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Resumo
Estudos sobre a estabilidade e estrutura do DNA através da fotofisica de corantes

intercalados.

Autor: Reinaldo Aparecido Bariccatti
Orientador: Prof. Dr. Francisco B. T. Pessine
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transferéncia de energia, tempo de vida.

O DNA & uma das biomoléculas mais fascinantes que existe, sendo responséavel pela
sintese do RNA e, conseqilentemente, por toda a informagéo genética. Atuaimente o estudo
desta macromolécula tem tido um avango considerével devido ao projeto GENOMA, pesquisas
nas 4reas de eletro-analitica, fluorescéncia e em seus derivados reativos. Apesar da
importancia deste biopolimero sfo poucas as técnicas que podem fomecer informagdes
referentes a sua estabilidade e conformago in vitro. Esta dificuldade reside, em parte, ao meio
em que 0 DNA se encontra e as suas propriedades espectroscopicas, pois € uma molécula n&o
fluorescente e suas bandas de absorgdo eletrbnica sfo pouco sensiveis as alteragSes do
solvente e & sua estrutura.

Neste trabalho utilizou-se corantes intercaladores e fluorescentes como sondas que
respondem as alteragdes no meio em que se encontram (DNA), havendo deslocamento da
posi¢cdo do méximo e da intensidade de absorgéo, variagdes no espectro e no tempo de vida
de fluorescéncia. Algumas destas alteragbes podem ser atribuidas as interacdes dipolares
entre diferentes corantes que induzem um processo de transferéncia de energia, o qual pode
ser empregado para estimar a distncia entre essas sondas.

As variaveis ufilizadas neste estudo foram a presenga de NaCl, GuCl, pressio e
GuCl/presséo. A variagéo na concentragéo de NaCl provoca efeito diferente daquele observado
para o GuCl. O primeiro altera o equilibrio entre as espécies intercaladas e agregadas,
enquanto com o segundo isso ndo ocorre. As caracteristicas espectrais observadas na
presenca de GuCl sdo diferentes para a espécie livie em solugio aquosa e intercalada,
resutado de uma interacéo diferente entre o corante e o DNA, associada a uma
desestruturacéio dessa macromolécula.

A pressao néo altera o equilibrio entre as espécies intercaladas e livres na auséncia de
GuCl. Porém, em presenga deste sal 0 aumento da pressdo induz o retorno das caracteristicas
espectrais do corante intercalado, atribuidas ao retoro estrutural do sitio de intercalagéo.
Quando se usa o par de corantes e se aumenta a pressfo observa-se uma alteragéio na
eficiéncia de transferéncia de energia associada & aproximacéo entre os corantes, quer o GuCl
esteja presente ou n&o.



ABSTRACT

Studies on the stability and structure of DNA through the photophysics of intercatated
dyes
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Key words: Acridine orange, methylene blue, DNA, guanidinium hydrochloride, pressure, energy
transfer, lifetime.

In this work one used intercalated and fluorescent dyes to probe alterations in the DNA
structure due to change in its environment, using absorption and emission spectroscopy. Some
of these alterations can be attributed to dipolar interactions between different dyes that are
responsible for energy transfer. This process can be used to obtain the distance among those
probes.

The variables used in this work were the presence of NaCl, guanidinium hydrochloride
(GuCl), pressure and GuCl/pressure. The variation in the NaCl concentration causes a different
effect from that observed for GuCi. NaCl alters the balance among the intercalated and
aggregated species of the probes, while with the GuCl that doesn't happen. The spectral
characteristics observed in the presence of GuCl are different for the free and intercalated
species in aqueous solution, result of different interactions between the dyes and DNA,
associated to a desestruturation of that macromolecule.

The pressure doesn't change the balance among the intercalated and free species in the
absence of GuCl. However, in presence of this salt the increase of the pressure induces the
return of the spectral characteristics of the inserted probe in DNA, attributed to the structural
recovery of the intercalation sites. When a pair of donor and acceptor of energy is used and one
increase the pressure it is observed an alteration in the efficiency of energy transfer associated
to a close proximity of the dyes.
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| INTRODUGAO

1.1 DNA

Em abril de 1953 a Nature publicou trés artigos sobre a estrutura do DNA. O primeiro,
escrito por Watson e Crick’, propondo que o DNA era uma dupla hélice com fitas anti-paralelas
unidas por pontes de hidrogénio entre bases complementares. Os outros dois detalhavam os
estudos de difragéo de raios X das fibras de DNA (forma B>?) estabelecendo que cada volta da
hélice possui um passo de 34A, 10 pares de bases e didmetro de 20A. As duas cadeias
mantém-se unidas, em parte, por pontes de hidrogénio, estando cada grupo amino de uma
base, em uma das fitas, ligado a um grupo ceto de outra base, na outra fita. Os pares de bases
adjacentes estéo afastados de 3,4A, cada par de bases faz um &ngulo de 36° em relagio aos
pares adjacentes, cada passo da dupla hélice possui um comprimento de 34A e contém 10
pares de bases. Estes valores s#o vélidos para a forma B do DNA com 92% de de grau de
hidratagéo (FIGURA 1.1.1).

FIGURA 1.1.1 Estruturas de dupia hélice do DNA, nas formas A, B e 2: &tomos de fésforo,
oxigénio, nitrogénio e carbono.

Existem varias conformacgdes do DNA, trés das quais s&o semelhantes entre si: A, B e
C. Aquela comumente encontrada em solucéo e in vivo é a B que se converte em A quando o
grau de hidratac&o é reduzido para menos de 75%. Elas diferem na disposi¢io dos pares de
bases, que nao s&o perpendiculares ao eixo da hélice mas inclinados de ~20° (FIGURA 1.1.1).

Em conseqiiéncia disto, o passo € reduzido para 28A havendo 11 pares de bases por volta. A
. 1
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conformagéo C se assemelha muito & A, possuindo passo de 33A com nove pares de bases
por volta. Além destas, existem as estruturas De Z.

Estas conformacdes s&o estabilizadas em parte pelo solvente (4gua), que n#o é
apenas um meio para manter os solutos dissolvidos sendo responsavel, também, pela
estabilizagdo das estruturas secundéria e tercidria, sustentando os 4cidos nucléicos,
diminuindo a repulséo entre os grupos fosfato e, em parte, ordenando as bases nitrogenadas
mediante interagdes hidrofébicas.

O grau de hidratagio do DNA é um fator importante para sua conformagéio, valores
elevados favorece a forma B e a redugéo desta (ou também o aumento da forga ibnica)
acarreta a transicdo da conformagéo B para C ou para A e, se as seqiiéncias permitirem, para
as conformacbes De Z.

