga ionica baixa. Ajuste de A feito
pelas isortemas de Hill e exclusdo de vizinhos (NEM). Note que ao contrario do regime de alta forga
ionica, para esse caso, os dois modelos conseguem descrever bem os dados experimentais.

A analise do modelo de exclusao de vizinhos (NEM), nos reporta N = 1,5, ou
seja, a cafeina ocupa 1,5 sitios na rede. Esse foi 0o mesmo valor é proximo ao que
encontramos quando analisamos o comprimento de contorno na secdo 5.1.1 e
evidencia, mais uma vez, que a intercalacdo nao € um dos modos de ligacdo da

cafeina.

Os valores encontrados para K; nos dois modelos s&o relativamente préximos
ao obtido no regime de alta forga ibnica e ao relatado na literatura [50]. Vale destacar
gue esses valores obtidos para a cafeina sdo muito baixos se comparados com outros
ligantes que em média tem K, ~ 10°. Isso evidencia que a cafeina ndo é um bom

ligante a molécula de DNA.
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Capitulo 6

6. Conclusoes

A partir do experimento de pingamento Optico foram realizados estiramentos na
molécula de DNA no regime entrépico afim de se obter a variagdo dos parédmetros
mecanicos como fungcdo da variacdo da concentracdo de cafeina em solucdo. Uma
vez que a cafeina apresenta carga em solugdo aquosa, Uutilizamos duas
concentragdes de saisdistintas para observar o efeito da forga ibnica sobre a interagcéo
DNA-cafeina.

Da analise do comprimento de contorno, com o auxilio do modelo de exclusao
de vizinhos, podemos concluir que a intercalagédo ndo € um mecanismo de interagcao
do complexo DNA-cafeina. De fato, da analise obtivemos N = 1, o que é incompativel
para intercalantes, uma vez que ao intercalar, o ligante achata os pares de base
vizinhos ao que ele intercalou. Intercalantes tipicos apresentam um coeficiente de
exclusao entre 2,0 e 3,5. Assim, 0 aumento do contorno causado pela cafeina deve
ser causado por uma mudanga estrutural ocasionado pela inser¢cao da cafeina nos

pares de base conforme relatado por H. Lang em [40].

A cafeina induz uma mudanga de conformagao na molécula de DNA (B-DNA
para A-DNA) a partir da concentragdo de 6 mM para o regime de forga ibnica alta e a
parir da concentragao de 4,5 mM para o regime de forga iGnica baixa. Essa mudanga
ocorre devido a desidratagdo da molécula de DNA causada pela ligagdo da cafeina
protonada ao esqueleto do DNA. Como consequéncia dessa mudanga
conformacional, podemos detectar uma reducdo do comprimento de contorno da
molécula de DNA no complexo DNA-cafeina. Em média, tivemos uma reducao de
0,34 A da distancia entre os pares de base (aproximadamente 10,3%) no regime de
forca idnica alta e uma redugdo de 0,12 A da distancia entre os pares de base
(aproximadamente 3,5%) no regime de forga ibnica baixa. Essa mudanga

conformacional (sobretudo essa redugao na distancia entre os pares de base), pode
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desempenhar um papel fundamental na de-intercalagao observada para intercalantes
na presenca de cafeina [10]. Como continuagao desse trabalho, iremos analisar via
pinga Optica a influéncia da cafeina sobre a ligagdo de intercalantes ao DNA, onde
esperamos compreender se de fato a mudanga conformacional é responsavel pela

de-intercalac&o (ou qual o seu papel no processo de de-intercalagéo).

Através da analise do comprimento de persisténcia, pudemos obter a constante
de interagdo da cafeina ao DNA (K;) e o coeficiente de Hill para os dois regimes de
forca iGnica e o numero de exclusdo para o regime de forga idnica baixa. Através da
comparagao do coeficiente de Hill, obtido nos dois regimes de forga idnica, pudemos
conclur que a cafeina sO6 apresenta cooperatividade (sendo mais preciso
cooperatividade positiva) no regime de forga idnica alta, onde em média trés
moléculas de cafeina se ligam simultaneamente ao DNA, no regime de forga idnica
baixa a cooperatividade desaparece. O efeito da forgca ibnica influenciar a
cooperatividade de ligantes carregados tem sido observado em nosso grupo
regularmente e nos parece ser um efeito geral. As constantes obtidas para a ligagéao
DNA-Cafeina foram: K; = (0,3 + 0,02)10°M~* no regime de forga idnica alta e K; =
(1,0 +£0,3)103M~1 para o regime de forga i6nica baixa, esses resultados estdo de

acordo com os resultados encontrados na literatura [50].

