UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE FiSICA

JOSIANE APARECIDA DUARTE BATISTA

INVESTIGACAO DAS INTERACOES DA MOLECULA DE DNA COM
ELEMENTOS TERRAS-RARAS

JUIZ DE FORA

2023



JOSIANE APARECIDA DUARTE BATISTA

INVESTIGACAO DAS INTERACOES DA MOLECULA DE DNA COM
ELEMENTOS TERRAS-RARAS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Juiz de Fora, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em Fisica
Aplicada, para obtengdo do titulo de Doutora
em Fisica.

Orientadora: Maria José Valenzuela Bell

JUIZ DE FORA

2023



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Batista, Josiane Aparecida Duarte .

Investigagao das interagdes da molécula de DNA com elementos
terras-raras / Josiane Aparecida Duarte Batista. -- 2023.

103 f.

Orientador: Maria José Valenzuela Bell
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Juiz de Fora, Instituto
de Ciéncias Exatas. Programa de Pés-Graduagao em Fisica, 2023.

1. DNA. 2. Terras raras: Eurépio, Erbio, Itérbio e Neodimio. 3.
Pinga Optica. 4. Eletroforese. 5. Ligagao Cooperativa. |. Bell, Maria
José Valenzuela, orient. Il. Titulo.




Josiane Aparecida Duarte Batista

"Investigacdo das interacdes da molécula de DNA com elementos terras-raras"

Aprovada em 05 de Setembro de 2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Maria José Valenzuela Bell - Orientadora

Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof. Dr. Marcio Santos Rocha

Universidade Federal de Vigosa

Prof. Dr. Carlos Henrique Moreira Lima

Universidade Federal do Acre

Prof.2 Dr.2 Mariana da Costa Novo Pimenta Brandao

Universidade Federal de Vigosa

Eduardo Ferreira da Silva
Universidade Federal de Juiz de Fora

Virgilio de Carvalho dos Anjos

Universidade Federal de Juiz de Fora

Tese apresentada ao
Programa de P6s-
Graduacdo em  Fisica
da Universidade Federal
de Juiz de Fora como
requisito parcial a
obtencdao do titulo de
Doutor em Fisica. Area de
concentragdo: Fisica.



Juiz de Fora, 23/08/2023.

il
Sel
assinatura
eletronica

- -

&

e
il
Sel
assinatura
eletrdnica

- -

&

.
seil
assinatura
eletronica

- -

&

il
Sel
assinatura
eletrénica

-

&

il
sel
assinatura
eletrénica

-

&

p—
il
Sel
assinatura
eletrdnica

- -

&

Documento assinado eletronicamente por Marcio Santos Rocha, Usudrio Externo, em 05/09/2023,
as 17:48, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n®

10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Mariana da Costa Novo Pimenta Branddo, Usudrio
Externo, em 05/09/2023, as 17:49, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do

art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Maria Jose Valenzuela Bell, Professor(a), em 05/09/2023,
as 17:49, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n®

10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Eduardo Ferreira da Silva, Professor(a), em 05/09/2023,
as 17:49, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Virgilio de Carvalho dos Anjos, Professor(a), em
05/09/2023, as 17:49, conforme hordério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Carlos Henrique Moreira Lima, Usudrio Externo, em
05/09/2023, as 17:49, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf (www2.ufjf.br/SEIl) através
g% do icone Conferéncia de Documentos, informando o cédigo verificador 1424422 e o codigo CRC

| > 92A7746E.




Dedico este trabalho aos meus pais, Maria das
Gragas e Manoel, a minha irma Eliane, ao meu
cunhado Leandro e as minhas sobrinhas, a

Larissa e a Beatriz.



“E muito melhor langar-se em busca de conquistas grandiosas, mesmo expondo-se ao fracasso,
do que alinhar-se com os pobres de espirito, que nem gozam muito nem sofrem muito, porque

vivem numa penumbra cinzenta, onde ndo conhecem nem vitoria, nem derrota.”

Theodore Roosevelt

“A tarefa ndo ¢ tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda pensou

sobre aquilo que todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer

“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de resolver os

problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo.”

Albert Einstein

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo ¢ sendo uma gota de d4gua no mar. Mas o mar

seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta

“E justo que muito custe o que muito vale.”

Santa Teresa D’Avila



AGRADECIMENTOS

Agradecgo primeiramente a Deus, que me deu forca, coragem, determinacao e conduziu
minhas agdes para que eu agisse de forma correta para vencer todos os obstaculos para concluir
minha pos-graduagdo. Aos meus pais, Maria das Gragas Duarte Batista e Manoel Batista
Sobrinho, pelo amor e apoio incondicional no decorrer de mais uma etapa académica e por
nunca duvidar que esse dia chegaria e que eu seria a primeira doutora das familias DUARTE e

BATISTA.

A minha amada irm3, Eliane, por ser a pessoa que mais acreditou que esse dia chegaria,
por sonhar meu sonho comigo e por me fazer ndo desistir em meio as dificuldades que surgiram
durante esses anos, e também ao meu cunhado, Leandro. E agora a minha pequena sobrinha e
afilhada Larissa que me traz luz e amor em dias nao tdo radiantes, que impressionantemente
tem mais de mim do que poderia imaginar e assim como eu ¢ de uma insisténcia inacreditavel
para conseguir o que quer € a minha nova sobrinha, Beatriz, que chegou para mostrar que dias

melhores virdo, que um sorriso pode mudar o dia de alguém e trazer paz.

A minha madrinha Denise, seu esposo Julio e meus irmdos de coragdo Pyetro e Isabela,
que sempre me incentivaram a nunca desistir dos meus objetivos, por mais que me parecessem

tao distantes e dificeis de serem alcancados.

Ao companheirismo, momentos de descontracdo e carinho das minhas amigas de
republica de Juiz de Fora, Republica Girassol: Camila, Livia e Flaviana. E as minhas amigas de
Republica de Vigosa, Republica Tipo Fiona: Vanessa, Thais, Tais, Luane e Bruna. Que nessas
idas e vindas entre as duas cidades em meio a essa correria ndo deixaram de me fazer rir € me
incentivarem a continuar e dar sempre o meu melhor. As minhas amigas de republica do
mestrado, Republica Meninas: Maiara Cazotti, Juliana Paiva, Thais Pessoa e Joyce Salmaso
que mesmo cada uma tendo tomado seu destino e fisicamente estarmos distantes,
permaneceram presentes, grandes incentivadoras e sempre acreditaram na conclusao do meu

grande sonho de me tornar Doutora em Fisica.

A minha orientadora, Maria Jos¢ Valenzuela Bell, que foi extremamente receptiva e
disponivel a apresentar seu laboratorio e me receber para nos conhecermos pessoalmente, em
resposta a um pedido de um primeiro contato por e-mail, por ndo hesitar em me aceitar como
orientanda, acreditar em meu projeto e também na parceria entre os laboratérios: Laboratorio

do Grupo de Engenharia e Espectroscopia de Materiais (GE*M) do Departamento de Fisica da



Universidade Federal de Juiz de Fora e o Laboratorio de Fisica Biologica da Universidade
Federal de Vicosa (LFB), os quais tenho enorme gratidao e que sem essa parceria nao teria

chegado a esse momento.

Aos meus coorientadores, Marcio Santos Rocha e Virgilio de Carvalho dos Anjos, pela
atencao continua, ensinamentos, conselhos e principalmente pela confianca depositada durante
todo este periodo de convivéncia. Gostaria de ressaltar o nome do Marcio Santos Rocha que
pela segunda vez me coorientou e mais uma vez foi de uma generosidade, de um
companheirismo, de um incentivo e de tamanha ben¢ao em minha vida académica. Mércio, ndo
tenho palavras para agradecer tamanha atencao, sabedoria e empatia durante os dias de panico
na busca de resultados, em meio as adversidades no decorrer dos dias, obrigada por mais uma

vez acreditar em mim e estar junto comigo em busca do meu sonho.

Aos professores do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora,
pelas disciplinas ofertadas e por transmitirem conhecimento de uma forma tao singular e eficaz,
em especial aos professores Zélia Maria da Costa Ludwig, Gil de Oliveira Neto, Pablo
Zimmermann Coura e Virgilio de Carvalho dos Anjos por me darem as ultimas disciplinas da
minha vida académica. Gostaria de ressaltar o nome da professora Z¢élia Maria da Costa
Ludwig, uma pessoa impar, pesquisadora humana, mulher e representante da classe feminina,
iluminada e inspiradora, sua energia e sua luta sdo essenciais para dias melhores! Que prazer te

conhecer.

Aos colegas de Laboratorio do Grupo de Engenharia e Espectroscopia de Materiais
(GE*M) do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora pelos dias de

laboratdrio e pelas disciplinas cursadas juntos.

A Escola Estadual Pedro Lessa e toda sua equipe por construirmos juntos um histérico
de trocas de conhecimento desde o meu Ensino Médio, onde me formei em 2006. Em especial
as minhas amigas Meiry, Luciene, Lucia, Mayara, Did, Rubia e Nubia que nesses tltimos anos
de convivéncia se mantiveram sempre presentes, atenciosas e solicitas e também por estarem
em oragdes e acreditar em mim como pessoa, profissional e pesquisadora. Ao meu amigo,
professor e diretor Wilton Lopes que sempre esteve disponivel para me ajudar na correria do
dia a dia, sempre muito compreensivel e solicito. Ao meu primeiro professor de Fisica, Sérgio
Lopes, que tanto ama a Fisica e me apresentou essa nobre ciéncia, obrigada Sérgio, queria te
dizer que aquela menina curiosa de anos atras segue cultivando pela Fisica, o mesmo amor que

voce.



Aos meus amigos da Fisica Biologica, em especial aos meus queridos: Taty, Carlos,
Rany e Rayane, mesmo estando distantes do dia a dia do laboratorio estiveram sempre presentes
comigo em mais uma etapa da pos-graduagdo. Aos meus também amigos da Fisica Bioldgica:
Tiago e Leandro pelas orientagdes, convivéncias diarias, incentivos, parcerias de projeto e que
sempre me estenderam a mao quando eu mais precisei durante essa temporada no qual estive

de volta ao meu amado laboratorio.

Aos meus amigos da pos-graduagdo em Fisica da UFJF, em especial aos mais divertidos,
os quais passamos dias inesqueciveis, protagonizamos churrascos hildrios e assistimos a copa
do mundo: Leisa, Janaisa, Tiago, Delvany, Célio Lucas, Camila e Patrick e o agregado Douglas,

voceés fizeram os meus anos de doutorado mais divertidos € leves.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Fundagio
de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e o Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico Tecnologico (CNPq) pela aquisicdo de equipamentos e
manutencao dos laboratorios utilizados no decorrer dos anos de doutorado: Laboratorio do
Grupo de Engenharia e Espectroscopia de Materiais (GE?M) do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Juiz de Fora e o Laboratorio de Fisica Bioldgica da Universidade

Federal de Vigosa (LFB), assim como, pelo apoio financeiro.



SUMARIO

1 INTRODUQCAQ ...eevreeeerereresenesesesssessssesesssssssssessssssssssssssssssessssesssssssssssessssssssssens 15
2 DNA E TERRAS RARAS......ouvrenrrereersssssessessessesssssssssssssessessessessessessssssssssessessesses 17
2.1 DINA coovteteeteeressessessesssssssssssessessessessessssssssssessessessessessessessessssessessssessessessesssssessssessasses 17
2.2 TERRAS RARAS ......oourenreereeressessessessessesssssssssssssessessessesses e20
3 TECNICAS EXPERIMENTAIS: PINCA OPTICA E ELETROFORESE........22
3.1 PINCA OPTICA ..uueerreercrnncsesssesessesessssessssssessssssssssssssssssssssessssssesssesssssssssssssess 22
3.1.1 PRINCIiPIO DE FUNCIONAMENTO DE UMA PINCA OPTICA ..........coou.... 23
3.1.2 ESTRUTURACAO DO PORTA - AMOSTRA.....cvverrerrerrerresressesnsssssssessessessesses 27
3.1.3 TRATAMENTO DA SUPERFICIE INTERNA DELIMITADA PELO O-RING

............................................................................................. 28
3.1.4 PREPARACAOQO DE AMOSTRAS ...cveereererrerrnsresssssssssessessessessessessessessesssssssessesses 29
3.1.5  EXPERIMENTO......cuoeereereeseessssessessessessessesssssssssssssessessssessessessesssssessssassassassesses 31
3.2 ELETROFORESE ......cevueveeeersressessessessessessessessessssssessessesss .35
3.2.1 PREPARACAO DO GEL DE AGAROSE .......uuoeeueeeerereeeeneresnesessssesssssssessesssesses 36
3.22 PREPARACAO DE AMOSTRAS ..ovueereereereereesesssssssssssssessessessessesssssessessessssessesses 37
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooourerreeureeresnssnssssssessssssssssssssssssssssessssssssessases 39
4.1 OXIDO DE EUROPIO .......cceeeeeersrssessessessessesssssssssssssssssessessessessessessessessssessassesse 39
4.1.1 ESPECTROSCOPIA DE FORCA ......cuooeererrrnrrressssssessessessessssssssssssssssessessessesses 39
4.1.2  ELETROFORESE EM GEL.......coevcestesteeresressnssssssssssssessessessessessessessessessssessessesses 43
4.2 OXIDO DE ERBIQ .......ceerrrrerressessessessesssssessssessssssessessesss .45
42.1 ESPECTROSCOPIA DE FORCA .....ouoveereererrrersssnerssssessessessessessessessessssssssssessesses 46




4.2.2 ELETROFORESE EM GEL......uuuiiiinininnsnnnsncssnnssessssssnsssessscsssssssssssssasssssssess 49

4.3 OXIDO DE ITERBIO.......cuccererreresressessessessessessessessasssessessesses 53
432 ELETROFORESE EM GEL.........eceeueeenernssessesssssssssessessesssssssssessessassssssessssessassaes 57
4.4 OXIDO DE NEODIMIO ......ooeeeeerrreeresressessessessessessesssssssessssessessessessessessesssssssassesss 58
44.1  ESPECTROSCOPIA DE FORCA .....ocerrrrrrerresrrnssessessessessassssssessessassssssessessesssssses 58
442 ELETROFORESE EM GEL......u..ooeieieesessesssssessessesssssssssssessssesssessessessessassaesses 61
5 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS......ooveeeresrssressessssessssssessssessessans 64

APENDICE A: MODELO DE KRATKY-POROD: ENERGIA DE CONFIGURACAO
DA CADEIA ....uuierenrecninnennesnessesssessssssnsssessssssesssesssssssssssssassssssassssssssssssssassssssase 67

APENDICE B: HASTE CONTINUAMENTE FLEXIVEL - MODELO WLC —~(WORM-
LIKE-CHAIN- MODELO DE CADEIA VERMIFORME) 72

APENDICE C: EQUILIBRIO QUIMICO NAS INTERACOES DNA-LIGANTES ...... 79

APENDICE D: POSSIVEIS MODOS DE LIGACAO ENTRE LIGANTES E A
MOLECULA DE DNA ..cuuitciincissnssssssssssmsssssmssssssssssssmssssssssssssmsssssssssssssssssss 84

APENDICE E: ARTIGOS PUBLICADOS. ...c.ucueueeeeeeessssssssssesasssssssssssssssssssssssssssssasasssns 87

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooveuenreneensusssesssssassssssssessessssssssessassassssssessessassans 89



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Espessura da molécula de DNA e sua relagdo com o pareamento de bases. Imagem

1A A [22] ureieeiieeiee ettt e et e e etraeeearaa e 17
Figura 2 - Estrutura dos quatro nucleotideos do DNA. Imagem retirada de [22]. ................... 18
Figura 3 - Modelo para estrutura da molécula de DNA. Imagem retirada de [22]. ................. 19
Figura 4 - Formagao da dupla hélice do DNA. Imagem retirada de [22].......cccceeevveevciieenienns 20

Figura 5 - Tabela periodica evidenciando a série dos lantanideos. Imagem retirada de [31]. .21
Figura 6 - Aparato gerador da Pinga Optica. Imagem realizada pela autora da tese................ 23

Figura 7 - Reflexdo de dois feixes na superficie da microesfera. Os feixes incidem na objetiva
(elipse cinza) e refletem na superficie da microesfera. A forca resultante devido a
radiagdo possui direcdo vertical e sentido de baixo para cima. Quanto mais forte a
cor do perfil gaussiano maior o valor da intensidade do laser. A objetiva estad

representada pela elipse cinza na imgame. Imagem retirada de [45] ........cc......... 24

Figura 8 - Microesfera posicionada a esquerda do perfil gaussiano de intensidade do laser e
abaixo do foco da objetiva. Os raios incidentes sdo refratados pela microesfera.

Imagem retirada de [45]. oot 25

Figura 9 - Microesfera posicionada acima do foco do laser. For¢a resultante de dois feixes sendo

refratados apds o foco do laser. Imagem retirada de [45]. ....cccevieeciienieeiiennennnen. 26
Figura 10 - Porta amostra real sobre o suporte. Imagem realizada pela autora da tese............ 28

Figura 11 - Porta amostra sob luz intensa no estagio do microscopio da pinga Optica, o qual

temos o piezoelétrico acoplado. Imagem realizada pela autora da tese. ................ 29

Figura 12 - Possiveis situacdes de ligacdes da amostra depositada sobre a laminula. Imagem

TEHIAA A [A4]. oot et e e e e et e e ba e e eaaaeenaaeeen 31

Figura 13 - Estiramento da molécula de DNA. A microesfera sofre forcas de modulos iguais

pela pinga e pelo DNA. Imagem retirada de [46]. ....cccvveeveieeeiiieeiieecieeecee e 32



Figura 14 - Curva de for¢a de um DNA que se encontra dentro do regime entrépico com um

valor maximo de forca ¢ de 2 pN. Imagem retirada de [43] . .ooeeevveeeciieeeiieeeieens 33

Figura 15 - Cuba eletrolitica com solugdes depositadas no gel. Experimento em andamento.