No caso do DNA o grau de solvatagdo (I') € um parametro que indica © numero de
moles de agua por mol de nucleotideos. A estrutura secundéria desta macromolécula esta
intimamente relacionada a I'™*® e, conseqilentemente, a atividade (a,) da agua, que diminui
com o aumento da concentragio de sal’. Embora a, dependa da forga ibnica e néo da
natureza do cation, este tem um efeito pronunciado na estrutura secunddria do DNA, indicando
que existe uma interag&o especifica entre eles®.

Para sistemas contendo solventes orgénicos (etanol, isopropanol, dioxano, etc.) ocore
alteragéo na polaridade do meio, permitindo transigdes entre as conformagtes B e A e entre C
e A, as quais podem ser monitoradas mediante dicroismo circular.” A transicio entre B e C é
continua, em concordancia com a similaridade estrutural entre elas.

Os experimentos envolvendo equilibrio de sedimentacéio, espectroscopia de IV e
difragéo de raios X levam a concluséio que o DNA é altamente, mas n&o homogeneamente,
solvatado, havendo duas camadas de hidratag&o, a primaria e a secundaria®®.

A primaria consiste de 11 a 12 moléculas de agua por nuclectideo, estando as
moléculas de 4gua agrupadas em trés classes: 1) ligadas aos grupos fosfato, 2) unidas aos
grupos fosfodiéster+acticar e 3) as bases. Resultados obtidos por espectroscopia de |V, para o
DNA a menos de 65% no grau de hidratag&o, foram interpretados como hidratagso do ion
oxigénio do grupo fosfato, havendo 5§ a 6 moléculas de &gua por nucleotideo. Abaixo de 60%
de hidratacéo, esse ion, agora do grupo fosfodiéster, e as furanoses estdo parcialmente
hidratados. A hidratacéo dos grupos funcionais amino, imino e ceto das bases ocorre em ~65%
de hidratag&o com mais 8 a 9 moléculas de agua. Quando o grau de hidratagdo est4 em torno
de 80% a camada de hidratag8o primaria do DNA é completa com ~20 moléculas de agua por
nucleotideo™.

A estrutura formada pelas moléculas de dgua na camada de hidrataggo primaria &
diferente daquela existente no "bulk" sendo que, das 20 moléculas de agua existentes nesta
camada apenas 8 ou 9 delas est&o em contato direto com o DNA. Esta camada de hidratag&o
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é impermedvel aos cétions'' e, quando a solugfio é resfriada abaixo de 0°C, ndo congela com
a mesma estrutura da 4gua pura’?.

Estudos utilizando dicroismo circular e difrago de raios X' indicam que o DNA em
solugéo aquosa néo esté na forma B com exatamente 10 pares de bases por passo, mas em
uma conformacéo ligeiramente enrolada com um &ngulo menor entre pares de bhases
sucessivos. Além disto, esta substancia, como outros polinucleotideos e polipeptideos, possui
dobras formando estruturas ordenadas secundérias e terciarias, associadas & blindagem de
grupos que estariam expostos ao solvente, andlogamente ao que ocorre em polimeros cujas
cadeias estao distribuidas aleatoriamente.

Os célculos sobre a energia de hidratag&o realizados para a conformacgéio B podem ser
usados para analisar as forgas responséveis pela estabilizacio da dupia hélice em solucao.
A maior energia (15Kcal/mol por par de base) esta associada & diminuicéo da repulsdo entre
grupos fosfato adjacentes. A hidratagdc aumenta a atracéo entre as bases e estes grupos
(12Kcal/mol por par de base) e influi no empilhamento das mesmas (7Kcal/mol por par de
base).

A reducéo da repulsdo entre os grupos fosfato se deve, principaimente, & diminuig&o da
interacfio eletrostética; a atrag#o entre esses grupos e as bases depende do forte aumento do
componente eletrostatico e, em menor grau, do aumento nas energias de polarizacéo e
dispers&o. Na interag&o entre bases {(empilhamento) a hidratagsio contribui principalmente para
a estabilizacsio através de efeitos de dispersfio e eletrostatico e um componente repulsivo
(cerca SKcal/mol por par de base) deve ser vencido para que ocorra o empilhamento,
resultando em uma estabilizacdo de 7 a 10Kcal/mol por par de base, para o empilhamento de
pares de bases G-C.
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1.2 INTERCALACAO E INTERCALADORES

As primeiras evidéncias sobre a intercalacdo de compostos arométicos em DNA
provieram de estudos hidrodindmicos e de difragdo de raios X empregando derivados de
acridina'>. O compiexo formado entre a substincia aromética e o DNA apresenta um
difratograma que indica um aumento da separagao entre os pares de bases do DNA.

Segundo o modelo proposto, a intercalagéo ocorre entre os pares de bases adjacentes
e séo observadas as seguintes variagbes na estrutura do DNA: aumento do comprimento da
dupla hélice, distor¢éo da cadeia aglcar-fosfato e deformacfio da estrutura regular helicoidal
nas proximidades dos sitios de intercalacéo, a qual deforma os sitios vizinhos, tornando-os
improprios para a intercalago (FIGURA 1.2.1).

FIGURA 1.2.1 Representacgéo gréfica de AA intercalado em B DNA. As distor¢des ocorrem
nos sitios proximos ao intercalador.

O alongamento do DNA em presenca da proflavina indica que apenas 44% dos sitios
de intercalagio estéo ocupados pelas moléculas deste composto; assim, dois sitios (um acima
e outro abaixo daquele em que se encontra a espécie intercaladora) tém sua ocupagéo
inviabilizada pela intercalacéo.

As forgas atrativas envolvidas no processo de intercalagdo séo de natureza hidrofébica
e devidas ao “empilhamento” dos anéis arométicos do intercalador e dos pares de bases.
Entretanto, é conhecido que, em alguns casos, a desnaturagio do DNA n&o reduz
substanciaimente a ligacio da espécie intercalada, fato que tem levado a um outro modelo o
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qual envolve a sobreposicio dos anéis arométicos do intercalador e das bases adjacentes na
mesma fita polinucleotidea, como acontece para a acridina'®.