Como sequéncia desse trabalho, além do estudo da influéncia da cafeina na
ligagao de intercalantes a molécula de DNA, também faremos a analise da interagéao

da cafeina ao DNA no regime de altas for¢as (regime entalpico).
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Apéndice A: Regime entrépico

Nessa secao iremos apresentar a origem da elasticidade entropica da molécula
de DNA como sendo um efeito da flexibilidade da molécula e da maximizagdo da
entropia.

Efeito da flexibilidade e maximizacao da entropia

Ao ser posto em contato termodinamico com um meio aquoso, um polimero
flexivel ira dobrar sobre si mesmo até atingir um estado de equilibrio termodindmico
com o0 meio em que esteja em imerso. Isso acontece devido aos choques das
moléculas, que constituem o meio aquoso, ao longo da cadeia do polimero. Devido a
flexibilidade do polimero, a intensidade dos choques sofridos em uma dada porgéao do
polimero, faz com que essa parte se mova, saindo da conformacéo retilinea original
se expandindo nas outras dimensdes possiveis. Uma vez que o comprimento de
contorno do polimero é fixo, esses choques fazem com que as extremidades da cadeia
se aproximem uma da outra até que o polimero atinja uma conformagéo tal que os
choques ndo sejam mais capazes de alterar a posicao média das suas extremidades,
caracterizando assim o equilibrio termodinamico. Na figura A1 mostramos esse efeito.

- 4

- b
J\/‘ C
AVAVaS d

A 1-Elasticidade Entrépica de um polimero: (a) -Polimero inicialmente estirado. (b) -(c)- Polimeros sofrendo choques

com o meio em que esta inserido. (d) -Polimero em conformacgao de equilibrio.

Para que o polimero volte a ter uma conformacgao retilinea, sera necessario

aplicar uma forga f capaz de compensar o efeito dos choques com as particulas do
meio, separando assim suas extremidades. Na figura A 2 mostramos a aplicacao
dessa forga.
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A 2: Elasticidade entrépica: para mantero polimero estirado, é necessario aplicarumaforga f as suasextremidades.

Ao cessar a forca f o polimero retorna a sua posicao de equilibrio

termodinamico (figura A1-d). Podemos entdo atribuir uma forga?e como sendo
responsavel por levar o polimero novamente a posicdo de equilibrio toda vez que a
distancia entre as suas extremidades forem maior do que a distancia do conjunto de
conformagdes em equilibrio. De um ponto de vista simplorio, podemos imaginar o
polimero como uma mola que apods ser esticada retorna a sua posigao de equilibrio,
porém, a forca restauradora (_fe) nesse caso nao € oriunda da energia potencial
armazenada nas ligacdes entres os atomos de um material estatico (como no caso de
uma mola simples), mas é fruto da interagdo do polimero com as moléculas do meio
no qual ele esta inserido, atribuindo ao polimero uma certa elasticidade entropica, cujo
papel € o de manter o polimero em uma de suas conformacdes de equilibrio.

A origem desse comportamento elastico do polimero pode ser entendida ao
olharmos para sua entropia S.

S=K,InQ,
onde () representa 0 numero de conformagdes acessiveis ao polimero.

Note que quando a distancia entre as extremidades do polimero for igual ao
seu comprimento de contorno, ou seja, o polimero se encontra em uma conformagao
retilinea, existira somente uma conformagao possivel, de modo que Q =1e S = 0.

Quando a distancia entre as extremidades do polimero for menor que seu
comprimento de contorno, existirda um conjunto de conformagdes (Q) possiveis que
geram essa distancia. Esse conjunto sera tdo maior quanto menor for a distancia entre
as extremidades do polimero. Neste caso Q> 1eS > 0.

Pelo principio da maximizagado da entropia, um sistema termodinamico atinge
seu estado de equilibrio somente quando S é maximo. Assim, apds ser estirado, para
retornar ao estado de equilibrio, o polimero ira maximizar o numero de conformagdes
possiveis para seus segmentos internos aproximando suas extremidades uma da
outra.

A forca restauradora 78, responsavel por aproximar as extremidades do
polimero, é frequentemente denominada como forga entrépica de recuo, na figura 4.10
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da seg&o 4.3.2 a denominamos como F,, ,. Podemos?' estimar 7, através da energia
livre do sistema F:

F=K,TInZ

onde Z representa a fungdo de particdo da energia do polimero.

21 Para estimar _f; a partir de F é necessario utilizar um modelo (por exemplo o modelo WLC, segéo
3.3.4).
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