Imagem realizada pela autora da teSe..........ceevuviieiieeeiiieeciieecee e 35

Figura 16 — Montagem do recipiente utilizado para formacao do gel e pogos de deposicao. Gel

de agarose. Imagem realizada pela autora da tese.........cccovveevveeeriieeniee e 37

Figura 17 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Eu;O3; em funcdo da
concentracdo de EuxO3 na amostra, Cr, para os dois tampodes utilizados: PBS 1,4

mM (circulos pretos) e PBS 154 mM (quadrados vermelhos)...........ccceevveenenennnen. 41

Figura 18 - Comprimento do contorno L (normalizado como o valor de DNA puro Lo) dos
complexos DNA-Eu,03 em fun¢do da concentragdo de EurO3 na amostra, Cr, para
os dois tampodes utilizados: PBS 1,4 mM (circulos pretos) e PBS 154 mM

(quadrados VErmelhos). .........oecuieriieiiieiieeie ettt ettt 43

Figura 19 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3
kpb. Observe que a intensidade da fluorescéncia ndo apresenta comportamento
sistematico e ndo ha atraso ou avango nas execucdes a medida que a concentragdo

de BEunOs QUMENTA. cooooiiiiiiiieiieeiee e 44

Figura 20 - Resultado equivalente da Figura 19 obtido para moléculas de DNA do plasmideo
PBR322. ettt ettt aeenaeenes 44

Figura 21 - Comprimento do contorno L dos complexos DNA-Er;O; em fungdo da

concentracao de ErsO3 na amostra, CEr. .....coovvveeeeeiiuiieeeeeiiee e e e 46

Figura 22 - Grafico da for¢a por extensao em regime de altas forgas da interacdo entre o Er;O3

€ aMOLECULA dE DINA . ..ot e e e e e e e e ee e e e e e e e areaaaaens 48

Figura 23 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-ErOs em funcdo da
concentracao de Er,O3 na amostra Cg.. O comprimento de persisténcia cresce até
atingir um valor maximo (~ 56nm) para uma concentragdo critica Cg= 0,04 uM. A
partir dessa concentragdo, A cai abruptamente para cerca de 18 nm e permanece

praticamente constante a partir dai nesta faixa de concentragao. ..........c.ccccveennenee. 48



Figura 24 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para 0 0xido de Erbio (Er203). ..o ueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e 50

Figura 25 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA circular de

PBR322 para 0 6xido de Erbio (Er203)......c.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51

Figura 26 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para 0 0xido de Erbio (Er203). c...vu e 52

Figura 27 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para 0 6xido de Erbio (Er203). ....o.cuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52

Figura 28 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Yb2O3 em fungdo da

concentracao de YboO3 na amoStra Cr......ecoeeiuviieieiiiiieecieee et 54

Figura 29 - Comprimento de contorno L dos complexos DNA-Yb2O3 em fungdo da

concentracao de YboO3 na amostra, Cr......cecviviieeeiiiiieeeeeiiee e 55

Figura 30 - Gréfico da for¢a por extensdao em regime de altas for¢as da interag@o entre o Yb203

€ aMOLECULA A€ DINA. ..o e e e 56

Figura 31 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o0 6xido de Tterbio (YD203). cuveeeiiiieiieeeeeeeeeeeeee e 57

Figura 32 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Nd>O3 em fungdo da

concentracao de Nd2O3 na amOStra CNd. «vveeeeeevvereeeiiiieeeeiieeeeeiieee e e eeiae e 59

Figura 33 - Comprimento do contorno L dos complexos DNA-Nd;O3; em funcdo da

concentracao de Nd2O3 na amoStra, CNd. «veeeeeevrereeeiirieeeeeiiieeeeecieeeeeeiieeeeeevreee e 60

Figura 34 - Gréfico da for¢a por extensdo em regime de altas for¢as da interagdo entre o Nd203

€ aMOLECULA dE DINA. ..o et e e e e e 61

Figura 35 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o 6xido de Neodimio (Nd203). ..cc.eevuerieniiiieiienieieeiereeeeeesieeeee e 62

Figura 36 - Regime de altas forgas (65 pN). a) Curva de forca x extensdo para uma molécula
de DNA puro. Imagem retirada de [23]. b) Curva de forga x extensdo para uma

molécula de DNA na presenca de Erbio (0,1uM). ¢) Curva de for¢a x extensio



para uma molécula de DNA na presenca de Itérbio (0,8 uM). d) Curva de forca x
extensao para uma molécula de DNA na presencga de Neodimio (0,150 uM)......63

Figura 37 - Vareta rigida de comprimento L que apods a agdo de uma forga encontra-se em

formato de um semicirculo. Imagem retirada de [43]......ccceeeeiieeciiieiiieeeeeeeieeee 67

Figura 38 - Esquema da variagdo do vetor posicdo r(s) o qual localiza um ponto arbitrario da
curva e do vetor unitario tangente £(s) em cada ponto ao longo da curva arbitraria,
onde os vetores encontram-se parametrizados ao longo da curva pelo comprimento

de arco s.Imagem retirada de [43] ...oeeeiieiiiiiee e 68

Figura 39 - Curva genérica de um polimero e seus vetores posi¢do. Imagem retirada de

Figura 40 - Fixando a constante de ligacdo quimica ki = 10* M e rma = 1 temos este
comportamento grafico que descreve a equagdo C.11 para alguns valores do

expoente de Hill (n). Imagem retirada de [43] ....c.ooovieeiieiieniieieeeieeeeceeeees 82
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RESUMO

Os oxidos de Eurdpio (Eu203), Erbio (Er203), Itérbio (Yb203) e Neodimio (Nd2053)
foram usados para avaliar a afinidade destes elementos de terras raras na interacdo com
moléculas de DNA de fita dupla. Para realizar o estudo, utilizamos espectroscopia de forga de
molécula unica com pingas Opticas e ensaios de eletroforese em gel. Os ensaios de
espectroscopia de forca mostram que todas as quatro terras raras estudadas apresentaram uma
forte interagdo com o DNA de fita dupla. A interacao entre o Eu,O3; e a molécula de DNA ¢
independente da forca idnica usada no ambiente circundante. O EuxO; tende a se ligar de forma
cooperativa, formando aglomerados de moléculas (~ 3) e apresenta uma alta constante de
ligagdo de associagdo de equilibrio da ordem de 10° M~ . Além disso, a eletroforese em gel
confirma o carater eletrostatico fraco da interagdo e mostra explicitamente que o Eu>O3 nao
interfere na intercalacao na dupla hélice. O Er,O3 apresenta uma forte interagdo com o DNA de
fita dupla, condensando-o fortemente para concentracdes acima de 0,04 pM, levando a uma
reducdo de mais de 50% do seu comprimento de contorno. Observamos também que essa
condensacdo € reversivel, pois para experimentos de altas forcas em uma concentracao de 0,1
uM do 6xido podemos atingir novamente o comprimento do contorno original do DNA. A
capacidade de compactagao da estrutura da molécula de DNA apresentada pelo Er,O3 torna-o
promissor para a aplicabilidade na terapia génica, por exemplo. Vimos que o Er>03, 0 Yb2O3 e
0 Nd>O3 impedem a desnaturagdo induzida por forca na cadeia da dupla hélice. Além de
possuirem alta afinidade com a molécula, pois possuem uma constante de ligacao de associa¢ao
de equilibrio da ordem de 10 M a 10’ M™!. Para 0 Yb,03 e 0 Nd2O3, observamos que além de
alta afinidade, eles sdo também cooperativos, indicando que quando se ligam a molécula de
DNA, colaboram com a préxima ligacao que acontecerd, formando aglomerados de moléculas
semelhantes ao Eu,0s. A cooperatividade ¢ medida pelo expoente de Hill, que ¢ obtido através
do comprimento de persisténcia em fungdo da concentragdo dos metais estudados
separadamente. Tais resultados demonstram o potencial das terras raras para interagir com
acidos nucléicos e sugerem fortemente que esses elementos de terras raras possam ser

considerados para o projeto de novos farmacos anticancerigenos a base de metais.

Palavras-chave: Eurépio. Erbio. Itérbio. Neodimio. DNA. Espectroscopia de forga de

molécula tnica. Pingas Opticas. Eletroforese. Ligagdo cooperativa.



ABSTRACT

The oxides of Europium (Eu203), Erbium (Er;03), Ytterbium (Yb203) and Neodymium
(Nd203) were used to evaluate the affinity of these rare earth elements in the interaction with
double stranded DNA molecules. To perform the study, we used single-molecule force
spectroscopy with optical tweezers and gel electrophoresis assays. Force spectroscopy assays
show that all four rare earths studied showed a strong interaction with double-stranded DNA.
The interaction between Eu,0Os3 and the DNA molecule is independent of the ionic strength used
in the surrounding environment EuxO3 tends to bind cooperatively, forming clusters of
molecules (~ 3) and exhibits a high equilibrium association binding constant of the order of 10°
M™!. Furthermore, gel electrophoresis confirms the weak electrostatic character of the
interaction and explicitly shows that EuO3 does not interfere with drug intercalation in the
double helix. Er,O3 has a strong interaction with double-stranded DNA, strongly condensing it
for concentrations above 0.04 puM, leading to a 50% reduction in its contour length in a
concentration of 0.1 uM of the oxide. ErOs's ability to compact the structure of the DNA
molecule makes it promising for applicability in gene therapy, for example. We have seen that
Er03, Yb2O3 and Nd»O3 prevent the force indiced melting of the double helix chain, in addition
to having high affinity with the molecule, as they have an equilibrium association binding
constant of the order of 10° M to 10’ M™!. For Yb,03 and Nd,O3, we observed that in addition
to high affinity, they are also cooperative, indicating that when they bind to the DNA molecule,
they collaborate with the next binding that will happen, forming clusters of molecules similar
to EuxOs. The cooperativity is measured by the Hill coefficient, which is obtained through the
persistence length as a function of the concentration of the metals studied separately. Such
results demonstrate the potential of rare earths to interact with nucleic acids and strongly
suggest that these rare earth elements can be considered for the design of new metal-based

anticancer drugs.

Keywords: Europium. Erbium. Ytterbium. Neodymium. DNA. Single molecule force

spectroscopy. Optical tweezers. Electrophoresis. Cooperative binding.
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1 INTRODUCAO

O desenho racional de novos medicamentos para quimioterapias e outros tipos de
tratamentos para doencas humanas ¢ um topico importante na farmacologia e areas afins. Em
particular, os compostos a base de metal constituem uma classe de drogas amplamente
empregadas nas quimioterapias atuais [1, 2], especialmente o composto cisplatina com base em
platina e seus derivados [3-6]. Por outro lado, avangos no desenvolvimento de medicamentos
baseados em metais e semimetais como Ruténio, Osmio, Iridio, Ferro, Ouro, Vanadio, Arsénico
e outros foram recentemente relatados [1]. No entanto, estudos usando elementos de terras raras

SA0 €Scassos.

O Europio (Eu) ¢ o metal de terras raras mais reativo, € um estudo anterior realizado
com um composto a base de Eu em particular alcangou resultados promissores com relacao ao
desenvolvimento de drogas anti-cancer a base de Eu [7]. Esse composto, projetado para ligar
varios anéis aromaticos ao atomo do Eu, interage com o DNA via ligagao hidrofobica as fendas
da dupla hélice com uma constante de ligagdo de associac¢do de equilibrio da ordem de 10> M-
!, exibindo também atividade antimicrobiana [7]. No entanto, como os anéis aromaticos por si
s0 podem interagir com o DNA por meio de ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e
de empilhamento de n-m [8, 9], ¢ dificil discriminar o efeito real do elemento Eu nesse
composto. Além disso, a afinidade do eurdpio com o DNA de fita simples também foi

demonstrada recentemente [10].

O Erbio (Er), o Itérbio (Yb) e o Neodimio (Nd) sdo metais de terras raras que,
diferentemente do Eurdpio, ndo oxidam facilmente, sendo estaveis no ar, macios, maleaveis e
ducteis. imas permanentes de Neodimio vem sendo usados para manipular a molécula de DNA,
sendo possivel a obten¢do de informacdes mecanicas importantes da molécula, como
comprimento de contorno (que mede a distdncia ponta a ponta) e o comprimento de persisténcia
(que nos fornece a “elasticidade”). Para além do uso desses imas, no presente trabalho buscamos
investigar a interagdo direta entre o 6xido de Neodimio e a molécula de DNA, assim como, os

outros dois dxidos (Erbio e Itérbio).

Para realizar o estudo, utilizamos espectroscopia de for¢ca com pingas Opticas € ensaios
de eletroforese em gel. Hoje, a espectroscopia de for¢a de molécula tnica € reconhecida como
uma técnica avangada para estudos sobre as interacdes entre acidos nucléicos e ligantes, como
drogas e proteinas, podendo fornecer informagdes sobre os modos de ligagdo e sobre a fisico-

quimica da interacdo [11-13]. A eletroforese em gel, por outro lado, € uma técnica classica que
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permite observar o comportamento de um grande conjunto de moléculas de acidos nucléicos,

complementando assim, a analise de moléculas tnicas obtidas por espectroscopia de forga.

No presente estudo, investigamos os efeitos do Eurdpio, do Erbio, do Itérbio e do
Neodimio na molécula de DNA de cadeia dupla usando os compostos estaveis mais simples
que contém esses elementos, os 6xidos: 6xido de eurdpio (Eu203), 6xido de érbio (Er203), 6xido
de itérbio (Yb203) e 6xido de neodimio (Nd203). O eurdpio puro ndo pode ser usado aqui

porque o elemento ¢ muito reativo e se oxidaria rapidamente na cadmara de amostra.

Nossos resultados mostram que o Eu203, Yb203 e 0 Nd2O3 se ligam cooperativamente a
dupla hélice com uma constante de liga¢do de associacdo de equilibrio da ordem de 10° M,
10° M e 107 M, respectivamente, por exemplo, proximo ao encontrado para muitos
medicamentos anticancerigenos comerciais. Assim, o objetivo do presente estudo ¢ mostrar o
potencial das terras raras Eurdpio, Erbio, Itérbio e Neodimio para interagir com acidos
nucléicos e motivar o desenvolvimento de novos medicamentos anticancerigenos baseados no
Eu203 para quimioterapias e para terapia génica baseada no Er2O3. Assim como, investigar
outras possiveis ligacdes e interacdes do Yb2O3 e Nd2Os a molécula de DNA e suas

potencialidades.

Esta tese apresenta 5 capitulos. No capitulo 1 temos uma breve introdu¢do. No capitulo
2 discutimos brevemente sobre a molécula de DNA e os elementos terras raras. O capitulo 3
destina-se as técnicas experimentais utilizadas: pingas Opticas e a eletroforese, assim como, 0s
protocolos de preparagdo de amostras usadas em cada técnica. No capitulo 4 apresentamos 0s
resultados experimentais obtidos utilizando as técnicas de pinga Optica e eletroforese sobre a
interagdo dos 6xidos de terras raras e a molécula de DNA e por fim no ultimo capitulo, fechamos
a tese com as conclusdes acerca dos resultados obtidos e as perspectivas futuras almejadas.
Apos as conclusoes e as perspectivas futuras temos ainda os apéndices, sendo eles: Apéndice
A: O Modelo de Kratky-Porod: Energia de configuragdo da cadeia, o Apéndice B: O Modelo
WLC, o Apéndice C: O Equilibrio quimico nas interagdes DNA - ligantes, o Apéndice D:
Possiveis Modos de Ligagao entre Ligantes ¢ a Molécula de DNA e por ultimo o Apéndice E,

contendo os Artigos publicados.
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2 DNA E TERRAS RARAS

Neste capitulo ¢ apresentada a estrutura da molécula de DNA e as caracteristicas das
Terras raras utilizadas no presente trabalho. A abordagem inclui um breve historico da traducao
teorica da estrutura molecular do DNA que concedeu a James Watson e Francis Crick o Prémio

Nobel de Medicina no ano de 1962.
2.1 DNA

Inspirados na metodologia empregada por Linus Pauling para a elaboragdo de modelos
de proteinas, James Watson e Francis Crick em 1953 traduziram teoricamente a estrutura da
molécula de DNA em que os nucleotideos, mondmeros da molécula, ligam-se em longas
cadeias por meio do grupo fosfato e da hidroxila da pentose (desoxirribose). Esta elucidacao da

molécula de DNA concedeu-lhes o Prémio Nobel de Medicina de 1962. [14-22]

O modelo estrutural da molécula de DNA confirmou o que sua elevada densidade
apontava a presenca de mais de uma cadeia (fitas duplas). As fitas duplas sdo antiparalelas
(cadeias com orientagdes opostas) e ligadas por pontes de hidrogénio com distancia uniforme
de 20 angstroms (espessura da molécula de DNA, como mostrado na Figura 1) e possuem uma

distancia de 34 angstroms quando completam uma volta [21,22].

Figura 1 - Espessura da molécula de DNA e sua relagdo com o pareamento de bases. Imagem

retirada de [22].
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A molécula de DNA ¢ entdo formada por quatro nucleotideos, estes por sua vez,

formam-se pela ligagdao entre um grupo fosfato (PO, ), uma desoxirribose (um agucar do tipo
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pentose) e uma base nitrogenada. Quanto as bases nitrogenadas da molécula de DNA, temos: a
adenina, a timina, a guanina e a citosina, responsaveis pela diferenciacao dos nucleotideos. As
bases nitrogenadas apresentam classificagdo mediante a presenca de similaridades estruturais
quimicas: a timina e a citosina sdo chamadas de pirimidinas e a adenina e a guanina chamadas

de purinas como mostram a Figura 2 [19-22].

Figura 2 - Estrutura dos quatro nucleotideos do DNA. Imagem retirada de [22].
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A ligagao fosfodiéster dos nucleotideos na cadeia (ligagdo entre a hidroxila ligada ao

carbono 3’ da pentose de um nucleotideo e o fosfato do nucleotideo seguinte) como mostrado
na Figura 3, fornece uma grande resisténcia quimica a molécula de DNA, molécula
quimicamente estavel, o que viabiliza a continuidade da seqiiéncia de seus nucleotideos, cada
seqiiéncia de nucleotideos carrega informagdes unicas da molécula. A individualizacdo da
molécula de DNA depende da sequéncia de bases que a compdem e do tamanho da molécula,

e sua quantificac¢do ¢ dada pelo numero de pares de base (bp) [14-19].
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Figura 3- Modelo para estrutura da molécula de DNA. Imagem retirada de [22].
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Outro fator relevante descoberto quanto a estrutura da molécula de DNA refere-se a
quantidade das bases nitrogenadas. A soma total entre a timina e a citosina ¢ sempre igual a
soma entre a adenina e a guanina, ou seja, a quantidade de pirimidinas (T+C) e purinas (A+G)
¢ 1déntica (T+C = A+G). As ligagdes ocorrem entre a adenina e timina e entre a citosina € a
guanina, obedecendo sempre uma purina e uma pirimidina, para que isso aconteca a quantidade
de adenina e timina ¢ sempre a mesma, assim como, a quantidade de citosina e guanina. Isso
ndo garante que a soma entre uma adenina e uma timina seja igual & soma entre a citosina e a

guanina [19-22].

Propriedades mecanicas da molécula de DNA (comprimento de contorno, comprimento
de persisténcia, distdncia ponta a ponta quadratica média, raio de giro e etc.) sofrem mudancas
significativas quando submetidas a presenga de farmacos, enzimas, proteinas, polimeros,
elementos quimicos, dentre outros. Varias técnicas vém sendo empregadas e inimeros estudos
desenvolvidos em diversas areas, a fim de aplicacdes mais diversificadas possiveis. No presente
trabalho utilizamos a técnica de pingamento Optico para avaliar duas dentre essas propriedades
mecanicas da molécula de DNA na presenca de terras raras: o comprimento de contorno € o

comprimento de persisténcia.
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Figura 4 - Formagao da dupla hélice do DNA. Imagem retirada de [22].
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O comprimento de contorno (L) da molécula de DNA ¢ dado pela medida da distancia
ponta-a-ponta ao longo da cadeia, ou seja, sua distancia linear, desde que nado esteja esticado
além do seu comprimento natural. J4 o comprimento de persisténcia (A) mede a rigidez de
flexdo, ou seja, quanto maior a dificuldade encontrada em dobrar uma molécula, maior seu

comprimento de persisténcia e vice-versa. [23-30]
2.2 TERRAS RARAS

A série dos lantanideos esta compreendida entre os elementos de nimeros atémicos 57
e 71 da tabela periodica, como indicado na Figura 5. Inicialmente, esses elementos eram
chamados de terras raras, por serem de dificil separa¢do e raramente descobertos no ambiente.
Atualmente, esses elementos admitem ambas as denominag¢des, mas ndo sdo tdo escassos €

dificeis de encontrar, como antes [32, 33].