Hoje s&o conhecidas vérias substéncias que podem interagir, via intercalag&o, com o
DNA: psoralenos, cloroquina, cloropromazina, brometo de etideo, iodeto de propideo,
antibiéticos, corantes, hidrocarbonetos arométicos policiclicos, etc. Devido ao sistema
croméforo do intercalante, sua interagio com o DNA pode ser seguida por métodos
espectroscopicos, os quais fornecem informagbes espectrais e cinéticas sobre o processo de
intercalagéo. Estudos cinéticos mostram que este fendmeno, que ocorre na escala temporal de
milisegundos, é precedido por um processo rapido de difuséo e interacéo do intercalante com
grupos fosfato, podendo haver a formagéo de complexos oligoméricos,

De modo geral, as modificagbes espectrais podem ocorrer nas intensidades e posicdes
das bandas de absorgcfio e de emissdo, no tempo de vida e na polarizagio espectral. Em
especial, para a proflavina, acriflavina, quinacrina e mostarda de quinacrina, o rendimento
quéntico da fluorescéncia depende fortemente do local em que a molécula se insere. No caso
de proflavina e quinacrina, a supresséo de fluorescéncia por regides ricas em C-G foi atribufda
a um complexo de transferéncia de eiétrons. Para a proflavina o rendimento quéntico é
reduzido ~33% pela intercalacdo, mas o tempo de vida permanece constante quando
comparado aos valores obtidos em solugéo aquosa.

A substancia alaranjado de acridina (AA), em solug&o aquosa, possui um equilibrio
envolvendo trés espécies (neutra, mono-protonada e di-protonada) no intervalo de pH entre 0
e 12. O pH de viragem do equilibrio entre as espécies di e mono-protonada é ~1 e o do
equilibrio entre as formas mono-protonada e neutra ocorre em ~10,5. A FIGURA 1.2.2 mostra a
dependéncia das intensidades maximas das bandas de absorc&o em 492 e 430nm, em fungsio
do pH.
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FIGURA 1.2.2 Intensidades das bandas de absorg&io em 492nm (Hl) e 430nm (@) versus pH.

As diferencas espectrais para as diferentes formas deste corante séo acentuadas. A
espécie neutra possui uma banda com méximo em 430nm e a mono-protonada possui seu
méximo em 492nm. Esta dltima é semelhante & da di-protonada (embora esta seja mais larga
e menos intensa), a qual possui ainda outras duas bandas' com méximos em 353 e 370nm,
n&o observadas na FIGURA [.2.3.

Além dos equilibrios mencionados h4 o aparecimento de um dimero, que se forma em
solugéio aquosa quando a concentragfio de AA é ~4x10° mol.L™. Esta espécie se caracteriza
pelo emparethamento de duas moléculas de AA, cujos anéis arométicos estdo sobrepostos
(FIGURA 1.2.4). Quando isto ocorre h4 uma supressio acentuada da fluorescéncia e o
surgimento de uma nova banda de absorgio, com méximo em 472nm (FIGURA 1.2.3), que se
altera continuamente com o grau de agregac#o’: dimeros, trimeros ou oligbmeros.
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FIGURA 1.2.3 Espectros de absorgéio de AA: forma (ll) mono-protonada, (@) neutra e (A)
agregada.

A B

FIGURA |.2.4 Representagéo estrutural do mondmero (A) e dimero (B) do AA: carbono,
nitrogénio e hidrogénio.

As alteragbes que ocorrem nos espectros de absorgéc e emisséo do AA na presenca
de DNA sé#o: deslocamento do maximo de absorgéio para 503nm, diminuicio da largura da
banda de absorgdo a meia altura e aumento do rendimento quéntico de 0,25 para 0,75. Elas
indicam que cada molécula de AA se encontra alojada entre dois pares de base. A FIGURA
1.2.5 mostra os espectros de absor¢#io das espécies livre e intercalada de AA.
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FIGURA 1.2.5 Espectros de absorgtio de AA: formas livre (A) e intercalada (V).

A formagéo de agregados de AA em DNA também é possivel. Entretanto, neste caso
as moléculas ndio mais se encontram intercaladas e interagem com os grupos fosfato na
superficie externa do DNA, resultando nas alteracSes espactrais mencionadas para o mesmo
em solucdo aquosa. Contudo, no espectro de emisséo ha o surgimento de uma nova banda
com méximo em =650nm.
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1.3 TRANSFERENCIA DE ENERGIA

Estudos sobre transferéncia inter molecular de energia eletrdnica tem se tornado uma
ferramenta poderosa para compreender reagSes fotoquimicas, mecanismos de reagbes e
parametros que caracterizam o estado excitado. Sem a transfer8ncia de energia eletrénica, o
processo de fotossintese néo seria téo eficiente ou ndo poderia ocorrer, estando presente em
um grande nimeroc de processos biolégicos.

Essa transferéncia de energia pode ser classificada como:;

a) Radiativa.

b) N&o radiativa.

¢) Colisional.

d) Migragéo excitdnica.

O processo mais trivial € o primeiro, que ocorre em duas etapas: a luz emitida por uma
molécula doadora “D” (primeira etapa) é reabsorvida por uma segunda molécula aceptora “4”
(segunda etapa) que pode ser ou n&o idéntica & primeira. Neste processo n&o ha interagsio
entre as moléculas "D" e "4"; entretanto, h& uma sobreposic&io entre os espectros de absorgéo
do aceptor e emisséo do doador. Este fenémeno pode ocorrer a uma grande distancia e a
probabilidade de reabsorver a luz emitida pelo doador & distancia “d” do aceptor varia com “d®.
Este processo se caracteriza por: 1) uma invariéncia do tempo de vida do doador'®, 2) uma
mudanga no formato do espectro de emisséo do doador (que esta relacionado ao espectro de
absorgéo do aceptor) e 3) apresentar uma eficiéncia que depende da viscosidade do meio.

A transferéncia néo radiativa de energia é um processo que ocorre em uma Unica
etapa, envolvendo simultaneamente a passagem do doador para o estado fundamental e do
aceptor para o estado excitado, néo havendo emisséio de luz. Para que este processo
aconteca é necessdrio que haja uma interagfo ressonante entre os estados iniciais (D* + 4) e
finais (D + 4%). Isto é satisfeito quando as energias de transi¢io do doador (D -» D*) e do
aceptor (4—»A*) so semelhantes (FIGURA 1.3.1).



Tese de Doutorado

U ey -

| p===ammmeeaad f |

B . e .
—te ¢ - _-.-_-5.;._-'--'{'-_-'."_-5-:-_ 1

FIGURA 1.3.1 Representacéio esquemética da transferéncia n#&o radiativa de energia entre um
doador (D) e um aceptor (4).

Se a transferéncia n&o radiativa de energia for mais lenta que a relaxagéo vibracional e
a temperatura n&o for muito alta, o estado inicial ter4 doadores excitados e aceptores n&o
excitados. Considerando que, de acordo com o principio de Fraanck-Condon, as transicbes
s&o adiabéticas (verticais), a energia transferida deve corresponder as freqiéncias que s#o
comuns aos espectros de emisséo do doador e de absorgso do aceptor, que é a regi&o de
sobreposicéo entre eles. Com o aumento dessa sobreposicéo, o nimero de possiveis estados
acoplados aumenta, 0 mesmo ocorrendo com a probabilidade de transferéncia de energia.

A regifo de sobreposicéo espectral é matematicamente definida como:

J= f F,(v)e, (v)dv EQUAGAO 1.3.1

onde: Fj, € a distribuiclo espectral da emisséo do doador e ¢, é a de absorgio do aceptor,
normalizadas para a unidade e absorco molar. Ambas s#o0 expressas em cm™'.

Desta forma, J é uma medida do numero de possiveis estados finais associados as
transigdes entre o doador e o aceptor.

Forster'” desenvolveu uma expressfo quantitativa para a transferéncia de energia

eletrénica devida & interag&o dipolo-dipolo utilizando paréimetros experimentais (EQUACAO
1.3.2).

8,8><10“25K2(I) dv
= | Fo(e, (");4_ EQUACAO 1.3.2

K nr.r
D

10
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onde: v € o nimero de onda, » é o indice de refracéio do solvente, X é o fator de orientagao
entre o doador & o aceptor, @, é o rendimento quéntico de emissdo do doador, 7, é 0 tempo
de vida do doador (em segundos) e r ¢ a distancia entre D e 4 (em centimetros).

Esta EQUAGCAO se aplica para o caso em que o doador e aceptor estido bem
separados (no minimo 20A%), exibem espectros largos e desestruturados, ocorra a
sobreposicéo de espectros e néo hgja interagéio de D e 4 com moléculas do solvente.

A eficiéncia da transferéncia de energia (E;) ¢ expressa em termos da “distancia critica”
Ro (EQUACOES 1.3.3 e 1.3.4), definida como a separacéic entre D e 4 para a qual a taxa de

transferéncia de energia (Ky-,4) é igual a soma das taxas de todos os outros processos de

relaxaco (EQUAGAQ 1.3.5), ou seja, é a distancia para a qual o rendimento quéntico do
doador é reduzido de 50%.

__R
E, = R4 EQUAGCAO 1.3.3
88x 10X K*® dv
Ry = = 2 fFD( eV EQUAGAO 1.3.4
Kpeoa ™ 1-'1:1) EQUAQAO 1.3.5

Estas equagbes mostram que a eficiéncia de transferdncia de energia por interagéo
dipolar n&o depende da forga do oscilador do doador. Assim, Ry néo depende da absorbancia
do doador, mas sim de seu rendimento quéntico, pardmetro que leva em considerago outros
processos de desativac&io que ocorrem na molécula. Na préatica, podem ser obtidos valores
para R; entre 50 @ 100A usando ex=10.000mol.L™".cm™, sobreposicéio espectral significativa e
rendimento quéntico entre 0,1 e 1,0.

A validade da teoria de Forster foi testada por Latt et al.?!, Stryer e Haugland®, Conrad
e Brand®, Chiu e Bersonh®, entre outros, usando distancias conhecidas entre o doador e
aceptor.

A disténcia obtida via célculos sobre transferéncia de energia depende da exatid&o e
validade de R, e da eficiéncia (E) do processo. A maior dificuldade neste caso & obter um valor
para o fator de orientagéo X°, que normalmente n&io é conhecido. Os valores possiveis desta
constante séo 0 e 4 para osciladores que estéio perpendiculares ou paraleios® e 2/3 quando
possuem orientacéo aleatéria. De modo geral pste Gltimo é freqlientemente utilizado e fornece
resultados satisfatérios, pois hd um certo grau de liberdade rotacional do doador e aceptor,
levando a aleatoriedade entre suas orientagdes:
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1.4 DECAIMENTO TEMPORAL

O tempo de vida © é aquele requerido para que o nimero de moléculas no estado
excitado seja reduzido a 1/e (onde e é a base dos logaritmos neperianos), em virtude de
processos de relaxagfio, radiativos (como fluorescéncia) ou n&o. A intensidade de
fluorescéncia é diretamente proporcional ao nimero de moiécuias no estado excitado e no
caso mais simples é expressa como uma equag&io mono exponencial:

-1
I=1xe % EQUAGAO 1.4.1

onde: ] e J, s§0 as intensidades de fluorescéncia em um tempo t e em {= 0, respectivamente e

7 € 0 tempo de vida. Quando h& mais de uma espécie fluorescente, com diferentes tempos de
vida a equac#o vista se torna;

-t
I=1,x Za,-e A" EQUAGAQ 1.4.2

onde: a; € um fator pré-exponencial associada & espécie i.

Moléculas orgénicas em solugsio possuem tempos de vida entre 0,1 e 100nseq. Ha dois
métodos principais para a medida de 1 usando luz pulsada ¢ medindo o deslocamento de fase
quando a excitagéo da amostra é feita com juz continua.

No método com luz pulsada a amostra é excitada por um pulso de luz de curta duragio

(largura a meia altura <10nseg.) e a intensidade de fluorescéncia & graficada em escala
semilog. Se o pulso de luz é suficientemente curto, comparado ao tempo de decaimento, o
grafico obtido serd uma reta cuja inclinagso é -1/1, Na prética é dificil obter um pulso de luz
extremamente curto, que n&o influencie a forma do sinal fluorescente obtido, de modo que este
se encontra convoluido com o do pulso de luz. A integral de convolugio é dada por:

G(t) = J‘I () F(t)dt EQUACAO 1.4.3

onde: G(1) é a intensidade do sinal fluorescente observado, I(y) é a intensidade do pulso de luz
em funcéo do tempo e F(1) é a fungdo real do decaimento fluorescente, que seria observada
¢aso o pulso de luz tivesse duragéo infinitesimal. Na pratica é possivel obter a fungéo /(1) pela
substituic&io da amostra por uma solugdo espalhadora e calcular a fungéo Fi).