No presente trabalho, estudamos interagcdes da molécula de DNA com quatro dessas
quinze terras raras. A interacdo do europio foi a primeira a ser investigada. O eurdpio ¢ o mais
reativo entre os lantanideos, apresenta uma ductilidade elevada e possui diversas
aplicabilidades: em tubos de imagem para TV, na fabricagdo de pigmentos em ladmpadas

fluorescentes entre outras aplicagdes. Seguido do érbio, um elemento maledvel, macio e
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relativamente estavel no ar, ndo oxidando t3o rapidamente quanto outras terras raras, usado em
laser para tratamento de lesdes e cirurgias de pele, laser de alta poténcia para corte de tecido
0sseo, entre outros. Ja o itérbio é macio e ductil, aplicado em dispositivos de memoria, em tubos
de raios-X e lasers, na melhoria da resisténcia mecanica do aco ¢ como catalisador industrial.
E por ultimo, o neodimio, um elemento pouco reativo, macio ¢ maledvel o qual vem sendo
empregado na fabricag¢do de super imas permanentes, alto-falantes, fones de ouvido e filtros de

luz em lentes oculares. [32,33].

Figura 5- Tabela periodica evidenciando a série dos lantanideos. Imagem retirada de [31].
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As terras raras apresentam varias aplicabilidades, entre elas podemos destacar: a

utilizacdo dos o6xidos como marcador luminescente em ensaios bioanaliticos, sondas
espectroscopicas e luminoforos para iluminagdo. Entretanto, entre as quatro terras raras desse
estudo somente o eurdpio possui luminescéncia forte na regido do visivel (forte emissor),
enquanto o neodimio, o érbio e o itérbio apresentam luminescéncia fraca (fracos emissores)

[32,33].

Nota-se que o ambito de aplicabilidades das terras raras vai além das mencionadas até
0 momento, nos ultimos anos vem sendo investigadas aplicagdes bioldgicas como marcadores
em imunologia, possiveis interacdes da molécula de DNA, tracadores para acompanhamento
de distribuicdo de farmacos, ou seja, na fungdo de sondas espectroscopicas de biomoléculas

[32,33].
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3 TECNICAS EXPERIMENTAIS: PINCA OPTICA E ELETROFORESE

Neste capitulo apresentaremos um breve historico da técnica de pingamento optico, o
principio de seu funcionamento baseado na descricdo geométrica, além de descrevermos todo
o protocolo utilizado para realizarmos os experimentos, compreendendo desde a estruturagao
do porta-amostra até a realizacdo das medi¢cdes. Em seguida, apresentaremos também a técnica
de eletroforese, a preparagdo do gel de agarose e por fim, o protocolo da preparagdo das

amostras utilizadas na corrida eletroforética.
3.1  PINCA OPTICA

Desde que foi inventada por Arthur Ashkin e seus colaboradores, em 1969, a técnica de
Pinga Optica vem sendo desenvolvida e aplicada em varias 4reas cientificas, por ser uma das
técnicas mais versateis e precisas em estudos que abrangem as escalas sub nanométricas
(atomos e moléculas simples) a micrométricas (com aplicacdes principalmente em sistemas
biologicos). No ano de 2018 obteve o reconhecimento de sua importancia, sendo atribuido a
Ashkin o Prémio Nobel de Fisica [34-41]. No presente estudo, essa técnica apresenta papel
crucial para o desenvolvimento e qualidade dos dados obtidos entre a interagdo das terras raras:
Eurépio, Erbio, Itérbio e Neodimio e a molécula unica de DNA. A Figura 6 mostra o aparato

gerador da Pinca Optica, na qual se desenvolveu o presente trabalho.

A pinga Optica utilizada consiste em um laser infravermelho de estado solido A = 1064
nm (CNI Laser, China) montado em um microscopio Nikon Ti-S invertido com uma objetiva
com aumento de 100X e abertura numérica de 1.4, um piezoelétrico (PINano P-545, Physik
Instrumente), um computador e um caminho 6ptico. O caminho 6ptico ¢ a combinagao de uma
série de cubos e espelhos capazes de direcionar o laser para o microscéopio. Este caminho optico
diminui a intensidade do feixe para a ordem de miliwatts (mW) obtendo for¢as da ordem de
piconewtons (pN). O laser focalizado pela objetiva é usado para prender as esferas de
poliestireno ligadas as moléculas de DNA, para que essas possam ser manipuladas e esticadas
movendo o estagio do microscopio. Para realizar essa manipulacdo, usamos um dispositivo

piezoelétrico [42-45].
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Figura 6 — Aparato gerador da Pinga Optica. Imagem realizada pela autora da tese.

3.1.1 PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DE UMA PINCA OPTICA

Basicamente o principio de funcionamento de uma pinga Optica deve-se a competicao
de dois fendmenos Opticos: a reflex@o e a refracdo do laser gaussiano, quando hé a incidéncia
do feixe de luz do laser sobre um objeto dielétrico com indice de refragdo maior do que o da
solugcdo onde esta inserido. Para melhor descrevermos o principio de funcionamento de uma

pinga Optica farei a divisdo desses dois fendmenos.

Sabe-se que de acordo com a teoria eletromagnética de Maxwell, a luz transfere

momento quando incide no meio e reflete, devido a variacdo do momento, este meio sofre uma

for¢a (F,4q). A intensidade dessa for¢a (F,,4) depende da pressdo de radiacdo (Proq = %),

onde I ¢ a intensidade do laser e ¢ a velocidade da luz no vacuo (3x108m/s) e da area (A)
sobre a qual o feixe incide. Ela depende também, da poténcia da luz incidente (mW) e da sua
velocidade de propagagdo no meio [42-45]. Usando essas duas relagdes é possivel estimar seu

valor. Logo a variagdo de momento do laser gera uma forga (F,,4) de,
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Fo_p AL 2Py 2x1073W ~ 10 N )
rad = frad- 4= 7 7= 3X108? = p
Sendo P,; a poténcia do laser. A pressdao de radiagdo ¢ dada pela reflexdo de parte da

intensidade total incidente na microesfera.

Para efetuarmos a anélise qualitativa da pinga Optica e estudarmos a intera¢do dos feixes
do laser que incidem na objetiva, utilizamos uma microesfera dielétrica, com o intuito de evitar
grande absorcao e usufruir de sua simetria simples, como mostra a Figura 7. A reflexao desses
raios na microesfera gera uma variacdo no momento do feixe, o qual ¢ transferido para a
microesfera. A forca resultante Fy que atua sobre a microesfera mediante a soma das a¢des das
forgas individuais dos dois feixes F; e F, empurram a microesfera para cima. A forga resultante

Fr nada mais ¢ do que a for¢a de radiagdo (F,.q) [42-45].

Figura 7 - Reflexdo de dois feixes na superficie da microesfera. Os feixes incidem na objetiva
(elipse cinza) e refletem na superficie da microesfera. A forca resultante devido a radiacdo
possui direcao vertical e sentido de baixo para cima. Quanto mais intensa ¢ a cor do perfil

gaussiano maior o valor da intensidade do laser. A objetiva esta representada pela elipse cinza

na imagem. Imagem retirada de [45].

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser
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O segundo fendmeno que ocorre quando ha a incidéncia de radiacdo sobre a microesfera
¢ o fenomeno de refracao dos raios incidentes mediante a mudanca de meio, como mostra a
Figura 8. Esse fendmeno gera outro tipo de for¢a, chamada de forca gradiente. Observe a figura
abaixo, temos novamente dois feixes incidindo sobre a microesfera e por ela sendo refratados.
Agora, a microesfera encontra-se a esquerda do perfil gaussiano de intensidade do laser e antes
do foco da objetiva. Nota-se que quando o raio (1) incide na microesfera, mudando de meio,
sua velocidade de propagacao se altera (fendmeno de refragdo) e conseqiientemente ¢ desviado
da sua trajetdria de incidéncia, causando uma variagdo do momento. Para que o momento total
se conserve ndo violando assim os principios fisicos, 0o momento da microesfera também varia,
mas em sentido contrario ao do raio incidente. Pela segunda lei de Newton para o raio (1) temos
a forca F; como mostrado na figura, analogamente o mesmo fendmeno ocorre quando o raio
(2) incide na microesfera, onde a forca F, possui maior intensidade comparada a forca F; devido
ao perfil gaussiano de intensidade do laser (quanto mais intensa ¢ a cor do perfil gaussiano
maior o valor da intensidade do laser), a soma das forgas F;e F, resulta na forca Fg que conduz

a microesfera para o foco do laser.

Figura 8 - Microesfera posicionada a esquerda do perfil gaussiano de intensidade do laser e
abaixo do foco da objetiva. Os raios incidentes sdo refratados pela microesfera. Imagem

retirada de [45].
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Outra situagdo possivel ¢ quando a microesfera encontra-se acima do foco, como mostra
a Figura 9 novamente os feixes que incidem na microesfera sofrem refracao. A forca resultante
agora conduz a microesfera para baixo, ou seja, mais uma vez a forca resultante conduz a
microesfera para o foco do feixe do laser. Logo, independentemente da microesfera estar acima
ou abaixo do foco do laser, a forca resultante dos feixes sempre a conduzird para o foco do feixe

do laser, ficando sempre aprisionada na regiao focal do laser [42-45].

Figura 9 - Microesfera posicionada acima do foco do laser. For¢a resultante de dois feixes

sendo refratados ap6s o foco do laser. Imagem retirada de [45].

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Como mencionado anteriormente, o indice de refragdo da microesfera ¢ maior do que o
indice de refracdo do meio a qual ela se encontra, caso contrario, a forca gradiente a qual ela ¢
submetida mediante a refracdo dos raios incidentes nela nao seriam capaz de conduzi-la em

direcdo ao foco e sim para mais longe do mesmo. Logo, o pingamento ndo ocorreria.

Vale enfatizar que para efetuarmos essa analise qualitativa simplificada e geométrica
(onde o comprimento de onda lambda € muito menor do que o raio da microesfera) estudamos

apenas a interagdo entre dois feixes com a microesfera, porém, sabemos que no interior da
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mesma ocorrem inumeras reflexdes e refracdes. Caso tivéssemos um comprimento de onda
lambda muito maior que o raio da microesfera e considerassemos todas as reflexdes e refragoes
existentes, esses resultados nao mais seriam validos, pois a dptica geométrica ndo seria capaz

de descrevé-lo.

Para pequenos deslocamentos da microesfera temos um pogo de potencial optico. A
curvatura desse pogo € dada pela constante de forca da pinga Optica K. Para poténcias altas do
laser temos valores elevados de K que caracterizam pogos mais fechados e abruptos, enquanto
para poténcias baixas temos valores baixos de K e pogos mais suaves e abertos, ou seja, quanto

maior o valor de K maior serd a estabilidade do pingamento da microesfera.
3.1.2 ESTRUTURACAO DO PORTA - AMOSTRA

O primeiro passo para a realizacdo do experimento na pinga Optica € a construgdo € a
preparagdo do porta-amostra utilizado. O porta-amostra ¢ composto por um o-ring (um anel de
borracha de raio 0,4 cm) e uma fina laminula de vidro (a verificacdao da existéncia de apenas
uma laminula € algo importante a se fazer, pois € necessario garantir que duas ou mais laminulas
ndo estejam grudadas, visto que, elas sdo realmente muito finas, a espessura da laminula ¢ de
aproximadamente 0,15 mm, e ao serem armazenadas, acabam colando uma nas outras, o que

pode implicar, a perda do experimento).

A seguir, a fina laminula de vidro ¢ aquecida sobre uma chapa, e nesta mesma chapa, a
parafina ¢ derretida sobre outra laminula mais grossa. Com o auxilio de uma pinga o o-ring ¢é
colocado sobre a parafina derretida, em seguida, ¢ retirado e colocado sobre a fina laminula de
vidro, tem-se assim, o porta-amostra do experimento. Logo apds, o porta-amostra € retirado da
chapa e colocado sobre um suporte onde sera resfriado a temperatura ambiente (como mostrado
na Figura 10). Em seguida, ¢ necessario a conferéncia da correta fixacdo e vedacdo do o-ring
na laminula, essa verificagdo ¢ essencial para minimizar a ocorréncia de possiveis vazamentos
posteriores, o que acarreta a perda da solugdo experimental e/ou que o o-ring solte da laminula
durante a realizacdo do experimento, perdendo assim, o experimento. Apods a verificagdo, a

superficie do porta-amostra ¢ tratada.
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Figura 10 - Porta amostra real sobre o suporte. Imagem realizada pela autora da tese.

3.1.3 TRATAMENTO DA SUPERFICIE INTERNA DELIMITADA PELO O-RING

Para a deposicao da solucao de estudo, composta pelo DNA do bacteriéfago lambda
biotinilado e cada uma das terras raras, se faz necessario o tratamento do porta-amostra através
do recobrimento da superficie, para que assim, seja possivel a ligagdo de uma das extremidades
do DNA biotinilado a superficie da laminula. O processo de recobrimento da superficie interna
do o-ring inicia-se pela inser¢ao de 20 pl da proteina albumina de soro bovino biotinilada, BSA-

biot (em uma concentragao de 1,9 mg/ml).

Ap6s a deposi¢ao da BSA-biot no interior da laminula, deve-se evitar o crescimento e a
proliferagdo de bactérias na superficie recoberta. Para isso, o porta-amostra ¢ direcionado ao
fluxo, e permanece nele por 20 minutos com a luz ultravioleta acesa. Passados os 20 minutos,
o porta-amostra ¢ retirado do fluxo e o excesso da proteina depositada no interior da superficie
delimitada pelo o-ring ¢ subtraida. Em seguida, a superficie do interior do o-ring ¢ lavada com
20 pul de uma solugdo tampao, o tampao A, constituido de 40 mM de KCI, 25 mM de Tris HCI
e 10 mM de MgCl2, com 8,0 de pH.

A afinidade existente entre a vitamina biotina e a proteina estreptavidina promove a
ligagdo das mesmas as extremidades da molécula de DNA, de maneira que uma dessas
extremidades biotiniladas liga-se a microesfera e a outra a superficie da laminula que esta

recoberta com a BSA-biot.

Apos a lavagem com o tampao A, 20 ul da proteina estreptavidina em solugdo tampao
PBS (STP-PBS em concentragao 0,25 mg/ml) ¢ adicionada a superficie e novamente o porta-

amostra ¢ levado ao fluxo, permanecendo por mais 20 minutos. Essa parte do recobrimento da
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laminula € justificada pelo fato da necessidade de ligacdo da BSA biotinilada a proteina

estreptavidina.

Novamente, retira-se o porta-amostra de dentro do fluxo para que o excesso do
recobrimento com a estreptavidina seja subtraido com um auxilio de uma ponteira, e por fim, a
ultima lavagem da superficie ¢ realizada com 20 pl da solu¢do do tampao PBS com pH neutro
(pH=7,4) a concentragdo de 150 mM, concluindo assim, o tratamento da superficie interna
delimitada pelo o-ring. Em seguida, adiciona-se uma pequena gota de 6leo na objetiva, para
que assim, o porta-amostra seja colocado sob a luz do microscopio da pinga Optica por em média

15 minutos (como mostrado na Figura 11).

Figura 11 - Porta amostra sob luz intensa no estagio do microscopio da pinga dptica, o qual

temos o piezoelétrico acoplado. Imagem realizada pela autora da tese.

3.1.4 PREPARACAO DE AMOSTRAS

A configuracdo ideal para efetuar o pingamento Optico de uma molécula de DNA ¢
dado por uma de suas extremidades ligada a superficie do porta-amostra que estara recoberta
com a proteina estreptavidina, proteina essa, que possui uma afinidade significativa com a
vitamina biotina e a outra extremidade ligada a microesfera de poliestireno, também recoberta

com estreptavidina. Logo, o primeiro passo para que essa ligacao aconteca € biotinilar o lambda
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DNA (48.502 pares de bases, New England Biolabs) usado nos experimentos, ou seja, marcar

suas extremidades com a vitamina biotina, o que chamamos de processo de biotinilizagao.

A Dbiotinilizacdo ¢ realizada de antemdo no laboratério (LFB) por um integrante
do grupo. O DNA biotinilado fica armazenado na caixa de estoque e ¢ mantido
refrigerado, garantindo assim, a qualidade e um padrdo do DNA utilizado em todos os
experimentos que seguem o mesmo protocolo por todos do grupo. A biotinilizacdo do DNA ¢
fundamental e indispensavel, devido a necessidade de liga¢do das extremidades da molécula de
DNA a microesfera e a superficie da laminula, tornando possivel a realiza¢ao dos estiramentos
necessarios sem que suas extremidades se soltem, o que possibilita a permanéncia da mesma

molécula de DNA durante todo o experimento [45].

A amostra é composta por 20 pl de PBS (Phosphate Buffer Saline em concentragdo de
NaCl = 150 mM), uma solugdo tampao com pH 7,4 previamente agitada no vortex, 6 ul de A
DNA (48 kbp) biotinilado, 100 vezes diluido, que inicialmente ¢ levemente homogeneizado
com a ajuda de uma pipeta e 0,6 pl de microesferas de poliestireno (com diametro de 3 pm)
recobertas com estreptavidina (PS-STP). Inicialmente em estoque, a solu¢do de microesferas
encontra-se praticamente transparente, como o volume € muito pequeno € necessario verificar
a cor para garantir que realmente o volume necessario tenha sido pipetado, sendo assim, agita-
se o eppendorf contendo a solucao de microesferas com o auxilio de um vortex até que o volume
da solugdo no eppendorf possua uma cor esbranquicada, em seguida, retira-se o volume

necessario e assim verifica-se a cor e o volume (os 0,6 pl) na ponteira.

O préximo passo € homogeneizar delicadamente com o auxilio da pipeta toda a solugdo
da amostra: PBS + DNA + PS-STP e em seguida levar ao banho térmico que se encontra a uma
temperatura de aproximadamente 37° C e deixa-la por uma hora. Logo ap6s, o eppendorf ¢
retirado de dentro do banho térmico e acrescenta-se 74 pl de PBS previamente agitado no
vortex, completando assim, um volume total de 100ul de solugao final que sera levado ao porta-
amostra previamente montado que ja se encontra sobre o microscopio da pinga. Deposita-se a
amostra no interior da superficie do o-ring do porta-amostra e aguarda-se de 30 a 60 minutos,
para assim, dar inicio a procura das moléculas de DNA em condicdo ideal para realizar os

estiramentos da mesma, com a pinga optica.
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3.1.5 EXPERIMENTO

A configuracdo desejada para efetuar os estiramentos da molécula de DNA biotinilado
¢ dada por uma de suas extremidades adsorvidas na microesfera de poliestireno e a outra
adsorvida na laminula, ambas inicialmente recobertas com estreptavidina. A ligacdo da

estreptavidina a laminula da-se mediante a ligagdo da biotina com a BSA a laminula.

Existem diversas configuracdes possiveis (Figura 12) e deve-se garantir a configuragao
ideal para dar o inicio ao estiramento da molécula. Para isso, de imediato, procura-se por uma

microesfera livre, em movimento browniano, e realiza-se a primeira puxada dessa microesfera.

Figura 12 - Possiveis situagdes de ligacdes da amostra depositada sobre a laminula. Imagem

retirada de [44].
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Ao realizar a puxada da microesfera com a pinga Optica observam-se dois
comportamentos quanto ao seu deslocamento: a microesfera escapa do poco de potencial da
pinca, indicando a presenca da molécula de DNA na configuragdo ideal, caso contrario, a
microesfera permanecerd dentro do pogo de potencial e nenhuma molécula de DNA esta

adsorvida a microesfera.

Como nao ¢ possivel enxergar de forma direta a molécula de DNA, o método que nos
fornece uma indicacao da existéncia de apenas uma molécula de DNA adsorvida na microesfera
¢ adotado: realiza-se puxadas em sentidos opostos € compara-se o tempo que a microesfera leva

para escapar do poco de potencial da pinga. Caso o tempo seja praticamente 0 mesmo nos dois
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sentidos, temos a indicacdo da existéncia de apenas uma molécula de DNA adsorvida na

microesfera.

A partir da configuracdo ideal em equilibrio eletrostatico, iniciam-se os primeiros
estiramentos da molécula com a técnica de pingamento Optico (Figura 13). A verificagdo do
padrdo do DNA ¢ necessaria, ou seja, as propriedades mecanicas bésicas de acordo com as
especificagdes do fabricante. O comprimento de contorno (L) e o comprimento de persisténcia
(A) da molécula de DNA utilizada possuem medida padrdo entre 14 ym <L <21 pm e 40 nm

< A <50 nm, respectivamente.

Figura 13 - Estiramento da molécula de DNA. A microesfera sofre for¢as de modulos iguais

pela pinca e pelo DNA. Imagem retirada de [46].
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Devido a baixa velocidade de deslocamento do estdgio do microscépio (v = 0,1um/s),
considera-se que o experimento acontece em um regime quase-estatico, desprezando assim, a
forca de Stokes que existe sobre a microesfera. Logo, a for¢a que a pinga dptica realiza sobre a

microesfera ¢ idéntica em modulo a for¢a que a molécula de DNA realiza sobre a mesma.

Todo o experimento ¢ filmado, sendo possivel a determina¢do da posi¢ao do centro de
massa da microesfera em fun¢do do tempo x(t). Logo, sabendo a posi¢do da microesfera
quando esta estd no fundo do poco de potencial da pinga optica e tomando essa posi¢do como
sendo a posi¢ao inicial x(0) € possivel obter seu deslocamento em fun¢do do tempo decorrido

do estiramento.
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Ax(t) = x(t) — x(0) (2)

Sendo assim, a for¢ca que o DNA exerce sobre o microesfera ¢ dada em fun¢do do tempo

por,
F(t) = k.Ax(t) 3
em que k ¢ a constante de forga da pinga Optica.

Mediante ao procedimento adotado acima, podemos obter a curva que descreve o
comportamento do componente x da forca que o DNA exerce sobre a microesfera em fungao

da extensdo x da molécula de DNA no regime entrépico (Figura 14).

Figura 14 - Curva de for¢a de um DNA que se encontra dentro do regime entrépico com um

valor méximo de for¢a de 2 pN. Imagem adaptada de [44].
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Nota-se que essa curva encontra-se ajustada pela equagdo do Modelo WLC (Apéndice
B) que nos possibilita encontrar as propriedades mecanicas: comprimento de contorno e
comprimento de persisténcia da molécula de DNA. A expressdo de Marko e Siggia para a forga

entropica em fun¢ao da extensao ¢ dada por
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Onde kg ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura absoluta, A o comprimento de
persisténcia, L o comprimento de contorno e z ¢ a extensao da molécula de DNA. A expressao
acima se trata de uma aproximagao que diverge quando o valor da extensdo z da molécula de

DNA ¢ igual ao comprimento de contorno L.

Tendo a molécula de DNA em equilibrio e com as propriedades mecanicas dentro dos
parametros ideais, os estiramentos sao realizados (esticar a molécula de DNA até que ela escape
do poco de potencial). Em média, cinco estiramentos sdo realizados para uma mesma molécula
para obtengdo de parametros confidveis possibilitando passar para a proxima etapa do

experimento, a troca de aliquotas.

Aliquotas ¢ o nome dado a solugcdo de estudo que sera acrescentada a amostra
diretamente no interior do o-ring. Em um mesmo experimento, varias trocas de aliquotas sao
realizadas, a diferenca entre essas aliquotas se d4 basicamente pela concentracdo do ligante
estudado em meio ao tampao utilizado. Apos encontrar o DNA, as medidas dele puro (sem
ligante) sdo realizadas, em seguida, trocam-se as aliquotas, ou seja, a cada troca, uma nova

concentracdo do ligante estudado ¢ acrescentada a solugdo anterior, para assim, avaliar o

comportamento mediante a molécula de DNA escolhida.

A deposi¢do da solugdo da aliquota ocorre logo apds a retirada de parte da solugdo de
DNA puro (sem a presenc¢a de qualquer ligante) no interior do o-ring. Isso se torna necessario,
pois o volume que o o-ring comporta ndo seria suficiente para o acréscimo das solugdes das
aliquotas, e também, ¢ uma maneira de lavarmos a amostra, retirando possiveis “sujeiras” e
bolinhas sem DNA presentes. A troca ¢ feita com extremo cuidado, pois € necessario garantir

a menor perturbacado possivel ao DNA capturado.

Ao depositar a primeira aliquota na solugdo de DNA puro, aguarda-se o tempo de reagao
do ligante a molécula de DNA escolhida (~30 minutos). E importante ressaltar que o DNA
permanece todo esse tempo pincado pela pingca Optica. Devem-se ficar atento observando a
imagem do DNA pin¢ado no monitor do computador, pois como dito, temos que garantir que
o DNA nao seja perturbado, e sujeiras e/ou outros DNAs presentes na amostra podem grudar

na molécula escolhida, logo, caso aparecam, deve-se retira-los de perto da molécula.

Apds o tempo de reacdo, inicia-se os estiramentos do DNA-ligante, novamente, 5
puxadas sao realizadas e a média para obtengdo dos parametros referentes as propriedades

mecanicas ¢ calculada. O procedimento se repete em todas as demais aliquotas trocadas e ao
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fim do experimento, uma relacdo entre as concentragdes dos ligantes mediante a interagdo com
a molécula de DNA e as propriedades mecéanicas da mesma (comprimento de contorno e

comprimento de persisténcia), ¢ encontrada.
3.2 ELETROFORESE

A técnica de eletroforese ¢ uma técnica molecular significativamente mais simples, mas
ndo menos importante, se comparada a técnica de pinga Optica, ambas utilizadas no presente
trabalho. Diferentemente da técnica de pingamento Optico, a qual é possivel o estudo de
moléculas unicas, a eletroforese ¢ uma técnica de estudo de multiplas moléculas. A combinagao
dessas duas técnicas vem sendo desenvolvida em varios estudos por promover resultados de
extrema importancia e maior abrangéncia molecular, seja para estudo de proteinas, DNA, RNA

e interacdes destes com diversos ligantes [47-59].

Basicamente o equipamento de eletroforese compreende-se de uma cuba de vidro onde
colocamos uma solucdo eletrolitica e submetemos uma diferenca de potencial entre suas
extremidades mediante a ligacdo da mesma a uma fonte de tensdo continua por meio de dois
eletrodos em forma de placas paralelas, e um gel, onde depositamos a solucdo de estudo em
seus pocos (pequenos buracos formados pelos pentes na espessura do gel), como mostrado na

Figura 15.

Figura 15 - Cuba eletrolitica com solugdes depositadas no gel. Experimento em andamento.

Imagem realizada pela autora da tese.
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A visualizagao do DNA dada pela técnica molecular de eletroforese em gel de agarose
baseia-se na caracterizacao do comprimento de suas moléculas separadas pelo campo elétrico
a qual a cuba ¢ submetida. A solugdo de estudo (DNA - Terra rara - tampao (TAE 10x diluido))
previamente preparada, ¢ depositada nos pocinhos do gel que se encontra mergulhado na
solucdo eletrolitica. A solugdo eletrolitica da cuba ¢ dada por uma solucao tampao que mantém
constante o pH e transmite eletricidade. Em seguida, liga-se a cuba a fonte, deposita-se a
solu¢do no gel de agarose que ja se encontra submergido na solu¢do eletrolitica e assim, inicia-

se a corrida eletroforética.

A migragdo das moléculas de DNA pelos poros do gel de agarose inicia-se
imediatamente apos o inicio da corrida, submetidas a uma corrente elétrica gerada pela
diferenca de potencial da fonte de tensdo ligada (ddp = 64V), esta corrente separa as moléculas
de DNA pelo tamanho. Como sabemos, o DNA possui carga elétrica negativa devido a presencga
dos grupos fosfatos, e assim sera atraido pelo polo positivo da cuba. A migragao da molécula
de DNA pelo gel de agarose estd atrelada ao seu tamanho, quanto maior for a molécula, menor
serd a sua velocidade de migragao no gel, logo, moléculas menores migram mais rapidamente

e percorrem uma distancia maior.

Apo6s 90 minutos de corrida retira-se o gel da cuba e coloca-o por 20 minutos em um
banho de brometo de etidio, esse protocolo justifica-se pela necessidade de visualizagao das
bandas formadas mediante a migragdo do DNA pelo gel. O brometo de etidio ¢ um corante que
ligado ao DNA e exposto a luz ultravioleta fluoresce no visivel. Apos os 20 minutos, retira-se
o gel do banho e leva-o ao transiluminador para expor o gel a luz ultravioleta para visualizacao

das bandas.

3.2.1 PREPARACAO DO GEL DE AGAROSE

A primeira etapa a ser executada quanto a preparagdo do gel de agarose ¢ a pesagem
do p6 de agarose em uma balanca de alta precisdo. A agarose utilizada ¢ da SIGMA ALDRICH
e a quantidade utilizada ¢ de 1% em massa. A corrida de moléculas de DNA e a separagio das
mesmas ao percorrer o gel dependem da concentragdo do gel, assim como, da
diferenca de potencial a qual a cuba ¢ submetida. Caso a porcentagem da concentragdo em
massa exceda, possivelmente havera exclusao de proteinas pelo gel durante a corrida, alterando

os dados experimentais, diminuindo assim, a precisdo da medida.
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Apoés a pesagem da agarose, acrescenta-se o tampao TAE 10x e o TRIS, em seguida
esta solucdo ¢ levada ao microondas para aquecimento, até que todo o p6 da agarose
esteja dissolvido na solug¢do, em torno de 45 segundos. Imediatamente apos essa diluigdo, a
solugdo ¢ despejada no recipiente composto por um suporte de pléstico, onde uma caixa de
acrilico est4 encaixada e juntos comportam a solucdo de agarose. Por fim, o pente ¢ encaixado
para a formagdo dos pocinhos de deposicao das solucdes, assim que a solucdo da agarose

resfriar, o gel de agarose estard formado (Figura 16).

Figura 16-Montagem do recipiente utilizado para formagao do gel e pocos de deposicao. Gel

de agarose. Imagem realizada pela autora da tese.

O proximo passo € dado pela retirada do pente do gel, deve-se remover o pente com
muito cuidado, pois ele ¢ responsavel pela formacdo e a qualidade geométrica e volumétrica
dos pocinhos de deposi¢ao. Outro processo relevante € quanto a retirada da caixa de acrilico do
suporte de plastico, ao descola-la devemos garantir a subtragdo de possiveis excessos de gel ao
redor da caixa de acrilico, pois eles poderdo perturbar a corrida alterando a direcdo da

movimentacao da solucdo no gel. E por fim, o gel € colocado dentro da cuba eletrolitica.

3.2.2 PREPARACAO DE AMOSTRAS

Inicialmente, tinham-se somente 6xidos de terras raras em pod, logo a necessidade de
dissolvé-los, a dissolugdo foi realizada com 4cido cloridrico concentrado (37,2%) chegando a
uma concentragdo final de 1g/L de terra rara, ou seja, para a dissolucdo de 6xido de eurdpio em
acido cloridrico concentrado, por exemplo, usamos 0,058g de 6xido de eurdpio e 3,12 ml de

acido cloridrico. O processo ¢ feito por gotejamento do acido sobre a terra rara em pd, em
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seguida evaporamos o cloro em excesso e adicionamos agua destilada e deionizada obtendo um

volume de 50 ml de solu¢ao em HCI 2 mol/L e por fim ajustamos o pH.

As amostras sdo compostas de DNA e por uma terra rara, sendo elas: Eurdpio, Erbio,
Neodimio e Itérbio nas concentragdes escolhidas, diluidas em tampao Tris-HCl 10 mM. A
concentracao de DNA foi mantida fixa em todos os pocos, € em todos os experimentos de todas
as quatro terras raras, enquanto as concentracdes das terras raras aumentaram para cada pogo,
permitindo verificar os efeitos dos compostos em uma ampla faixa de concentragdes. Os ensaios
foram realizados usando dois tipos de moléculas de DNA de fita dupla: um DNA linear de 3
kbp e o plasmideo PBR 322 (ThermoFischer), a fim de avaliar os efeitos de terras raras nas

moléculas de DNA linear e circular.

E importante ressaltar a necessidade do acréscimo do DYE na solugdo da amostra
composta pela molécula de DNA, a terra rara e o TRIS para a deposicao nos pocinhos do gel.
O DYE ¢ um marcador de corrida capaz de aumentar a densidade da solugdo, fazendo com que
a solucdo de estudo ndo se misture a solugao da cuba eletrolitica, evitando a perda do volume
de solucdo dentro dos pocinhos, o que acarretaria no aumento de erros nas medicdes e a

credibilidade do experimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados todos os resultados obtidos para a interagao entre as
terras raras e a molécula de DNA para as duas técnicas utilizadas, sendo elas, a Pinga Optica e
a Eletroforese. Os dados obtidos pela técnica de pingamento Optico serdo apresentados pelas
curvas de forca-extensdo (FECs) coletadas para varias concentracdes de eurdpio, érbio, itérbio
e neodimio nas amostras. As propriedades mecanicas, comprimento de persisténcia e
comprimento de contorno, dos complexos Eu,O3-DNA, Er,O3-DNA, Yb203-DNA e Nd»Os-
DNA foram determinadas ajustando as FECs experimentais a formula de Marko-Siggia (WLC)
[60]. Ja os dados obtidos pela corrida eletroforética serdo apresentados através das imagens

realizadas pelo transiluminador.
4.1 OXIDO DE EUROPIO

Para avaliar os efeitos da forga i6nica do tampdo na interagdo EurO3 com o DNA,
realizamos as medicdes usando duas solucdes diferentes de PBS. Os resultados para as
propriedades mecanicas dos complexos Eu20O3 formados com DNA sdo resultados médios sobre
medic¢des realizadas usando moléculas de DNA diferentes (pelo menos 6 DNAs diferentes).
Para cada DNA individual utilizado, foram coletados pelo menos 5 FECs para cada
concentragdo de Euz0Os. Todas as barras de erro apresentadas foram calculadas como o erro
padrao da média dessas experiéncias. Na Tabela 1, temos a relacdo da composi¢cdo dos dois

tampdes PBS utilizados no experimento.

Tabela 1: Composi¢ao dos dois tampdes PBS usados.

Forca ionica NaCl Na;HPOy4 NaH,POq4
1.4 mM 0 0.4375 mM 0.125 mM
154 mM 140 mM 4.375 mM 1.25 mM

4.1.1 ESPECTROSCOPIA DE FORCA

Um modelo estatistico para interagdes de DNA com pequenos ligantes foi desenvolvido
por nosso grupo [11, 62]. O modelo permite extrair os parametros de ligacdo de uma interagao

especifica a partir dos dados do comprimento de persisténcia em fungdo da concentracao do
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ligante na amostra [62]. Resumidamente, para ligantes de DNA que induzem uma alteragao
monotonica no comprimento da persisténcia apos a ligagdo (que ¢ o caso do Eu,0s, como

mostraremos mais adiante), o valor medido efetivo (Ag) desse parametro pode ser escrito como

[11]

r T
1 _ 1- Tmax + Tmax (5)
Ay A, Ay

onde A, ¢ o comprimento de persisténcia da molécula de DNA pura, 4; ¢ o
comprimento de persisténcia local induzido pelo ligante apos a ligagdo em um local (ou
equivalente, o comprimento de persisténcia na saturacao do ligante ligado), r € a fragao do local
ligado (fragao de DNA por pares de bases ocupados pelos ligantes ligados) e 7,4, € 0 valor de
saturagcdo de r [11]. O Ay pode estar relacionado aos parametros de ligagdo da interacdo usando

uma isoterma de ligagcdo que captura a fisico-quimica dessa interagao.

Uma isotérmica de ligacao bem conhecida ¢ o modelo de Hill (Apéndice C), que € o
modelo mais simples que explica a cooperatividade nas reagdes de ligagdo [11, 63]. Pode ser

escrita como

ro (KCf)n

= 6
Tmax 1+ (ch)n ()

onde Cr € a concentracdo do ligante livre (ndo ligado ao DNA), K € a constante de

ligagdo da associacdo de equilibrio e n € o expoente de Hill, um parametro que mede o grau de
cooperatividade das reacdes de ligacdo. Se n > 1, a interagdo € positivamente cooperativa, por
exemplo, uma molécula de ligante ligado aumenta a afinidade efetiva do DNA para a ligagao
subseqliente ao ligante. Se n <1, caso contrario, a interagdo ¢ negativamente cooperativa € uma
molécula de ligante ligado diminui a afinidade efetiva do DNA para a ligagcdo subseqiiente ao
ligante. Se n = 1, a interacdo ndo ¢ cooperativa e a afinidade efetiva ¢ independente do nimero

de moléculas de ligantes ligadas.

Qualquer isoterma de ligacdo pode ser conectada a Eq. 5 para ajustar os dados
experimentais do comprimento da persisténcia em fungdo da concentracdo do ligante. Os
parametros de ligacdo e os comprimentos de persisténcia local sdo deixados como parametros
ajustaveis a serem determinados. Os detalhes dessa metodologia podem ser encontrados em um

artigo de revisado [11].
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Na Figura 17, mostramos o comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Eu,03
em fung¢do da concentragao total de Eu,O3 na amostra, Cy, para os dois tampdes utilizados: PBS
1,4 mM (circulos pretos) e PBS 154 mM (quadrados vermelhos). O nosso modelo estatistico e

a isoterma de Hill, também sdo mostrados na figura como linhas sélidas.