A solugéo da EQUACAO 1.4.3 ndo é um problema trivial. Se o comportamento da
fung&o Ft) é conhecido como sendo mono-exponencial, & solugéio é simpiificada, mas a priori
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néo se conhece a forma da fungéio Fyy). Vérios artigos mencionam métodos para “decovoluir’
G(1), conhecendo-se I(1)®4%

Atuaimente, um desse métodos implica em convoluir I3, assumindo que F(y é uma
fungio contendo de uma a trés exponenciais (como na EQUACAQ 14.2) e por via
computacional variar a e 1; até obter um ajuste, através do método de minimos quadrados,
entre a curva experimental (G(1)) e a calculada, conforme EQUAGAO 1.4 4.

2 - 1 i (I(t)calc - I(t)exp )2
N-d-1% S(t)z EQUAGCAO 1.4.4

V4

onde: N é o numero de canais analisados, d o nimero de pardmetros ajustados, st} & o desvio
padréo determinado pela medida do ruido no tempo ¢, @ I(1)... € I(t).., s&0 as intensidades de
emisséo calculada e experimental, respectivamente.

Valores de x° entre 0,8 e 1,2 sfio considerados como indicativos de um bom ajuste de
curva, enquanto valores até 1,5 podem ser aceitos para curvas ligeiramente distorcidas.
Porém, o valor de ¥ sozinho n&o é suficiente para indicar um bom ajuste sendo necessério,
tambeém, considerar a fungéo de auto correlagéo (Cr) dada por:

1 prim—1
- En’}ﬂ

m i=py

er =
1 i[" P EQUAGAO 1.4.5
D i=p; I

onde: ps=p,-p+1, sendo p, o primeiro e p, o Ultimo canal utilizado para efeito de célculo. O valor
superior de j & p./2 e m é definido como ps-j e varia para cada soma.

Cr; é a correlagéo entre o residuo no canal i () e o residuo no canal i+; (r,) somado
sobre um nimero selecionado de i canais. O valor inicial de Cr; & 1 e os demais valores devem
possuir alta freqiiéncia e baixa amplitude de oscilag&io (préximo de zero). Quando isto ocorre
pode-se afirmar que foi obtido um bom ajuste de curva.

Lampadas que possuem meio ativo constituido por N, ou H; fornecem pulsos de luz
com largura a meia altura de 1,5 a 4nseg. Usualmente opera-se a lAmpada com alta taxa de
repeticio para obter um sinal médio. Entre as fontes que fornecem pulsos de luz com largura
temporal <1nseg. podem ser citados lasers pulsados e sincrotrons.

Para a deteccéo do sinal séo necessérias foto-multiplicadoras rapidas. Em alguns
equipamentos elas s&0 substituidas por placas com micro canais ("microchannel plates") que

possibilitam a detecgéo de sinais rapidos com maior eficiéncia.
13



Tese de Doutorado

i OBJETIVOS

Este trabalho tem os seguintes objetivos:
1) adquirir dados espectroscdpicos de sondas intercaladas em DNA e correlacioné-los com a
estabilidade e conformacéo da macromolécula.
2) caractenzar as alteragbes das propriedades espectroscopicas das sondas utilizadas com o
efeito da variagdo de pressfio, presenga de cloreto de guanidinio e cloreto de sédio na
estrutura do DNA.
3) verificar a infludncia de NaCl e GuCl na estrutura do DNA e no equilibrio das espécies
presentes,
4) analisar as perturbagdes na estrutura do DNA causadas por altas pressbes, na presenca e
auséncia de ions e correlacioné-las com equilibrios entre estruturas do DNA.
5) observar as variagbes de volume do DNA com a press&o mediante transferéncia ndo
radiativa de energia e comparar os resultados com célculos envolvendo constantes de
equilibrio.
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ill PARTE EXPERIMENTAL

Foi utilizado DNA altamente polimerizado (10x10° a 15x10° kD), tipo |, marca Sigma,
proveniente de timo de bezerro; o alaranjado de acridina (AA) foi obtido da British Drug House
e o azul de metileno (AM) da Ecibra. O cloreto de guanidinio (GuCl, pureza =99%), utilizado
como agente desnaturante, foi obtido junto & Aldrich e purificado por recristalizag&o em metanol
a-10°C.

O alaranjado de acridina foi purificado mediante dissolugio em uma mistura de agua e
etanol (1/1 v/v) e precipitado pela adicéo de uma solugéio aquosa de NaOH 0,1mot.L™", filtrado,
lavado com agua destilada e seco a 70°C.

Foram preparadas solugdes diluidas da substéncia azul de metileno, proveniente de
diferentes fomecedores, das quais foram obtidos os espectros de absorgéio para avaliar a
relagao das intensidades de absorg&o em 665 e 620nm. Foi utilizada, sem purificagéio, aquela
que possuia relagéo superior a 2,0, indicando auséncia da espécie desmetilada do corante™.

A solugéio tampéio foi preparada segundo a adigdo de 39,0mL de KH.PO, 0,2 mot.L™" e
61,0ml de Na;HPO, 0,2 mol.L"* em um bal&o de 100mL.

As solugbes utilizadas foram preparadas com &gua bi-destilada e para a limpeza da
vidraria utilizou-se mistura sulfonitrica (1/1 viv de &cido sulfurico e nitrico concentrados), sendo
lavadas com agua comum e, por Gltimo, com 4gua bi-destilada.

Para as solugdes estoque de DNA dissolveu-se 0 DNA em agua bi-destilada e deixou-
se a solugdo em repouso em geladeira (2 a 3 dias). Depois, a solugéo foi homogeneizada por
rotagéo (10rpm) e, para confirmar a homogeneidade, foram obtidos espectros de absorcéo de
duas aliquotas, uma extraida do fundo e outra da superficie da amostra.

A concentracsio de fosfato presente (Ppna) no DNA foi obtida por espectroscopia de

absorgdio, utilizando £=6600 mol™'.L.cm™ (260nm) e a concentragéo de sitios de intercalacéo
(Spna) € dada por Poya/2.

II.1 INTERCALACAO DE AM EM DNA
Foram preparadas solugdes estoque de AM, tampéo fosfato (pH 7,0) e DNA, cujas

concentragdes s#o 1,03x10°molL” ; 0,2molL" e 4,33.10%molL"! (corespondente & de
fosfato), respectivamente.

Apés a adigho dos volumes (TABELA 111.1.1) em baiSes de 10mL, os quais foram
completados com agua bi-destilada, as solugdes foram mantidas a =5°C e protegidas da luz,

durante 24h. A relacéo entre [Spna] € [corante] fornece o valor de R, que é o nimero de pares
de bases por intercalador.
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TABELA 11.1.1 Volumes adicionados (mL.) e concentragdes (mol.L™") das solugdes de

DNA/AM e R.