Figura 17 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Eu;O; em fungdo da
concentracao de Eu,03 na amostra, Cr, para os dois tampdes utilizados: PBS 1,4 mM

(circulos pretos) e PBS 154 mM (quadrados vermelhos).
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Observe que os dois conjuntos de dados sdo indistinguiveis dentro das barras de erro,
mostrando que a interacao ¢ independente da forga i6nica do tampado circundante. Esta
conclusdo ¢ confirmada observando os resultados obtidos para os parametros de ligacao
retornados, que sao os mesmos dentro das barras de erro para os dois tampdes usados. Esses
resultados estdo resumidos na Tabela 2. O fato de a interagdo ser independente da forga idnica
sugere fortemente uma contribuigdo eletrostatica insignificante para a presente interacao. Esse
resultado era algo esperado, uma vez que as moléculas Eu,O; devem ser muito estaveis e

neutras em solu¢do, sem que ocorra dissociagao.
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Tabela 2: Parametros de ligacdo e comprimentos de persisténcia local obtido a partir do ajuste

do modelo para os dois tampodes utilizados.

Tampio K M) N Ai(nm)
PBS [Na] =1 mM (1.6 £ 0.3) x 10° 33405 2242
PBS [Na]=150mM (1.2 +0.3) x 10° 33+04 20+3

O valor retornado para a constante de ligacdo de equilibrio (K ~ 10°M 1) ¢ alto, na

mesma ordem de magnitude de muitos intercalantes e alguns ligantes de fenda [65-68],
mostrando que o eurdpio possui uma afinidade consideravel para a molécula de DNA. Tais
resultados sugerem que esse elemento de terras raras pode ser possivelmente usado no design
racional de novos medicamentos anticancerigenos promissores. O eurdpio ¢ de fato o mais
reativo dos lantanideos, que sdo muito pouco estudados em suas possiveis interagdes com
acidos nucléicos. O resultado obtido para o expoente de Hill (n ~ 3,3), por outro lado, mostra
que o Euy0s se liga cooperativamente ao longo da dupla hélice, formando aglomerados de cerca
de ~ 3 moléculas [62, 69]. Qualitativamente, esse comportamento cooperativo esta relacionado
a forma sigmoidal das curvas de comprimento de persisténcia da Figura 17, que indica uma

reacdo de ligacdo positivamente cooperativa [11].

Finalmente, o resultado obtido para o comprimento de persisténcia saturado A1+ 20 nm
reflete o fato de que Eu,O3 diminui a rigidez a flexao eficaz do DNA em cerca de = 60% na

saturacdo, indicando que as dobras sdo formadas nos locais de ligacdo ao longo da dupla hélice.

Na Figura 18, mostramos o comprimento de contorno correspondente L (normalizado
como o valor de DNA puro Lo) dos mesmos complexos DNA-Eu,0O3; em funcao da concentragado
de Eu20O3 na amostra para os dois tampdes de PBS. Observe que esse pardmetro mecanico
permanece basicamente constante a medida que mais Eu,O3 se liga ao DNA. Tal resultado
indica que o EuxO3 ndo altera a distancia média entre pares de bases adjacentes ao longo da
estrutura de dupla hélice apods a ligagdo. As moléculas Eu,0O3; sdo muito pequenas e tendem a
formar pequenos aglomerados de apenas 3 moléculas, como demonstrado a partir dos dados do
comprimento da persisténcia. Além disso, a molécula ndo possui nenhum anel aromatico capaz
de promover a intercalagdo, nem possui carga liquida capaz de promover algum tipo de
compactacao de DNA. Assim, ¢ realmente esperado que o comprimento do contorno permaneca

constante em tal situacdo, conforme medido aqui.
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Figura 18 - Comprimento do contorno L (normalizado como o valor de DNA puro Lo) dos
complexos DNA-EuxO3 em fungao da concentracdo de Eu,O3 na amostra, Cr, para os dois

tampoes utilizados: PBS 1,4 mM (circulos pretos) e PBS 154 mM (quadrados vermelhos).
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Portanto, com base nos dados de persisténcia e comprimento do contorno, propomos
que o EuxOs3 se ligue cooperativamente fora da dupla hélice, provavelmente nas fendas do DNA,
formando aglomerados de cerca de ~ 3 moléculas. Da mesma forma que muitos ligantes de
fenda, esses aglomerados promovem dobras que diminuem o comprimento efetivo de
persisténcia do complexo formado, mas ndo alteram o comprimento do contorno. Tais
resultados sugerem que o Eurdpio sozinho apresenta uma afinidade consideravel com o DNA
de fita dupla e, portanto, pode ser considerado para o design racional de novos medicamentos

a base de metal para quimioterapias.

4.1.2 ELETROFORESE EM GEL

As Figuras 19 e 20 mostram ensaios tipicos de eletroforese com duas moléculas de DNA
diferentes, respectivamente, o DNA linear de 3 kbp e o plasmideo PBR322. Os pocos do gel
sao numerados de 1 a 13 nas figuras e os nimeros na parte inferior de cada figura sdo as razdes
da concentragao de Eu,O3 pela concentracao de pares de bases de DNA usadas. A taxa maxima

de concentragdo de Eu0O3 por DNA de pares de bases usada em nossos experimentos de
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espectroscopia de forca foi de £10 isto ¢, os ensaios de eletroforese contém a faixa de

concentracao usada nas experiéncias de espectroscopia de forga.

Figura 19 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3
kpb. Observe que a intensidade da fluorescéncia ndo apresenta comportamento sistematico e

ndo hé atraso ou avango nas execucdes a medida que a concentragdo de Eu,O3 aumenta.
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Figura 20- Resultado equivalente da Figura 19 obtido para moléculas de DNA do plasmideo
PBR322.
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Observe que, para ambos os tipos de DNA, a intensidade da fluorescéncia ndo apresenta
comportamento sistematico e nao ha atraso ou avango nas bandas a medida que a concentragao
de EuxO3 aumenta. Tais resultados confirmam as conclusdes obtidas nos experimentos de
espectroscopia de forga. Nao ha contribuigdo eletrostatica significativa para a ligagao do Eu,0s
ao DNA; caso contrdrio, a carga liquida reduzida dos complexos formados atrasaria as bandas
a medida que a concentracao de EurO3; aumentasse. Por outro lado, a ligagdo de Eu,O3; nao
interfere na intercalagdo de EtBr na dupla hélice; caso contrario, seria de esperar uma mudanca
sistematica na intensidade da fluorescéncia a medida que mais EuxO3 € ligado. Tal resultado
sugere que o Eurdpio pode ser usado em experimentos simultaneamente com intercalantes, ndo

interferindo na acao de tais moléculas.
4.2 OXIDO DE ERBIO

O elemento terra rara Erbio apresentou comportamento bem intrigante, tanto nos dados
experimentais da técnica de pingamento Optico quanto da técnica de eletroforese. Devido a esse
fato, buscamos varrer um intervalo maior de suas concentragdes na presenca da molécula de
DNA pelas duas técnicas, assim como, realizar experimentos de forcas altas na pinga Optica,

saindo assim, do regime entrdpico e indo para o regime entalpico [11, 45].

A principal diferenga entre esses regimes ¢ dada por: no regime entrdpico busca-se a
analise de modos de ligacdo, enquanto no regime entdlpico busca-se a andlise da
descompactacdo e desnaturagdo de complexos. Outro fator relevante € a intensidade da forca a
qual a molécula de DNA ¢ submetida e o que essa diferenga de intensidade da for¢a pode causar
a estrutura quimica da molécula. O regime entalpico estd na faixa de forgas altas (em torno de
65 pN), nessa intensidade de forgas temos alteracdo de caracteristicas intrinsecas do material,
por exemplo, durante um estiramento da molécula pode ocorrer a ruptura das liga¢des de
hidrogénio. Logo, apos ser estirado ele ndo necessariamente retornard a sua conformacao de
equilibrio, pois pode ter ocorrido a danificagdo de sua estrutura quimica; o processo pode ser

irreversivel [11, 45].

Ja o regime entrdpico esta na faixa de baixas forgas (em torno de 2 — 10 pN), nessa faixa
a molécula de DNA retorna a sua conformagao de equilibrio apds o estiramento, devido a forca
restauradora entrdpica, nessa faixa de forca a estrutura quimica da molécula nao ¢ alterada, ou

seja, preserva-se as ligagdes da molécula [11, 45].
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4.2.1 ESPECTROSCOPIA DE FORCA

A Figura 21 mostra o comportamento do comprimento de contorno, L, dos complexos
DNA-ErnO3 em fun¢do da concentra¢do total Cr, de Er,O3, na amostra. Como podemos
observar o comprimento de contorno sofre em média um ligeiro decréscimo no seu valor a
medida que a concentracao de Er,O3 aumenta de forma branda (0,0 (DNA puro) - 0,0025 uM).
J& para concentra¢cdes um pouco maiores de Er2O3 (0,025 uM — 0,040 uM) temos um leve
crescimento. Esse comportamento suave na mudanca do comprimento de contorno tanto para
o decréscimo quanto para o crescimento, remete que a combinagdo dessas faixas de baixas
concentracgdes de Er,O3 e o regime entropico (baixas forcas) ndo sdo suficientes para condensar

a molécula de DNA.

Figura 21 - Comprimento do contorno L dos complexos DNA-Er;O3; em fun¢do da

concentracao de Er,O3 na amostra, Cg;.
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O processo de condensacdo da molécula de DNA ¢é observado quando ocorre a
compactagdo de sua estrutura, com uma reducdo drastica do seu volume, sendo capaz de
transformar sua cadeia originalmente semiflexivel em uma estrutura altamente ordenada e
densa (Apéndice D). A morfologia final da molécula de DNA depende das causas que causaram
a condensag¢ao, podendo assumir a forma de um tor6éide ou uma haste. A presenga de moléculas
cationicas com carga igual ou superior a +3 pode induzir a condensacdo da molécula de DNA,

in vitro, por exemplo [69-76].

Para uma concentragdo um pouco maior de Er203 ainda a baixas forgas (regime
entropico), observa-se ainda na Figura 21, uma queda abrupta no comprimento de contorno do
complexo DNA-Er203 na mudancga de concentracao de Er203 de 0,04 uM para a concentragao
de 0,05 uM. Essa queda abrupta no comprimento de contorno nos leva a acreditar fortemente
que para esse aumento de concentracao especifico temos uma forte condensacao da molécula
de DNA. Outra observacdo interessante do comportamento da molécula de DNA na presenca
do Er203 na faixa de maiores concentracdes, mas ainda no regime de baixas forgas, deve-se que
a partir da concentracdo de 0,04 uM a molécula de DNA permanece condensada e seu

comprimento de contorno fica com valor médio de 6,08 pm.

Buscando maiores informagdes sobre essa condensagdo, experimentos no regime de
altas forgas (regime entalpico) para a concentracao do Er203igual a 0,1uM foram realizados. E
pode-se observar que a condensacgdo que o Er203 provoca na dupla hélice da molécula de DNA
¢ reversivel, pois para experimentos de altas for¢cas em uma concentragdo de 0,1 uM do metal
pode-se atingir novamente o comprimento do contorno do DNA, como mostrado na

Figura 22.
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Figura 22 - Grafico da forca por extensdo em regime de altas forcas da interag@o entre o
Er03 e a molécula de DNA.
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A Figura 23 mostra o comportamento do comprimento de persisténcia, A, do DNA puro
em funcdo do aumento da concentragdo total Cr de ErOs na amostra. Como pode ser
observado, o aumento da concentracdo de Er,O3 na amostra aumenta o comprimento de

persisténcia que cresce até atingir um valor maximo (~ 56 nm) para uma concentragdo critica
Ce= 0,04 uM. A partir dessa concentracdo, A cai abruptamente para 18 nm e permanece
praticamente constante a partir dai nesta faixa de concentragdo. Essa queda abrupta no
comprimento de persisténcia, nas concentragdes de 0,04 uM para 0,05 uM traduz a queda da
rigidez da molécula de DNA em 67%, passando de 55 nm para 18 nm, aproximadamente.
Figura 23 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Er,O3 em fungao da

concentragdo de Er;O3; na amostra Cgr. O comprimento de persisténcia cresce até atingir um
valor maximo (~ 56nm) para uma concentracao critica Cg~= 0,04 uM. A partir dessa
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concentragdo, A cai abruptamente para cerca de 18 nm e permanece praticamente constante a

partir dai nesta faixa de concentragao.
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4.2.2 ELETROFORESE EM GEL

Diferentemente da Pinga Optica que realiza o estudo de molécula tinica, a eletroforese
em gel de agarose ¢ uma técnica de multiplas moléculas que traduz os resultados como uma
média sobre um conjunto de moléculas. Sendo assim, ao estudar o complexo formado pela
interacdo entre o ErO3 e a molécula de DNA e investigar o resultado da compactacao
encontrado pela técnica de pingamento Optico a uma concentracdo critica do Er,O3 e ainda,
averiguar a hipotese de dependéncia de sua concentragdo podendo levar a multiplas interagdes,
uma vasta gama de concentragdes do Er,Os3 nas corridas eletroforéticas do presente trabalho,

foi estudada.

Na Figura 24 temos o DNA linear de 3kbp e na Figura 25 temos o DNA circular, o
plasmideo PBR322. Os pogos do gel sdo numerados de 1 a 25 na Figura 24 e de 1 a 36 na Figura
25 e o niimero na parte inferior de cada figura sdo as razdes da concentracdo de Er>O; pela

concentracao de pares de bases de DNA usadas, respectivamente.
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Figura 24 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o 6xido de Erbio (Er,03).
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Observe que para baixas concentragcdes do Er.O3; obtemos uma interagdo nao
condensadora da molécula de DNA. A medida que aumentamos & concentragdo do ErOs as
bandas, observa-se que ndo houve um avanco ou um atraso durante a corrida eletroforética do
complexo formado pela interagdo entre a molécula de DNA, linear ou circular, e o Er2Os.
Devido ao fato que a carga liquida reduzida dos complexos formados pela intera¢do entre a
molécula de DNA e o Er,O3 ndo sdo suficientes para promover um avanco nas bandas de
fluorescéncia, ou seja, ndo ocorre contribuicdo eletrostatica significativa entre eles. Em
contrapartida, a intensidade de fluorescéncia obtém uma grande variagdo, como se observa na

Figura 24 a medida que aumentamos a concentrag¢do do ErOs.
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Figura 25 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA circular de

PBR322 para o 6xido de Erbio (Er203).
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A medida que aumentamos a concentragdo de Er,Os por pares de base podemos notar o
aparecimento de uma segunda banda de fluorescéncia, como mostrado na Figura 26. A presenga
dessa segunda banda de fluorescéncia indica um avanco na corrida eletroforética por parte das
moléculas, isso ocorre devido & compactagdo das mesmas. Moléculas menores possuem um

maior avango na corrida.
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Figura 26 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o 6xido de Erbio (Er203).
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Quando aumentamos significativamente a concentra¢do de Er.O3 na presenga da mesma
concentracdo de DNA, observamos o desaparecimento da banda de fluorescéncia no gel. Neste
caso, o aumento da concentracdo promove a condensacao da molécula de DNA. Note que, o
brilho dos pogos foi diminuindo pogo a pogo a medida que aumentamos a concentragdo do

Er0O3na solugdo até que desapareceu por completo, como mostrado na Figura 27 [89].

Figura 27 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o 6xido de Erbio (Er,03).
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Por condensar a molécula de DNA em altas concentragdes o oxido de Erbio (Er,03)
pode ser empregado na terapia génica [77,78], pois facilita significativamente o transporte de
moléculas de DNA de fora para dentro das células vivas, de maneira a substituir genes
defeituosos e assim efetuar a correcdo do funcionamento das células [79,80]. Além de sua
aplicagdo na constru¢do de nanocarreadores, no processo de entrega de farmacos com
aplicacdes antitumorais [71,72,82]. Por fim, podemos observar que a interagdo entre o 6xido de
érbio (Er203) e a molécula de DNA apresenta caracteristicas semelhantes a fdrmacos que
possuem multiplas interagdes com a molécula de DNA, devido a variagdo da concentragdo

destes a molécula [1,90].
4.3 OXIDO DE ITERBIO

Buscando entender a atividade, os modos de ligagcdes possiveis e as aplicacdes dos
complexos formados por Itérbio e a molécula de DNA, recentemente, estudos vém sendo
realizados a fim de encontrar nesses complexos, propriedades que pudessem ser direcionadas
para aplicagdes biomédicas [86]. Os resultados mostram agdes significativas e promissoras
relacionadas a fung¢des antibacterianas, antifingicas e anticancerigenas tornando-os realmente
relevantes. Quanto as propriedades anticancerigenas, os complexos sdo capazes de prevenir a
proliferacdo celular devido ao aumento da concentragdo de Itérbio na amostra, o que promove
a redugdo do numero de células cancerigenas. Com relagdo as propriedades antibacterianas, a
presenca desses complexos sdo capazes de reduzir significativamente a dimensdo das colonias
apos 2 dias de inoculagdo. E no que diz respeito ao modo de interacdo com a molécula de DNA,
estes complexos interagem de forma hidrofobica e por ligacdo de fendas [86]. No presente
trabalho busca-se complementar esses estudos com experimentos de técnicas ndo antes
utilizadas, como a técnica de pingamento Optico e reafirma-los com a técnica de eletroforese

em gel de agarose.

4.3.1 ESPECTROSCOPIA DE FORCA

O comportamento da interagdo entre o Yb2O3 e a molécula de DNA foi estudado em
duas faixas de forgas, a forcas baixas, retornando os dados apresentados pelas Figuras 28 e 29
e a forcas altas, Figura 30. Esse tipo de estudo de for¢as ¢ usado para determinar os parametros
de ligacao envolvendo a interagdo de pequenos ligantes com a molécula de DNA, onde se
observa a variacao de parametros mecanicos da molécula e compreende se a interagdo ¢

reversivel, ou nao. O complexo formado pelo YboO3; e a molécula de DNA, Yb,O3-DNA,
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apresenta uma interagdo cooperativa semelhante a interacdo estudada neste trabalho entre o

EuyO3 e a molécula de DNA.

A Figura 28 mostra o comportamento do comprimento de persisténcia a medida que se
aumenta a concentracdo de Yb2Os. Observa-se que inicialmente a uma concentracao de 0,1 uM
de Yb>Os3 tem-se uma queda em seu comprimento de persisténcia (cerca de 5%), considerada
suave, por estar dentro da barra de erro. Seguida a essa queda suave, tem-se uma queda abrupta
(cerca de 35%) em seu comprimento de persisténcia, tornando a molécula mais flexivel, ou seja,
diminuindo significativamente a rigidez a flexao eficaz do DNA. A faixa que compreende as
concentragdes de 0,2 uM a 0,9 uM tem basicamente uma constancia no valor do comprimento
de persisténcia, mostrando que essa faixa de concentragao, a rigidez da molécula praticamente
ndo se altera, tendo uma variagdo média oscilatoria para mais ou para menos de

aproximadamente 4%.