N2 V-DNA V.Im VﬁM_ [P.DNAJX1 0° [AM]x1 07 R
1 1,00 1,0 0,92 433 9.4 23,0
2 0,90 1,0 0,92 3,85 9.4 20,5
3 0,80 1,0 0,92 3,50 9.4 18,6
4 0,70 1,0 0,92 3,00 9.4 16,0
5 0,60 1,0 0,92 2,53 94 13,5
6 0,50 1,0 0,92 217 0.4 11,5
7 0,35 1,0 0,92 1,51 9.4 8,0
8 0,25 1,0 0,92 1,01 9.4 54
9 0,16 1,0 0,92 0,65 9.4 3,5

10 0 1,0 0,92 0,00 9.4 0

in.2 TRANSFERENCIA DE ENERGIA ENTRE AA E AM INTERCALADOS EM DNA
Inicialmente foi preparada uma solugéio de DNA, utilizando 56mg de DNA em 25mL de

égua bi-destilada tamponada em pH 7. A concentragéo de fosfato do DNA na solugéo (5,1x107
mol.L™) foi determinada por espectrofotometria.

As solugbes estoque dos corantes AM (2,3x10*mol.L™") & AA (1,1x10*mol.L"), foram
misturadas na ordem: solugfio de DNA, solucéo de AA, solucsio de AM e agua bi-destilada
(para igualar o volume). A massa de cada solugfio estoque utilizada para obter a solugéo final
esta na TABELA [i1.2.1, juntamente com as concentracbes e a razdo R.

TABELA 1l1.2.1 Massas (g) das solugbes estoque, concentragbes (mol.L') e R.

Sol. | DNA AA AM H;0O [Spnalx10° [AAIX10° [AM]x10° R
1 0,9800 | 0,5932 | 1,5850 1,8378 4,96. 1,31 74,2 5,7
2 | 09729 | 0,5925 | 1,1691 2,2281 4,96 1,32 54,7 7,3
3 109794 | 0,5901 | 0,9247 24784 4,98 1,31 43,3 9.9
4 | 09703 | 0,5930 | 0,7262 2,6983 4,92 1,32 34,0 10,7
5 109770 | 0,5951 | 0,5882 2,7962 4,99 1,33 27,5 12,4
6 | 09899 | 0,5926 | 0,4086 2,9651 5,05 1,32 19.1 15,9
7 109739 | 0,5932 | 02757 3,1745 4,91 1,31 12,9 19,3
8 |09896 | 05929 | 0,1401 3,2750 5,01 1,31 6,5 258
9 |09719 [ 0,56920 | 0,0588 3,3696 4,93 1,31 2,8 31,3
10 | 0,9810 | 0,5923 | 0,0205 3,3889 4,98 1,32 1,0 35,2
11 ] 0,9785 | 0,5930 | 0,0000 3,4331 4,95 1,31 0.0 37,8

l11.3 EFEITO DA FORCA IONICA EM SISTEMAS CONTENDO DNA, AA E AM
Foram utilizadas as solugdes de: DNA (64,3mg/25mL), AM (3,2x10°moal.L"), AA (

2,8x10°mol.L") e tamp#o fosfato 0,2mol.L"" (pH 7,0, utilizando fosfato monobasico de sédio
(0,2 mol.L") e fosfato dibasico de potéssio (0,2 mol.L™)).
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A partir destas solugbes foram preparadas outras trés utilizando os volumes indicados
na TABELA I1Il.3.1. De cada uma delas foram retiradas 6 aliquotas de 5mL., as quais foram
adicionadas as seguintes massas de NaCl: 0; 0,03; 0,15; 0,28; 0,57 @ 1,1 19.

A concentrag#o final de fosfato foi =4,8x10*mol.L".

TABELA 111.3.1 Volumes (mL) das solugSes estoque.

Sistema Sol. DNA H.O Tampédo | Sol. AA Sol. AM
DNA 3,2 32,0 0,5 0,0 0,0
DNAJ/AA 3,2 16,3 0,5 16,5 0,0
DNA/AA/AM 3,2 16,3 0,5 8,5 8,0

.4 PLANEJAMENTO FATORIAL COM AS VARIAVEIS: [AA], R E [NaCl]
Das solugbes de AA (9,1x10°mol.L™") e DNA ([Spual=1,08x10"° mol.L "), tamponadas em

pH 7, foram preparadas outras cujas variaveis [AA], [Soya] @ [NaCl], obedecem os niveis - e +,
com as seguintes concentrages: [AA]=3,0 e 0,3x10°molL"; R= 10 e 20 e [NaCi]=0 e 0,5
mol.L™!, Desta dltima solug&o foram retiradas aliquotas de S5ml. e adicionadas 0,1425g de NaCi
de modo que a concentragéio do saf =1,0mol.L".

.5 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO EM SOLUCOES CONTENDO AA
A) Da solugéio estoque ([AA)=5,2x10"mol.L™") tamponada em pH 7, foram retiradas trés

aliquotas de 25, 5 e 5mL e colocadas em baides de 50, 10 e 10mL, respectivamente. Aos
balbes de 10mL foram adicionadas 0,1006 e 0,4972g de GuCl, respectivamente, e em seguida
completados os volumes, com agua bi-destilada.

B) De cada balfio de 10mL foi retirada uma aliquota de 1mL, colocada em bal&o de
10mL e seu volume completado com a solugéo contida no bal&o de 50mL.

C) Mais uma diluigéo foi feita seguindo o procedimento anterior. Entretanto, desta vez
foram utilizadas as solugbes mencionadas em B. Portanto, foram obtidas soiugdes cujas
concentragdes de GuCl s&o de 10 e 100 vezes menores em relagfio & inicial, @ uma sétima
solugdo sem GuCl.

D) Por ultimo foram preparadas duas solugbes com GuCl (0,7 e 1,0mol.L") e com as
mesmas [AA] que as anteriores.

Il.6 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO NO SISTEMA DNA/AA/AM
Nesta secéo foram preparados dois conjuntos de solugdes: no primeiro utilizou-se uma

solugéo estoque de 64,3mg de DNA em 25mL de agua bi-destilada.
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As solugbes estoque dos corantes foram preparadas em &gua bi-destilada, pesando-se
0,273mg de AM para 50mL e 0,335mg de AA para 100mL.

Utilizando estas solugdes preparou-se trés novas solugbes. As massas de cada solugéo
estogue utilizada estéo indicadas na TABELA 111.6.1.

TABELA 111.6.1 Massas (g) das solugdes estoque.

Sol. DNA AA AM Tampéo Agua
DNA 3,2017 0,5088 31,9498
DNA/AA 3,1978 16,4777 0,4982 16,4664
DNA/AA/AM 3,1829 8,5219 8,0147 0,5042 16,3260

Estas solugbes foram mantidas durante 24h a 5°C. De cada uma delas foram extraidas
6 aliquotas de SmL e cada aliquota foi colocada em bal&o de 10mL, aos quais foi adicionada a
massa de GuCl indicada na TABELA 111.6.2.

TABELA 11.6.2 Massas (g) de GuCl.

Solucdes DNA DNA/AA DNA/AA/AM
1 0,0 0,0 0,0
2 0,0559 0,0560 0,0470
3 0,2612 0,2579 0,2560
4 0,5305 0,5413 0,5091
5 0,9791 0,9800 0,9993
6 1,9609 1,9037 1,8893

No segundo conjunto preparou-se solugbes contendo DNA/AA/AM e DNA/AA. Esta
ditima foi utilizada para verificar o comportamento do AA na auséncia do aceptor de energia.
Para a solugéo contendo DNA/AA/AM pesou-se 13,9mg de DNA em 10mL de agua bi-
destilada, retirou-se 9,5mL ([Ppna]=4,3x10 mol.L™") e adicionou-se em 50mL de uma solugéo
tamponada (0,02moi.L™" tampéo fosfato) de AA (5,9x10° mol.L™') e AM (6,7x10® mol.L").

Para a solugéo contendo DNA/AA foi utilizada uma solugéio de DNA com 13,6mg de
DNA em 10mL de 4gua bi-destiiada e a solugfio estoque de AA (1,76x10°mol.L™"), sendo
usados os volumes 7.5, 12,0; 3,8 e 14,8mL de solugdes de DNA, AA, tamp&o e agua,
respectivamente. As concentragbes finais de Ppys @ AA s80, 4,7x10* e 5,2x10° mol.L™,
respectivamente.

Todas essas solugdes foram mantidas a 5°C , durante 24h. Em seguida foram retiradas
aliquotas de 4,5mL da soiugéo contendo DNA/AA/AM e 5,0mL da de DNA/AA. A cada uma
destas foi adicionada a massa de GuCl expressa na TABELA 1I1.6.3. Os cuidados de
homogeneizacéo e estocagem s&o iguais aos ja descritos.
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TABELA i11.8.3 Massas (g) de GuCl.

Solugbes DNAJAA/AM DNAJ/AA
1 0,0 0,0
2 0,0385 0,0384
3 0,153 0,1325
4 0,229 0,226
5 0,363 0,458
6 0,468 0,714
7 0,600
8 0,718
9 0,935

II.7 EFEITO DA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE O SISTEMA DNA/AM

Das solugdes estoque ([Pona]=1,8x10°, [AM]=2,5x10° e [tamp&0o}=0,2 mol.L™") foram
retirados 2,3mL de soiucéo de DNA, 4,0mL de solugbo de AM e 0,5ml. de solugéio tampéo e
colocados um bal&c de 10,0mL, completando o volume com Agua bi-destilada, mantidas em

5°C, por 24h antes de se obter os espectros.

11.8 EFEITO DA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE O SISTEMA DNA/AA
Foram adicionados, em um baléo, 9,2mL de uma solucsio de DNA ([Ppna]=1,8x10°

mol.L™); 16,4mL de uma solugsio de AA (2,2x10°mol.L™"); 0,5mL de tamp&o e 10mL de agua bi-
destilada. Esta solugéo foi mantida a 5°C, por 24h antes de sua utilizacso.

1I1.9 EFEITO DA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE O SISTEMA DNA/AA/AM
Das solugbes estoque de DNA ([Ppnal=1,5%10"mol.L"); AA (2,2x10°mol.L") e AM

(2,5x10°mol.L™") foram utilizados 6.4; 5,7 e 5,3mL, respectivamente. Em seguida, adicionou-se
1mL de tampéo e o volume final elevado a 25mL com &agua bi-destilada. Como as demais
solugdes ela foi estocada a 5°C, por 24h.

ll.10 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO E DA PRESSAO HIDROSTATICA
SOBRE O SISTEMA DNA/AA

Foram retiradas duas aliquotas de 5mL da solugfio mencionada em |I1.8, 4s quais foram
adicionados 0,2438g e 1,0014g de GuCl, sendo mantidas a 5°C, durante 48h.
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li.11 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO E DA PRESSAO HIDROSTATICA
SOBRE O SISTEMA DNA/AA/AM

Foram colocados 0,4886g de GuCl em um baléo de 10mL e o volume completado com
~ asolugao mencionada em 1.9, mantida a 5°C.

ill.12 DESNATURACAO DO DNA PELA TEMPERATURA EM PRESENCA DE GUCL
Das solugdes estoque: DNA ([Pona] = 9,2x10mol.L™), tamp&o, GuCl (1,0mol.L™") e NaCl

(1,0mol.L™), foram retiradas as aliquotas (indicadas na TABELA 11.12.1) e os volumes
completados para 10mL.

TABELA [11.12.1 Volumes utilizados (mL) das solugdes estoque.

Solucéo DNA Tampéo GuCl NaCl
1 0,5 1,0 0,0 1,0
2 0,5 1,0 0,5 1,0
3 0.5 1.0 1,0 1,0
4 0.5 1.0 3,0 1,0
5 0,5 1,0 5,0 1,0

Aléem destas foram preparadas solugdes cujas concentragdes de GuCl s&o maiores que
0,5 mol.L". Estas possulam os mesmos volumes de solugio de DNA, tamp#o e NaCl e 0,955
1,910 e 4,775g de desnaturante. Os volumes foram completados para 10mL.

1,13 INSTRUMENTACAO
Foram utilizados os equipamentos: espectrofotémetros de arranjo de diodos, marca HP

(modelo 8452 A) e Varian (modelo Cary 2300); espectrofluorimetros marca AMINCO (modelo
SPF-500C) e PTI (modelo LS-100),

As FIGURAS 111.13.1 e 111.13.2 mostram o sistema de alta presso.

Para aumentar a presséo fecha-se a vélvula F2 e abre-se a F1, preenchendo o gerador
de pressé&o (B) com etanol do reservatdrio (E); em seguida, fecha-se a valvula F1 e abre-se a
F2, e através do pistéo (C) permite-se um fluxo de etanol pela linha (D).