Figura 28 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Yb,O3 em fungao da

concentracao de Yb>O3 na amostra Cr.
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A constante de ligag@o de equilibrio do Yb20O3 a molécula de DNA ¢ ainda mais alta do

que a constante encontrada neste trabalho para a ligacdo do Eu,O3 a molécula de DNA, cerca
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de (K ~ 10° M) indicando uma afinidade significativa. O resultado obtido para o expoente de
Hill (n ~ 1,9) indica que o Yb20Os3 se liga cooperativamente a molécula de DNA, formando
aglomerados de cerca de ~ 2 moléculas [62, 69]. Como discutido anteriormente, avaliando de
forma qualitativa, esse comportamento cooperativo estd relacionado a forma sigmoidal das
curvas de comprimento de persisténcia da Figura 28, que indica uma reacdo de ligagdo
positivamente cooperativa [11]. Nota-se também que o Yb2O3 diminui a rigidez a flexdo eficaz

do DNA em cerca de + 40%.

Figura 29 - Comprimento de contorno L dos complexos DNA-Yb>O3 em funcao da

concentragdo de Yb2Os3 na amostra, Cr.
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O comportamento do comprimento de contorno da molécula de DNA na presenca da
variagcdo de concentragdo total de Yb,Os3 na amostra, mostrado na Figura 29 descreve um leve
decréscimo, seguido de um aumento também nao muito significativo e novamente outra queda,
permanecendo apds essa queda, praticamente constante o valor do comprimento. Essa
constancia do comprimento de contorno da molécula de DNA na presenca do Yb,Os indica que

independentemente do aumento da concentracdo de Yb,Os3 ela ndo é capaz de condensar a
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molécula e nem estira-la. A explicacdo para tal constiancia deste parametro mecanico dar-se
devido ao fato que o Yb20s3, ao ligar-se a molécula, ndo ¢ capaz de modificar a distancia média
entre os pares de bases adjacentes ao longo da estrutura de dupla hélice. Os aglomerados
formados pelas pequenas moléculas do 6xido também sdao pequenos, e, além disso, a molécula
ndo apresenta em sua estrutura anéis aromaticos responsaveis pela promog¢ao da intercalacao
entre os pares de bases da molécula de DNA, o que causa um aumento no comprimento de

contorno da molécula.

Figura 30 - Grafico da forca por extensdo em regime de altas forcas da interagdo entre o

Yb03 e a molécula de DNA.

Yb=0,8 uM
100 | | | | T | |

F (pN)

DMNA

As interagdes com os sulcos entre os complexos e a molécula de DNA sdo interacdes
nao covalentes reversiveis, o grafico da Figura 30, mostra que para uma concentracao de Itérbio

de 0,8 uM, o comprimento de contorno da molécula ¢ atingido novamente no regime entalpico.

O comportamento dos pardmetros mecanicos, comprimento de contorno e
comprimento de persisténcia, para a interagao do Yb>O3; com a molécula de DNA ¢ semelhante

ao comportamento destes parametros pra a interagdo do Eu»O3 com a molécula, mostrado neste
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estudo anteriormente. O modo de ligacao cooperativamente positiva também se assemelha e a
formacdo quantitativa de aglomerados ¢ bem proxima. Outra semelhanga significativa ¢ quanto
a forte interacdo entre essas terras raras e a molécula, retornando dos experimentos uma alta

constante de ligagdo de equilibrio.

4.3.2 ELETROFORESE EM GEL

A Figura 31 apresenta o comportamento de um conjunto de moléculas de DNA
na presenca do Yb,O3, observa-se que até a razao de concentracao 0,5, ou seja, quarta banda do
gel tem-se somente uma banda fluorescendo, com um decréscimo de fluorescéncia ndo muito
significativo e auséncia de atrasos ou adiantamentos da banda de fluorescéncia do complexo.

A partir da razdo de concentragdo 1 nota-se uma segunda banda fluorescendo no gel.

Figura 31 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o 6xido de Itérbio (Yb203).
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Sabe-se que quanto menor a molécula maior serd o seu deslocamento no gel em uma
corrida eletroforética, logo essa segunda banda que fluoresce a partir da razdo 1 poderia indicar
a presenca de moléculas menores em solucao, ou seja, uma parte das moléculas condensadas,
mas essa compactacdo da molécula de DNA ndo foi observada pela técnica de pinga Optica,
pois seu comprimento de contorno permaneceu praticamente o mesmo, dentro da barra de erros.
Logo, ndo podemos afirmar que essa segunda banda seja uma condensacdo da molécula pelo

oxido.
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44  OXIDO DE NEODIMIO

Nesta sessao serdao apresentados os resultados da intera¢ao entre a molécula de DNA e
0 Nd»O3, formando o complexo DNA- Nd,O; Entre todas as terras raras estudadas neste
trabalho, o Neodimio interage com a molécula de DNA com a maior afinidade (Kp = 2,9 +
0,6 x 10’M") de forma positivamente cooperativa, indicando que quando o Neodimio se liga
amolécula de DNA, esta ligagdo colabora para que a proxima aconteca, formando aglomerados
(n = 2,6 £ 0,5), o que qualitativamente estda de acordo com o formato da curva de

comprimento de persisténcia da Figura 32.
4.4.1 ESPECTROSCOPIA DE FORCA

A presenca do Nd»Os3 possui interferéncia imediata sobre o comportamento do
comprimento de persisténcia da molécula de DNA. Isso pode ser observado logo nas primeiras
aliquotas do experimento (Figura 32). O complexo DNA - Nd,Os3 apresenta tendéncia a forte
flexibilizacdo. A queda no comprimento de persisténcia da molécula de DNA puro ¢ de 22%
em relacdo ao complexo DNA - Nd>O3 a uma concentragdo de 0,1 pM permanecendo

praticamente estavel apds essa concentragao.
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Figura 32 - Comprimento de persisténcia dos complexos DNA-Nd>O3; em fungdo da

concentracao de Nd>O3 na amostra Cng.
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Em relacdo ao comportamento do comprimento de contorno da molécula de DNA na

presenga do Nd>Os (Figura 33), observa-se um aumento de 20% em relagdo a concentragao da
molécula de DNA pura e a partir dessa concentracao (0,025uM) o tamanho do complexo
permanece praticamente constante (dentro das barras de erro). Esta aparente constancia do
comprimento de contorno da molécula do complexo a medida que aumentamos a concentragao
do Nd,»Os nas aliquotas sugere que a ligacdo do Nd>O3 a molécula de DNA nio altera a distancia
média entre seus pares de bases. Isso € possivel, pois as moléculas do Nd>O3 s3o muito pequenas
e os aglomerados formados por elas, também o sdo. As moléculas do Nd,O3 ndo intercalam aos
pares de base da molécula, por ndo apresentarem anéis aromaticos planares em sua estrutura,
estes anéis sao os responsaveis pela promocao da intercalacdo. O fato do comprimento de
contorno permanecer praticamente constante exclui a possibilidade de condensagdo da

molécula de DNA pela interagdo do Nd2Os,
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Figura 33 - Comprimento do contorno L dos complexos DNA-Nd>O3 em fungao da

concentracao de Nd>O3 na amostra, Cng.
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Logo, analisando os resultados obtidos para o comprimento de persisténcia e o
comprimento de contorno para a interagdo entre o0 Nd>O3 e a molécula de DNA propomos que
a principal interagdo deste complexo ¢ dada pela ligagao de sulco menor (Apéndice D), de forma
positivamente cooperativa e formando pequenos aglomerados de ~ 3 moléculas. Esses
aglomerados promovem dobras que diminuem o comprimento de persisténcia do complexo
formado, mas nao alteram o comprimento do contorno. Tais resultados destacam uma alta
afinidade do Neodimio com a molécula de DNA e, em vista disso, ¢ um complexo promissor
para aplicacdes antibidticas e antitumorais devido a suas potenciais propriedades [111, 112,

122].

Os dados apresentados acima (Figura 32 e 33) foram retornados do pingamento no
regime de baixas forgas de interagdo entre o0 Nd>O3 e a molécula de DNA. Na Figura 34, temos
o Grafico da forca por extensdo em regime de altas forgas de interacdo, nele podemos observar

que para uma concentragao de Nd = 0,150 uM o comprimento de contorno da molécula ¢
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restabelecido, o que condiz com uma interacao reversivel que se enquadra a interagdo de sulcos

menores da molécula de DNA pelo Nd»Os.

Figura 34 - Grafico da forca por extensdo em regime de altas forcas de interacdo entre o

Nd;O3 e a molécula de DNA.
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4.4.2 ELETROFORESE EM GEL

Na Figura 35 tem-se a imagem de eletroforese da interagao do Nd>O3 com a molécula
de DNA. Observa-se que praticamente ndo houve mudancas na intensidade de fluorescéncia a
medida que se aumenta a concentracao do Nd>O3 em relagdo aos pares de base da molécula de
DNA. Outro fator a ser observado ¢ que ndo ha alteracdo na velocidade da corrida eletroforética
mediante a presenca do o0xido, ou seja, as bandas ndo se atrasaram, nem se adiantaram em

relacdo a banda do DNA puro (1° pocinho).



62

Figura 35 - Ensaio tipico de eletroforese em gel realizado com moléculas de DNA linear de 3

kpb para o 6xido de Neodimio (Nd2O3).

[Nd] / [DNAbp]

Logo, observa-se que ndo ha contribuigdo eletrostatica relevante para a ligacdo Nd»Os
a molécula de DNA, o que corrobora com os dados obtidos na técnica de pingamento dptico.
Caso existisse, a medida que a concentracdo de Nd>Oz aumentasse um comportamento
ordenado na intensidade de fluorescéncia e um atraso da corrida, seria observado. Sob outra
perspectiva, a interacdo de Nd»>O3 ndo interfere na intercalagdo do EtBr, sendo haveria uma
mudanga ordenada na intensidade de fluorescéncia a medida que mais Nd>O3 fosse ligado.
Sendo assim, o Neodimio ndo interfere na acdo das moléculas do intercalante EtBr, podendo

ser usado simultaneamente em experimentos.

Por fim, podemos comparar os resultados obtidos dos estiramentos no regime de altas
forcas para a molécula de DNA na presenga das terras raras, Erbio, Itérbio e Neodimio, com a
molécula de DNA pura, como seguem na Figura 36 a seguir. Observe que, para a molécula de
DNA puro o platd ocorre na faixa de forca de 60 pN, onde a forca permanece praticamente
constante enquanto a molécula permanece sendo estirada, ou seja, para essa faixa, a molécula
pode ser estirada com uma pequena forca adicional. Nesta faixa, ocorre a transi¢ao estrutural
da molécula [23]. Pode-se observar que na presenca das terras raras a curva de for¢a x extensao

nao obtém o platd na faixa de 60 pN com ocorre com o0 DNA puro.
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Figura 36 — Regime de altas forcas (65pN). a) Curva de forca x extensdo para uma molécula

de DNA puro. Imagem retirada de [23]. b) Curva de for¢a x extensdo para uma molécula de

DNA na presenca de Erbio (0,1uM). ¢) Curva de forga x extensdo para uma molécula de

DNA na presenga de Itérbio (0,8 uM). d) Curva de forga x extensdo para uma molécula de

DNA na presenga de Neodimio (0,150 uM).
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5 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, aplicando as técnicas de Pinga Optica e Eletroforese em gel de agarose.
Estudos foram realizados em busca da compreensdo das possiveis interagdes entre os 6xidos de
terras raras ¢ a molécula de DNA de fita dupla, objetivando encontrar propriedades promissoras
com possiveis aplicacdes no ambito de areas da biomedicina, da biofisica, entre outras. Com a
aplicagdo da técnica de Pinga Optica, técnica esta, que faz o estudo da molécula unica,
experimentos no regime entropico e entalpico foram realizados, com intuito de buscar
alteracdes nas propriedades mecanicas da molécula de DNA mediante a presenga dos 6xidos,
assim como, classificar o modo de ligacdo. Com a técnica de Eletroforese em gel de agarose, a
qual realiza o estudo de multiplas moléculas, foi possivel estudar a interagdo dos 6xidos com a
molécula de DNA tanto linear, quanto circular, e promover a melhor compreensao dos dados

sobre as interagdes dos complexos formados.

A acdo do EuyO3 em moléculas de DNA de cadeia dupla em ensaios de espectroscopia
de for¢a de molécula tnica mostrou que este composto apresenta uma forte interagdo com o
biopolimero, que ¢ basicamente independente da forca idnica usada no ambiente circundante,
isto €, o carater eletrostatico da interacdo ¢ muito fraco. Entre as principais caracteristicas, o
EuO3 tende a se ligar de forma cooperativa, formando aglomerados de ~ 3 moléculas e
apresenta uma alta constante de ligacio de associacio de equilibrio da ordem de 10° M!. Além
disso, os ensaios de eletroforese em gel sugerem que a ligacdo ao EuxO; ndo interfere na
intercalacdo do farmaco na dupla hélice e confirma o fraco carater eletrostatico da interagao.
Tais resultados mostram que o Eurdpio pode ser considerado para o design de novos
medicamentos anticancerigenos a base de metal em um futuro préximo, pois sua interacdo com
a molécula de DNA apresentou caracteristicas semelhantes a alguns farmacos utilizados

atualmente.

A interacdo entre o Er.O3 e a molécula de DNA de fita dupla promove uma forte
condensagdo da molécula, isso acontece no regime entropico para baixas concentragdes do
oxido (0,04 uM <L < 0,05 uM), levando a molécula a uma reducao de 50% do seu comprimento
de contorno. Esta forte condensacdo da molécula mediante a interagao do 6xido € reversivel,
pois no regime entalpico, para uma concentracao de 0,1 uM ¢ possivel atingir novamente o
comprimento de contorno do biopolimero. Sendo assim, o Er.O3 ndo promove a desnaturagao
da molécula de DNA. A capacidade de compactacdo da estrutura da molécula de DNA

apresentada pelo Er;O; torna-o promissor para a aplicabilidade na terapia génica, por exemplo,



65

pois compostos que condensam a molécula de DNA facilitam significativamente o transporte
de moléculas de DNA de fora para dentro das células vivas, substituindo os genes defeituosos,
e assim, corrigindo o funcionamento das células. Esse processo ¢ empregado na terapia génica

e também tem significativa importancia na parte de nanocarreadores. [82]

A intera¢do do Yb,O3; com a molécula de DNA apresentou semelhancgas significativas
aos dados encontrados da interacdo do Eu,O3 com a molécula. Parametros mecanicos como o
comprimento de persisténcia e o comprimento de contorno, os modos de ligagdo, ligando
também de forma positivamente cooperativa formando pequenos aglomerados e a forte

interagdo de ligacdo, da ordem de K ~ 10° M!

chamaram a atencdo. O comprimento de
contorno da molécula praticamente permaneceu constante, ou seja, ndo houve intercalagdo entre
os pares de bases adjacentes da molécula. Como se sabe, a molécula de Itérbio ndo apresenta
nenhum anel aromatico que € o principal responsavel por tal ligacao. Os resultados obtidos para
este complexo sdo comparativos com resultados de outros complexos a base de Itérbio cuja
interacdo retornou propriedades promissoras relacionadas a funcdes antiflingicas,

antibacterianas e anticancerigenas em estudos desenvolvidos com outras técnicas experimentais

[86].

A semelhanca citada no pardgrafo acima foi observada também na interagdo entre o
Nd»O3 e a molécula de DNA, e para o Neodimio a constante de ligacdo de associacao de
equilibrio ¢ ainda maior, da ordem de 10" M, ou seja, a ligagdo do 6xido a molécula de DNA
de fita dupla acontece ainda mais fortemente. Observou-se nos dados obtidos pelo experimento
de Eletroforese em gel de agarose que a contribui¢do eletrostatica ndo se fez relevante, o que
consolida os dados obtidos pela técnica de pingamento Optico. Esta alta afinidade e o0 modo de
ligacao entre o Nd203 e a molécula de DNA sdo comparados a outros complexos que possuem

aplicagdes antibioticas e antitumorais [111, 112, 122].

Portanto, pode-se concluir que os complexos formados entre cada um dos 6xidos de
terras raras ¢ a molécula de DNA de fita dupla possuem propriedades importantes para
aplicabilidades antibioticas, antifingicas, antitumorais, na area de terapia gé€nica, como

nanocarreadores, entre outras [111, 112, 122].

Finalmente, como perspectivas futuras deste trabalho estdo presentes o interesse pela
continuidade dos estudos dessa linha de pesquisa (complexos formados de 6xidos de terras raras

e a molécula de DNA de fita dupla). Os dados encontrados mostram que trata-se de uma linha
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de pesquisa pouco estudada e significativamente promissora quando direcionada a
aplicabilidades farmacologicas. As propostas para novos trabalhos incluem a realizacao de
experimentos em outras faixas de concentragdes destes 6xidos, assim como, de outras terras

raras nao estudadas no presente trabalho.

Vale ressaltar que experimentos de Microscopia de Forca Atomica (AFM) foram
realizados, mas ndo foram apresentados no texto, pois para tal, precisariamos de dados mais
claros e precisos. Portanto, pretende-se retoma-los e conclui-los para que possamos apresenta-
los em breve. Pretende-se também realizar o estudo da interacdo dessas terras raras com a

molécula de DNA através de técnicas de fluorescéncia.

Portanto, deixamos grandes perspectivas para trabalhos futuros, pois ainda temos muito
a compreender sobre a interagdo entre esses elementos de terras raras e a molécula de DNA de

fita dupla e o potencial de sua aplicabilidade como novos farmacos.



67

Os apéndices A, B, C e D foram escritos baseados nas referéncias [23, 42-46, 87, 88,91-
110]. No Apéndice A discutimos sobre o Modelo de Kratky-Porod, que descreve a energia de
configuragdo da cadeia. No Apéndice B, discorremos sobre o Modelo WLC, onde se avalia
estiramentos de polimeros proximos e distantes da conformagao de equilibrio. No Apéndice C
apresentamos o Equilibrio Quimico das interagdes DNA-ligantes, com foco na Cooperatividade
do Modelo de Hill. Por fim, no Apéndice D realizamos uma breve apresentacdo dos Possiveis

Modos de Ligagdo entre Ligantes e a molécula de DNA.

APENDICE A: MODELO DE KRATKY-POROD: ENERGIA DE CONFIGURACAO
DA CADEIA

Sabe-se que forgas aplicadas ao longo do eixo do polimero causam compressao ou
estiramento do mesmo. J4 for¢as ao longo de uma dire¢do transversa ao seu eixo, causam uma
torcao ou uma rotagdo. Essas deformacdes dependem da natureza das forcas aplicadas e das

propriedades mecanicas do polimero.

Para estudarmos matematicamente as deformagdes sofridas pelo polimero mediante a
atuacdo dessas forgas, precisamos considerar a energia envolvida durante a interagao. Para isso,
vamos considerar uma deformagdo genérica de uma vareta de comprimento L que apds a
atuacdo de uma for¢a encontra-se na forma de um semicirculo de raio R. Como representado

na Figura 37,

Figura 37 - Vareta rigida de comprimento L que apods a acdo de uma forca encontra-se em

formato de um semicirculo. Imagem retirada de [23].

YA

O célculo da energia de curvatura para essa deformagdo trata-se de um problema

classico dos livros de mecanica do continuo [88], dada por

ka
2R?

E= (A1)

Onde k¢ € arigidez flexural da vareta, dada por
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ke = YI (A.2)

Onde Y ¢ o mddulo de Young da vareta e I ¢ o momento geométrico de segunda ordem
da secdo reta, este momento geométrico € definido de maneira andloga ao momento de inércia

convencional da massa. Logo, em relagdo ao eixo x, quando o plano xy for perpendicular ao

eixo da vareta, temos

I,= [y?dA (A3)

Generalizando a equacdo (A.l) correspondente a energia de curvatura da vareta
resultando no Modelo de Kratky-Porod para a energia de curvatura de um polimero [87] Observe

que a curvatura do semicirculo ¢ dada por 1/R, tomando C a curvatura de uma curva arbitraria

qualquer dada por

(A.4)

x|

Teremos que C? sera dado por

€= (A.5)

Figura 38 - Esquema da variagio do vetor posi¢do 7(s) o qual localiza um ponto arbitrario da

C, . - .
curva e do vetor unitario tangente £(s) em cada ponto ao longo da curva arbitraria, onde os
vetores encontram-se parametrizados ao longo da curva pelo comprimento de arco s. Imagem

retirada de [23].

t(s)

r(s)
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Do calculo basico, temos a relagao

A or
t(s) = s (A.6)
E a curvatura ¢ dada por
927 at
C= | = 5 (A.7)

A relagdo de proporcionalidade existente entre a energia de curvatura e o comprimento
L, permite estudar o caso de uma curvatura variavel, para isso, integramos a energia por unidade
de comprimento ao longo do comprimento de um polimero. De forma genérica, para uma
curvatura arbitraria C a expressao da energia de curvatura para uma vareta rigida nos concede

a expressao do modelo de Kratky-Porod,
Eer = i, [1 2 a A8
KP_Eff0|£| S. (A.8)
Onde kf € arigidez flexural do polimero.

Considerando a Figura A.2 tomando £(s) na origem do polimero, ou seja, em s = 0
teremos £(0), 8 o angulo entref(0) e £(s) para uma posicdo arbitraria qualquer. Para um setor
circular de raio R, o angulo 8 e o arco de comprimento s se relacionam e substituidos na
expressao do modelo de Kratky-Porod, expressao (A.8), obtemos:

_ kps _ kg6?

_ (A.9)

~ 2RZ 2s

Avaliando o valor de (%) temos uma idéia da magnitude das flutuagdes de curvatura,
para isso, tomamos a média estatistica da equacao (A.9) obtendo,

kf(@z)
2s

(E) = (A.10)

Sabendo que as flutuagdes de curvatura ocorrem no plano e aplicando o principio da
equiiparti¢do da energia, tem-se (E) = kgzT, deste modo

2Ss
(62) = e (A.11)

Onde f = —.
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Bk € o comprimento de persisténcia A do polimero, o comprimento de persisténcia
mede a rigidez da molécula, quanto maior o valor do comprimento de persisténcia mais rigido
¢ o polimero, apresentando poucas dobras. Caso contrario, o polimero apresentard muitas

dobras, sendo mais flexivel.

Quanto a interpretagdo geométrica do comprimento de persisténcia, dada pelo valor

médio entre o produto escalar £(0).£(s), como segue

(£(0).t(s)) = (cos(6)) (A.11)
onde o valor maximo para a equagao (A.11) ¢ o unitario.

O valor angular de 8 ¢ pequeno parapequenas flutuagdes, o que torna possivel a
aproximagio cos(f) ~1 — 62/2. Sendo assim, para uma aproximacio de primeira ordem,

temos

2
(£(0).2(s)) = (cos(@) = 1— <92—> =1 _%

E0).86) = 1-5 (A.12)

Tome nota que o termo 1 — % da equacdo (A.12) acima € a expansdo em primeira

ordem da fung¢do exponencial. Portanto,
(£(0).£(s)) = exp (—i)- (A.13)

Temos entdo, que o comprimento de persisténcia ¢ dado pelo comprimento de
correlagdo da cadeia polimérica, em outras palavras, o comprimento de persisténcia ¢ uma

medida do alcance das flutuacdes locais na configuragdo da molécula.

Ao calcularmos o valor da expressio ([£(s) — £(0)]?) em primeira ordem obtemos

([£(s) — £(0)]2) =1 — 2.¢£(0).£(s)) + 1 = %S (A.14)
Observe que para uma vareta totalmente rigida, os vetores £(0) e £(s) sdo paralelos,

sendo assim, £(s) — £(0) = 0, o que implica que o comprimento de persisténcia da equagio
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(A.14) tende a infinito. Logo, temos a medida da distancia ao longo do polimero sobre o qual a

orientagdo da curva esta nao-correlacionada, ou seja, o comprimento de persisténcia.
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APENDICE B: HASTE CONTINUAMENTE FLEXIVEL - MODELO WLC -(WORM-
LIKE-CHAIN- MODELO DE CADEIA VERMIFORME)

Considerando os gastos energéticos de forgas externas aplicadas sobre polimeros que
possuem alguma flexibilidade, o modelo WLC, realiza desde a avaliagdo de estiramentos
préximos a conformagdo de equilibrio, ou seja, estiramentos pequenos capazes de iniciar a
retirada do polimero de sua configuracao de equilibrio, até os gastos energéticos de estiramentos
que se encontram longe desta conformag¢do. Visualizando o polimero como uma fina haste
continuamente elastica e submetendo - o a for¢as dentro do regime entrépico, o modelo possui
uma expressiva precisao, descrevendo perfeitamente as andlises experimentais descritas nesse
trabalho para forgas da ordem dé 5 pN. E importante ressaltar que este modelo torna-se limitado
quando o comprimento de contorno do polimero atinge 90% do mesmo, pois nessa situagao

temos uma divergéncia para z = L.

ESTIRAMENTOS PROXIMOS DA CONFORMACAO DE EQUILIBRIO

Inicialmente descreveremos o modelo WLC onde as for¢as sdo capazes de realizar
somente pequenos estiramentos no polimero, nessa situagdo, temos uma baixa intensidade das
forcas permitindo que a avaliacdo das mesmas seja realizada pela lei de Hooke. Tomando entio
a conformacao na qual o polimero est4 préximo a de equilibrio, devido a intensidade das forgas,

tem-se que:
F= —kz, (B.1)

onde k ¢ a constante elastica e z ¢ uma medida do estiramento do polimero (distancia
ponta a ponta do polimero), mas essa extensdo (z) pode ser escrita como a distancia quadratica

média entre as extremidades da molécula de DNA,

z = [(1ee?) (B.2)

A distancia que separa as extremidades do polimero (7;,,) modifica & medida que o
polimero ¢ submetido a forcas de estiramento. Logo, para estimar a extensdo do polimero ¢

necessario o uso da média quadratica da distancia (,,2) entre as extremidades do mesmo.

Considerando a curva genérica de um polimero e seus vetores posi¢cdo (Figura 38),
temos o vetor 7, na posi¢do inicial, (s = 0), € o vetor 7, na posigéo final, (s = L), onde essas

posigoes distam a extremidade do polimero, ou seja, seu comprimento de contorno L. Temos
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ainda o vetor 7,, que une as extremidades do polimero, e seu médulo é dado pela diferenca

entre os vetores posi¢do 7, € Ty, ou seja, a distancia entre as extremidades do polimero, logo:
Tee = T — Tg (B.3)
Obtendo a média quadratica deste vetor, tem-se

(Toa’) = (7L — 7312 (B.4)

Figura 39 — Curva genérica de um polimero e seus vetores posicao. Imagem retirada de [43].

Sabendo que,
t(s) = = (B.5)
Aplicando a integral em ambos os lados, tem-se
Jy dt = [T (s ds’ (B.6)
Tem-se como solucdo do primeiro membro somado ao segundo membro,
T, =T+ fos t(sHds'. (B.7)
Mudando o limite de integrag@o superior para s = Lna equagdo B.6, tem-se
[y dF = [ #(s") ds’ (B.8)

Logo B.7 se tornara:
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m="5+ [y E(s)ds'. (B.9)

De posse de (B.4) e (B.9), substituindo (B.9) em (B.4), 7, sera eliminado e teremos somente

(1 ecsHas]:

ety = ([fo + SeGsHds — 7)) = (L isHds]) =

(Tor’) = (U f(s’)ds’l U f(s”)ds”l) =
0 0

Jy ds" [fy ds'(E(s").E(s"))] (B.10)

Note que na equagdo (B.9) tem-se um produto escalar entre dois vetores unitarios e
sendo assim, torna-se necessario o calculo da média entre eles. Entre estes dois vetores unitarios
temos o angulo 6, sendo as localizagdes desses vetores, um posicionado na origem e o outro

em uma posi¢ao s qualquer do polimero,
(£(0).£(s)) = (cos 6). (B.11)

Considerando apenas pequenas flutuagdes, tém-se somente pequenos valores para o

angulo 8, tornando possivel a aproximagao de primeira ordem da fun¢do exponencial em que:

92
cosf@~1-— Y (B.12)

(008 =1- D=1~ (B.13)

S
A
O que se faz perceber que se considerarmos todos os termos da expansdo para a funcao

exponencial,

alo

(£(0).L(s))y = e” (B.14)

A equagdo (B.14) considera uma interpretacdo geométrica do comprimento de
persisténcia, que mede a correlagdo da cadeia de um polimero. Sendo assim, a medida da
distancia ao longo do polimero, a qual a cadeia passa a ter orientagdo descorrelacionada define
o comprimento de persisténcia. De posse desse resultado é possivel obtermos uma expressao
geral realizando uma alteragdo na origem do sistema, com s = s’ ao invés de s = 0. Assim

sendo obtém-se:
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(t(s").t(s")) = e“ls,%”l. (B.15)

Substituindo a equagdo (B.15) na equagao (B.10) e dividindo a integral em duas partes

iguais obtém,

(Toe’) = 2 [YCe7Ads [T e ads’ (B.16)
Tendo como solucao:
L
(Toe’) = 2AL, — 242 [1 - e‘?c]. (B.17)

Analisando a relacdo de extremos entre o comprimento de contorno € o comprimento

de persisténcia, tem-se:
I- PARA O LIMITE FLEXIVEL, L, »> A (ESTIRAMENTOS MiNIMOS):

Na situagdo de limite flexivel tém-se pequenos estiramentos devido a forgas de baixa
intensidade, mediante a esse tipo de for¢ca pode-se compreender a elasticidade do polimero
através da lei de Hooke, como descreve a equacao (B.1). Sabe-se que a conformacio do
polimero tem suas extremidades separadas por uma distancia (7, ) e esta distancia se altera a
medida que o polimero ¢ submetido a estiramentos. Como feito nesse apéndice, a média
quadratica da distancia < 7,,2 > entre as extremidades do polimero estima a extensio do
mesmo. Tomando o comprimento de persisténcia do polimero muito menor que o comprimento

de contorno, tém-se pequenos estiramentos de onde obtém,

z = J2AL; o((Te’) = 2AL,) (B.18)
Avaliando a energia envolvida no limite flexivel, pode-se observar que a energia ¢ da
ordem de kzT, estando o polimero proximo da conformagdo de equilibrio. Pelo principio da

eqiiiparti¢ao de energia, tem-se que:

3kgT
Z2

“kpT = Skz? - k= (B.19)

Substituindo os valores de z dado pela equacdo (B.18) e de k dado pela equagdo (B.1)

na equacao (B.20) obtém a equacao da for¢a estimada em pequenos estiramentos:

3kgT z
2A L¢

F=-— (B.20)
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11- PARA O LIMITE RiGIDO, L; « A (ESTIRAMENTOS MAXIMOS):

Para estiramentos méximos, ou seja, onde o polimero se encontra longe da conformagao
de equilibrio, a estimativa adequada da elasticidade passa a ndo ser descrita pela lei de Hooke.
Para estimar a elasticidade do polimero dentro do limite rigido usa as consideracdes energéticas
construidas no modelo de Kratky-Porod, retirando dessa equacdo o trabalho executado pela
for¢a necessaria para manter a molécula totalmente estirada.

212
2| ds—Fz (B.21)

1 L
Ewie = gkf fo ‘

Onde os parametros foram descritos no apéndice A e F foi descrito neste apéndice. Para

o limite rigido, onde os estiramentos sdo maximos tem-se:
z~Lco(Te )= L) (B.22)

A conformacdo do DNA nesta situagdo apresenta total estiramento e ao longo do
polimero qualquer vetor unitério £(s) sera praticamente paralelo a curva 7 (s) que descreve a
conformag¢io da molécula. Definindo a componente t,do vetor £(s)dada ao longoda extensdoz
do polimero, esta componente se mantera aproximadamente constante e terd valor mais elevado

que as demais componentes ¢, ¢ t, referentes aos eixos x € y, respectivamente.

Portanto, o modulo do vetor unitario £(s), determinado por t* = tf + t + t7 = 1,
sendo as componentes t, e t, praticamente perpendiculares a curva 7°(s) ja que as trés
componentes entre si sdo perpendiculares e a componente t, do vetor £(s) dada ao longoda
extensdo z do polimero, ou seja, € paralela ao mesmo, e observando o tamanho das componentes

ty €ty (pequenos), tem-se que t2 + t; = tJZ_e sendo assim;

t, = /1 -t (B.23)

Como t, e t, sdo muito pequenos, quando elevados ao quadrado ficam ainda menores,
logo tf + tf = t} e t} ¢ muito menor que um, tornando razodvel tomar a aproximagio de

primeira ordem na expansao da equacdo (B.23), obtém:
t2
t,= 1-— 7l (B.24)

Utiliza-se a expansdo e a aproximacao para exprimir a estimativa da extensdo do

estiramento do polimero, que fornece o seguinte resultado;
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z = fOLC t,(s)ds (B.25)

Dispondo das equagdes (B.24) e (B.25) dadas pelas aproximacdes de primeira ordem

nas expansoes, juntamente com a consideragdo de quet,¢ praticamente constante ao longo da
at
curva que determina o polimero, pode-se substltulr — por %L assim como, (B.24) e (B.25), na

equagao (B.21), que fornece:

L¢

il t2 P
Ewie = kBTAf tll S_FfoLC(l_ 7l) ds :‘kBTf | tsl| k%ltﬂzlds—

FL,. (B.26)

Observando a equagdo acima se percebe a presenga de uma energia associada a cada
modo normal de vibragao, logo aplicando a transformada de Fourier para decompor a energia

total em seus modos normais. Aplicando a defini¢ao;
T (g = f —[e'®t) (s)ds] (B.27)
Substituindo (B.27) em (B.26) tem-se a seguinte expressdo de energia:
1 1 F1l,~
Ewic = 3ksT [ 3z |Aq + 5| 1E012dq = FLc. (B.28)
A partir da equagdo (B.28) calcula-se o valor quadratico médio de t |, resultando:

kgT

2 —
<t{>= |2~

(B.29)

O polimero fica praticamente linear quando submetido ao estiramento, com isso, z fica

praticamente sobreposto ao comprimento de contorno L., sendo assim, a razdo entre o

. . z .
estiramento € o comprimento de contorno (L—) resulta na componente escalar ao longo do eixo
C

o, . . , Z
z do vetor unitario, isto €, = t, levando a:
C

R

tZ
1-24 - Z=1-- 2 (B.30)

z
L

Colocando a for¢a F em fungdo da extensdo ze deixando-a em evidéncia F(z) e considerando

os estiramentos maximos do polimero:

Fz) = ;2 | ——. (B.31)
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EQUACAO DE MARKO E SIGGIA

As equagoes (B.20) e (B.31) expressam minimos € maximos estiramentos do polimero
respectivamente. Caso a equagao (B.31) fosse valida para pequenos estiramentos uma expansao
de primeira ordem levaria para a equagdo (B.20), o que ndo ¢ possivel. Para grandes

estiramentos, Marko e Siggia interpolaram os termos na equagao (B.31) acrescentando dois

~ z 1 e
termos de correcao, somando o termo P sendo insignificantes quando z ~ L., mas quando
c

fazemos a expansdo em primeira ordem nos da a forca em funcdo da extensdo para pequenos

estiramentos. Marko e Siggia propuseram esta solugao

— ksT|z L
F@z) == P 4(1-L)2 4l (B.32)
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APENDICE C: EQUILIBRIO QUIMICO NAS INTERACOES DNA-LIGANTES

As ligacdes entre a molécula de DNA e os ligantes podem ocorrer das mais variadas
formas. Isso ocorre devido a estrutura, a conformacdo e a composi¢do do DNA. Entre elas,
temos a ligacdo de interacdo de natureza eletrostatica, ligagao entre os pares de base, ligagao
entre as fendas da molécula de DNA, entre outras. Essas ligagdes ocorrem de acordo a interagdo
entre a estrutura do ligante e a molécula do DNA, podendo ocorrer isoladas ou
concomitantemente. As interagdes que ocorrem espontaneamente no interior celular da
molécula de DNA e varias substancias sdo conduzidas por condigdes de equilibrios
termodindmicos € quimicos.

Buscando compreender o equilibrio quimico do sistema composto pelas moléculas de

DNA e os ligantes, ao associd-las de forma genérica teremos,
A+B C (C.1)

Onde A e B sdo as substancias que passardo pela reacdo de associagdo e C ¢ produto
dessa reagdo, k;e k,; sao as constantes quimicas intrinsecas de associacao e de dissociagdo da
reacdo, respectivamente. Essas constantes sao chamadas também de constantes macroscopicas

ou termodinamicas ¢ sao definidas em termos das concentra¢des molares de A ¢ B, como,

C [A][B
K, = L e ky = [C[]] (C.2)

Ou seja,
kg =k, " (C3)

Observe que a equagdo (C.1) ndo considera a influéncia de uma associagdo sobre a
formagdo de uma seguinte, mesmo ela sendo capaz de fornecer a constante de afinidade entre
os reagentes. No caso em estudo, onde a associacao de ligantes a molécula de DNA acontece
muitas vezes mediante a dependéncia de outras, ou seja, a medida que associamos um ligante a
molécula de DNA isso pode acarretar na facilitagdo de uma nova associagdo, ou a objecao. Para

estudarmos entdo esse modo de associa¢ao usaremos o modelo de ligagao cooperativa de Hill.



80

COOPERATIVIDADE NO MODELO DE HILL

O modelo do britanico Archibald Vivian Hill caracteriza os estudos do modo de
associagdes de forma a considerar ligacdes cooperativas e também, que os sitios de ligagcao

podem admitir um ou mais ligantes. Sendo assim, analisando a reacdo quimica a seguir,
q
B +n (4) - B(A4), (C.4)

Onde se tem a constante de associa¢do aparente k, dado por:

_ Bl
ka = G €3)

A constante de associacdao aparente da equagdo C.5 representa a reacdo global de
associacdo, ou seja, uma unica molécula do substrato interage com n moléculas do ligante. Ao
passo que, as constantes de associagdo intrinsecas da equagdo C.2 representam a reagdao de um
unico sitio de ligagdo do substrato com uma tinica molécula de ligante. Observe que na situacao
em que o substrato possui um unico sitio de ligacdo tem-se a constante de associacdo aparente

idéntica a constante de associacao intrinseca.

Sendo assim, caso as ligagdes ocorram mediante a associacdo de uma molécula seguida

de outra onde as constantes dessas associagdes sejam iguais, tem-se a seguinte relagao;
— n
ky, = ki (C.6)
Onde k, ¢ a constante aparente e k; ¢ a constante intrinseca de seguidas associagdes.

Considerando [A] = C; ¢ a concentragdo dos ligantes livres, [C] = C}, ¢ a concentracio
de ligantes ligados e Cy,;, a concentragio de pares de base do DNA que depende do DNA, temos
que [B] = Cp,, — Cp é a concentracdo de pares de base do DNA subtraida da concentracio de

ligantes ligados. Substituindo as relagdes na equagao (C.5), tem-se:

Cp

kA = m (C7)

A fragdo de sitios ligados r em um processo de ligacdo de ligantes aos sitios do DNA
pode ser obtida através da razdo entre a concentracdo de ligantes ligados (C,) e a concentragdo
de pares de base do DNA (Cy,;,), como segue;

r=2b (C.8)

Chp
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Note que ao efetuar a divisdo da equagdo C.7 pela concentragdo de pares de base do

DNA (Cpyp) € possivel identificar a fragdo de sitios ligados 7, observe;

Cp

ky = =gt =
AT cHepp-cp)  CFA-T)

r

(C.9)

Colocando a fracdo de sitios ligados r em evidéncia e de posse da equacao (C.6), tem-
se;

(k)™

= i (C.10)

A equagdo (C.10) ¢ a equacao da isoterma de ligacao de Hill, onde n ¢ o expoente de
Hill. Sabe-se que a constante intrinseca de ligacdo k; varia significativamente em fung¢do da
temperatura, o que restringe a equagao da reagdo de associacao de Hill, pois ela vale somente a

temperatura constante.

Expressando graficamente a isoterma de ligacdo de Hill, observamos que a isoterma ¢
dada por uma curva que relaciona a fragdo ligada de ligante por substrato (r) com a
concentragdo de ligante livre em solugdo Cr. A determinagdo desta curva seja ela de maneira
teorica ou experimental, possibilita o conhecimento de propriedades fisico-quimicas relevantes

do sistema.

Considerando uma solugdo, saturada, em equilibrio e a possibilidade de um ligante
ocupar mais de um par de bases do DNA, temos uma ligagdo na qual o DNA possui todos os
seus pares de base ocupados, onde cada par de bases encontra-se ocupado exatamente por um
ligante. Nesta situacdo, a fracao de sitios ligados atinge seu valor maximo, ou seja, 100%.
Todavia, se o ligante ocupar mais de um par de bases do DNA a fra¢do de sitios ligados sera
menor que 1, ou seja, menor que o valor maximo. Logo, para uma fragdo maxima de sitios
ligados (73,45 ), podemos reescrever a equagao (C.10) da seguinte forma,

_ Tmax(kiCp)"

= s (C.11)

Na Figura 39 temos curvas tipicas para fracdo de sitios ligados (r) em fun¢do da
concentragdo de ligantes livres em solugdo (Cf), com valores do expoente de Hill n =
0,5; 1; 2 e 3. Essas curvas possuem valores fixos para a constante de associagao intrinseca (k;)

e para a fragio maxima de sitios ligados 7;,4,, onde k; = 10*M~1 e r,,.,, = 1. Observe que
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quanto maior o valor do expoente de Hill (n) mais rapidamente ocorre a saturagdo, ou seja, o
valor 7p,,, = 1 ¢ atingido quando temos menores valores da concentracdo de ligantes,
implicando maior afinidade do ligante pelos sitios do DNA quanto maior for o valor do

expoente de Hill.

Figura 40 - Fixando a constante de ligagdo quimica k; = 10*M™1! e r,,;, = 1 temos este
comportamento grafico que descreve a equagdo (C.11) para alguns valores do expoente de

Hill (n). Imagem retirada de [23].
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04
0,2
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A Figura 40 mostra que quanto maior o valor do expoente de Hill (n), menor serd a
quantidade de ligantes livres necessarios para que o sistema atinja a saturac¢do, ou seja, maior a
afinidade quimica aparente dos ligantes pelo substrato, explicando o porqué da saturagdo

ocorrer para um valor menor de concentragdo de ligantes livres em solugdo (Cy).

e Sen > 1, aconstante de associagdo aparente (k,) aumenta com o expoente de Hill (n),
ou seja, a ligacdo de uma molécula de ligante favorece as ligagdes consecutivas. Esta
alta afinidade do ligante pelo substrato se revela a medida que o ligante seguinte liga-se
ao DNA mediante a uma maior afinidade que o ligante anterior ligado, esse aumento da
afinidade caracteriza uma interacao dada por uma cooperatividade positiva;

e Sen < 1, aconstante de associagdo aparente (k4) diminui com o expoente de Hill (n),

ou seja, a ligacao de uma molécula de ligante dificulta as ligagdes consecutivas. Esta
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baixa afinidade do ligante pelo substrato se revela a medida que o ligante seguinte liga-
se a0 DNA mediante a uma menor afinidade que o ligante anterior ligado, esse
diminui¢do da afinidade caracteriza uma interagdo dada por uma cooperatividade
negativa;

Se n =1, a constante de associacdo aparente (k,) ¢ igual a constante de ligacdo
intrinseca, k, = k;, a ligagdo de uma molécula de ligante ndo interfere nas ligacdes
consecutivas, ou seja, a afinidade ¢ independente do niimero prévio de ligantes ligados
ao substrato. As associagdes sdo independentes e esse tipo de interacdo € classificado

como interagao nao-cooperativa.



84

APENDICE D: POSSIVEIS MODOS DE LIGACAO ENTRE LIGANTES E A
MOLECULA DE DNA

As possiveis interagdes e associacdes entre a molécula de DNA e diversos ligantes
podem ocorrer de varios modos distintos, sendo elas nao-covalentes ou covalentes. Para as
ligagdes nao-covalentes, temos a intercalacdo entre os pares de base da molécula, interacdes
com os sulcos ou ligagdes de fendas (que podem ocorrer de forma que a ligagdo ocorra com a
fenda maior ou com a fenda menor) e a interacdo eletrostatica. Ja para as ligagdes covalentes,
temos: a ligagdo do complexo a base nitrogenada da molécula de DNA e a ligagao do complexo

ao fosfato da molécula de DNA, como podemos observar nas Figuras 41 e 42.

Figura 41 - Representagdo esquematica dos principais modos de interagdo possiveis entre

a molécula de DNA e pequenos ligantes [91].

f‘

=

NAO-COVALENTE  NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE
Intercalacao Interag@o com os sulcos Interagio eletrostatica L'9;‘35° a b:se Ligagéo ao fosfato
nitrogenada

A primeira ligacdo apresentada nas Figuras 41 e 42 ¢ uma ligagdo ndo-covalente
conhecida como interagdo de intercalagdo. A intercalacdo ¢ dada pela insercao das moléculas
do ligante entre os pares de bases adjacentes da molécula de DNA, o que acarreta uma
substancial mudanga estrutural na molécula, como um desenrolamento, um enrijecimento e um
alongamento da dupla hélice da molécula de DNA. Apos a intercalagdo, o esqueleto da
molécula perde a estrutura helicoidal regular, os angulos de tor¢do que envolve os grupos
acucar-fosfato sofrem uma alteragdo para que seja possivel acomodar o composto aromadtico,
provocando a separagdo dos pares de bases no sitio de intercalagdo, alongando a dupla hélice
promovendo um decréscimo no didmetro da hélice. Este tipo de ligagdo do ligante a molécula
de DNA ocorre devido a molécula do ligante possuir anéis aromaticos planares. A intercalagao

¢ um tipo de ligagcdo reversivel, ou seja, as moléculas intercaladas podem ser retiradas. A
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estabilizacdo do complexo formado pela intercalagdo do intercalante a molécula de DNA ¢ dada
principalmente pelas interagdes de empilhamento m entre os grupos aromaticos heterociclicos
dos pares de bases e as estruturas aromaticas do intercalante. Contribuem também, as ligagdes

hidrofobicas, as ligacdes de hidrogénio e as forgas eletrostaticas [93-101].

A segunda liga¢ao ndo covalente importante da Figura 41 ¢ a interacdo com os sulcos,
ou interagdes por fendas, elas acontecem entre as moléculas dos compostos e a dupla hélice da
molécula de DNA tanto com as fendas menores (Figura 42(c)), quanto as fendas maiores
(Figura 42(d)). Os ligantes de fenda menor sdo capazes de modificar a elasticidade da molécula
e liga-se a seqiiéncias de pares de bases AT, preferencialmente. Geralmente sdo moléculas
menores (at¢ 1000g/mol) como apresentados na Figura 42(c) destacam-se por apresentarem
propriedades antibidticas e antitumorais. J4 a ligacdo com a fenda maior, como podemos
observar na Figura 42 (d), acontece com moléculas maiores (acima de 1000g/mol), sendo
também uma ligagdo ndo covalente e que envolve um forte componente eletrostatico. Essas

interacdes sdo classificadas como reversiveis [102-108].

Figura 42 - (a) Intercalagdo, (b) Ligagao covalente, Liga¢des com os sulcos ou fendas, (c)

5

fenda menor e a (d) fenda maior, respectivamente [92].

?P
5
A

a) Intercalagao b) Ligagao covalente c) Ligagao com d) Ligagao com
a fenda menor a fenda maior

Sabe-se que a molécula de DNA em solugdo aquosa apresenta uma alta densidade linear
de carga negativa, devido ao seu grupo fosfato. Por isso, diferentes partes da molécula de DNA
interagem fortemente umas com as outras de maneira repulsiva, podendo interagir também com
ligantes positivos, como ions, macro-ions e cations multivalentes de forma atrativa. Portanto,

entre todas as interagdes possiveis existentes entre a molécula de DNA e ligantes, temos como
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parte essencial a interacdo eletrostatica. Ela é capaz de modificar a conformagdo da molécula
em solugdo e também alterar seu comprimento de persisténcia. Para solugdes com pouco sal, o
comprimento de persisténcia tende a ser maior, pois ocorre uma blindagem menor dos fosfatos
da molécula de DNA pelos ions positivos da solu¢do onde a molécula se encontra. O papel
desempenhado por esses ions (que se encontram proximos dos fosfatos da dupla hélice em
solucdao) ¢ essencial para blindar a repulsdo dos diferentes segmentos da molécula. Esta
interagdo eletrostatica com ligantes positivos em solucao pode levar a condensagao da molécula

[109, 110].

A transi¢ao da molécula de DNA na forma dispersa em solugao, a forma condensada, ¢
promovida pela ligacdo dos cations multivalentes ao longo da dupla hélice da molécula de
DNA, os cations localizam-se proximos aos fosfatos, inimeras dobras da molécula podem ser
observadas, o que promove um aumento significativo da densidade local de segmentos da
molécula. Esta condensagdo absoluta da molécula de DNA de fita dupla ¢ obtida somente por

interacdo com ligantes catidonicos que possuem carga igual ou superior a +3.

As propriedades mecanicas da molécula de DNA como o comprimento de persisténcia
e o comprimento de contorno, sdo extremamente relevantes quanto ao processo de condensagao
da molécula. Fragmentos muito pequenos de DNA, onde temos o comprimento de contorno da

mesma ordem do comprimento de persisténcia, ndo sdo facilmente condensados.

A ligacdo covalente entre os &tomos do ligante e as bases nitrogenadas do DNA, quarta
interagdo da Figura 41, ocorre devido ao compartilhamento dos seus elétrons para se manterem
estaveis. O produto desta ligacao possui a estrutura conhecida como aduto. Elas podem ocorrer
mediante a uma unica ligagao quimica, conhecida como monoaduto, ou duas liga¢des quimicas,
diadutos, como mostrado na Figura 42(b). A ligacdo covalente ¢ geralmente classificada como

irreversivel e inibe totalmente os processos celulares da molécula de DNA [92].

Por fim, sabem-se que existem ligantes que interagem com a molécula de DNA com
multiplos modos de ligacdo, cuja dependéncia pode estar ligada as propriedades da solucao
tampao, as condicdes externas, as seqliéncias de pares de bases, as condi¢des distintas que esse

complexo € submetido, entre outros.
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Europium oxide (Euz03) was used to evaluate the affinity of this rare earth element for interacting with
double-stranded (ds) DNA molecules. To perform the study, we used single molecule force spectroscopy
with optical tweezers and gel electrophoresis assays. Force spectroscopy experiments show that Eu03
presents a strong interaction with dsDNA, and the binding is independent on the ionic strength used in
the surrounding environment. Among the main characteristics of the interaction, Eu;03 tends to bind in
a cooperative way, forming bound clusters of ~ 3 molecules, and presents a high equilibrium association
binding constant on the order of 10° M. In addition, gel electrophoresis confirm the weak electrostatic
character of the interaction and explicit show that Eu;03 does not interfere on drug intercalation into the
double-helix. Such results demonstrate the potential of europium for interacting with nucleic acids and
strongly suggest that this rare earth element may be considered for the design of new metal-based
anticancer drugs in the future.

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The rational design of new drugs for chemotherapies and other
kinds of treatments for human diseases is an important topic in
pharmacology and related fields. In particular, metal-based com-
pounds constitute a class of drugs largely employed in current
chemotherapies [1,2], specially the platinum-based compound
cisplatin and its derivatives [3-6]. On the other hand, advances on
drug development based on metals and semimetals such as
Ruthenium, Osmium, Iridium, Iron, Cooper, Gold, Vanadium,
Arsenic and others were recently reported [1]. Nevertheless,
studies using rare earth elements are sparse, which opens up a
huge range of possibilities for the design of new promising drugs
using these elements,

Europium (Eu) is the most reactive rare earth metal, and a
previous study performed with a particular Eu-based compound
have achieved promising results concerning the development of
Eu-based anticancer drugs [7]. Such compound, designed linking
various aromatic rings to the Eu atom, interacts with DNA via hy-
drophobic groove binding with an equilibrium association binding

* Corresponding author.
E-mail address: marcios.rocha@ufv.br (M.S. Rocha).

https://doi.org/10.1016/).bbre.2020,07.080
0006-291X/© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved,

constant on the order of 10° M, also exhibiting antimicrobial
activity [7]. Nevertheless, since the aromatic rings alone can
interact with DNA via hydrogen bonds, hydrophobic and m-=
stacking interactions [8,9], it is difficult to discriminate the real
effect of the Eu element in such compound. In addition, europium
affinity of single-stranded DNA was also recently demonstrated
[10].

In the present study, we investigate the effects of europium on
double-stranded DNA using the simplest stable compound con-
taining such element: the europium oxide Euy03. Pure europium
cannot be used here because the element is very reactive and
would rapidly oxidize in the sample chamber. To perform the study,
we used force spectroscopy with optical tweezers and gel electro-
phoresis assays. Single molecule force spectroscopy is today
recognized as the state-of-the-art technique for studies concerning
the interactions between nucleic acids and ligands such as drugs
and proteins, being able to provide information on the binding
modes and on the physical chemistry of the interaction [11-13). Gel
electrophoresis, on the other hand, is a classic technique which
allows one to observe the behavior of a large ensemble of nucleic
acids molecules, thus complementing the single molecule analysis
obtained from force spectroscopy. Our results show that Euy03
binds cooperatively to the double-helix with a high equilibrium
association constant (on the order of 10° M), i. e., close to that
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ABSTRACT: Chloroquine (CLQ) and hydroxychloroquine (HCLQ) are compounds largely
employed in the treatment of various human diseases for decades. Nevertheless, a number of
intrinsic details concerning their mechanisms of action, especially at the molecular level, are
still unknown or have presented controversial results in the literature. Using optical tweezers,
here, we investigate at the single-molecule level the molecular mechanism of action of the drug
CLQ.in its intrinsic interaction with the double-stranded (ds)DNA molecule, one of its targets
inside cells, determining the binding modes and the physicochemical (binding) parameters of
the interaction. In particular, we show that the ionic strength of the surrounding medium
strongly influences such interaction, changing even the main binding mode. In addition, the
cytotoxicity of CLQ against three different cell lines was also investigated here, allowing one to
evaluate and compare the effect of the drug on the cell viability. In particular, we show that
CLQis highly cytotoxic at a very low (a few micromolar) concentration range for all cell lines
tested. These results were rigorously compared to the equivalent ones obtained for the closely

Gt Vit ()

related compound hydroxychloroquine (HCLQ), allowing a critical comparison between the action of these drugs at the molecular

and cellular levels.

B INTRODUCTION

Although scientists and the pharmaceutical industry have
discovered and synthesized a number of efficient drugs to treat
human and animal diseases over the past decades, important
peculiarities concerning the molecular mechanisms of action of
many of these drugs remain unknown, especially with respect
to the intrinsic interactions of such compounds with cellular
components like proteins and nucleic acids.

Chloroquine (CLQ) and hydroxychloroquine (HCLQ) are
compounds largely used in malarial treatment. Besides that,
they are also used to treat autoimmune diseases such as lupus
erythematosus and rheumatoid arthritis.' ™ In early 2020,
some studies proposed that these antimalarials agents could be
an alternative in tackling the COVID-19 pandemics.”
Nevertheless, their use for this purpose is no longer
recommended by the World Health Organization (WHO)
since they offer a high risk of adverse effects and, in addition,
their antiviral effects have not been demonstrated in clinical
trials.”

In fact, CLQ and its derivative HCLQ, which was
synthesized with the purpose to reduce the cytotoxicity of
the former,” present a wide range of side effects that can be
explained by their action upon neural and cardiac cells, where
low concentrations of these molecules cause the inhibition of
important ionic channels.” ™" In addition, previous studies
have shown that both CLQ and HCLQ_can directly interact

© XXXX American Chemical Society

\ 4 ACS Publications

with DNA molecules, thus being potentially cytotoxic to many
types of cells.,'' ="

Despite the studies cited above, many peculiarities of the
DNA interaction with CLQ are still unknown. In particular, a
single-molecule study for investigating such peculiarities is still
lacking. This type of study is today recognized as the state of
the art to characterize DNA interactions with ligands such as
drugs or proteins, allowing one to determine the binding
modes and the physicochemical (binding) parameters of these
interactions.”" " Here, we fill this gap, presenting a single-
molecule study, which unveils the main aspects of the DNA—
CLQ interaction. The results achieved were compared to those
obtained from a classic bulk technique, gel electrophoresis.
Finally, the conclusions drawn were rigorously compared to an
equivalent study recently performed with the similar
compound HCLQ," providing new insights into the intrinsic
differences between the molecular mechanisms of action of the
two drugs. In summary, both drugs interact strongly with
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