Apé6s extravasar um dado volume de etanol, para expelir possiveis bolhas de ar
existente na linha, conecta-se a linha (D) na ¢camara (A). Acoplando a c&mara ao fluorimetro ou
espectrofotdmetro @ movendo o pistéo (C) aumenta-se a presséo da cAmara (A)

Na FIGURA 111.13.2 observa-se o esquema da camara de press#o, provida de janelas
de quartzo. A pressao é transmitida da linha para a solugdo dentro da cubeta (F) através do
selador de polietiteno (G).
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FIGURA 111.13.1 Esquema do sistema de press&o hidrostatica. Camara (A), gerador de
presséo (B), pistdo do gerador (C), linha de etanol (D), reservatério de etano! (E),
valvulas (F1 e F2) e mandmetro (G).

FIGURA 1i1.13.2 Esquema da cémara de presséio. Camara de pressao (A), entrada
da linha de etanol (B), suporte que sustenta a janela de quartzo (C), janelas de
quartzo (D), suporte para a cubeta (E), cubeta de quartzo (F), tubo de polietileno
(selador da cubeta) (G), anel extrator (H) e anéis de vedag#o (1), (J) e (K).

Para a aquisicéo dos espectros de fluorescéncia o sistema de alta pressao foi acoplado
ao fluorimetro através de dois cabos de fibra ética de vidro e para obter os espectros de
absorc#io a cAmara foi colocada no compartimento de amostra do espectrofotdémetro, sendo
posicionada de modo a obter a methor linha base (correspondendo a uma absorbancia =0,4).
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 INTERCALACAO DE AM EM DNA

Na FIGURA IV.1.1 s8o mostrados os espectros de absorgio na regifio do UV.
Aumentando a concentragio de DNA, observa-se que o AM tem menor absorbéncia na regiso
onde a de DNA é maxima.

0,35
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0,25

0,20
-—é 0,154
0,10
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0,00 y r " T " Y . T v 1
200 225 250 275 300 325
Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.1.1 Espectros de absorgio das solugbes contendo DNA e AM.
[AM]=9,4x10"mol.L™! @ [Pona]= M 0,0; @ 6,5; A 10,7; W 151; @ 21,7; A 253; =
30,0; @ 35,0; A 38,5 e M 43,3x10°mol L™,

A FIGURA 1V.1.2 mostra as alteragdes nos espectros de AM com adigéo de DNA.
Ocorrem variagdes na intensidade de absorg&o superiores ao emo estimado (3,0%). Contudo,
hé dois conjuntos de espectros com méximos de absorgéo em 674 e outro em 669nm e valores
médios na l,,, Maxima igual a 0,072010,0013 (@ 21,7; A 25,3; * 30,0, ® 350; A 385e B
43,3x10°mol.L") e 0,06760,0007 (® 6,5; A 10,7 ¢ M 15,1x10®mol.L™"), respectivamente.
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FIGURA IV.1.2 Espectros de absorglio das soiugdes contendo DNA e AM.
{AM]=9,4x10"mol.L™" e [Pona]= W 0,0; @ 6,5, A 10,7; W 151; ® 21,7; A 253
30,0, @ 35,0; A 38,5 ¢ M 43,3x10°mol.L".

Segundo Kelly*', o AM apresenta diferenca nos espectros de absorgio conforme
esteja intercalado entre pares de bases AT-AT ou CG-CG. Quando entre AT-AT ele possui um
deslocamento para o vermelho igual a 6nm, em relagdo ao corante em solugfo aquosa, e uma
redugdo na intensidade de absorgfio igual a 23%. Quando entre CG-CG o deslocamento é
igual a 9,5nm e a redugiio em |, € 26%. Como o DNA utilizado possui ambos os sitios de
intercalagio espera-se que haja variagfio no espectro de absorgéio de acordo com o sitio no
qual o corante se encontra.

Assim, os resultados mostrados na FIGURA 1V.1.2 indicam que para concentracbes
pequenas de DNA (@ 6,5; A 10,7 e M 15,1x10®°mol.L") o corante AM se encontra intercalado
nos sitios AT-AT, CG-CG efou CG-AT havendo um deslocamento para o vermelho que se
acentua com o aumento na [DNA], sugerindo uma intercatagio preferencial das moléculas de
AM nos sitios CG-CG.

Os espectros mostrados nas FIGURAS IV.1.3 e IV.1.4 s#o, respectivamente, de
excitagho e emissdo desse corante. As intensidades de emissdo decaem com aumento na
[DNA], indicando intercalagéio da sonda em regibes ricas em pares CG.

Um dos processos supressores de fluorescéncia é a transferéncia de elétrons. Seidel™
propds que estes processos podem ocorrer em derivados de cumarina, existindo dois caminhos
de desativagdo: subtraindo-se um elétron dos orbitais mais energéticos (oxidagéo) ou doando

um elétron aos orbitais menos energéticos (reduc¢do), ambos para a molécula excitada.
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Segundo este autor, um, outro ou ambos 08 mecanismos s&0 operantes para sistemas
contendo cumarina/nucleosideo ou nucleotideo. Em principio, este processo poderia ser
considerado também para moléculas de outras substéncias, incluindo azul de metileno.

Os estudos realizados por Kelly’, entretanto, mostraram que a supresséo de
fluorescéncia de AM é devido a regides ricas em pares de bases CG, mas néo em regiSes
contendo AT. Este autor n&o verificou a formago de produtos referentes a reducdo de AM
singlete, indicando que a supresso n&o se deve a processos de oxi-reducao.

2,54

2,0

550 600 ‘ 650 ' 700
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FIGURA IV.1.3 Espectros de excitag8o (A.m = 690nm) das solugdes contendo DNA
e AM. [AM]=9,4x10"mol.L”" e [Pona}= W 0,0; ® 10,7; A 151, B 21,7, @ 253; A
30,0; ** 35,0, @ 38,5 e A 43,3x10°mol.L"".
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FIGURA 1V.1.4 Espectros de emiss#o (A... = 650nm) das solugdes contendo DNA
e AM. [AM}=9,4x10"mol.L"" e [Ppyal= M 0,0; ® 10,7; A 15,1; W 21,7; @ 25,3; A
30,0; 5t 35,0; @ 38,5 e A 43,3x10°mol.L".

Assim, os resultados indicam que a desativagio das moléculas AM ocorre no estado
excitado singlete via relaxag#&o vibracional. Possivelmente ao sofrer intercalagfo este corante
interage via pontes de hidrogénio com o grupo amino da guanina. Esta interagéo além de
alterar o momento de dipolo ativa os modos de vibrag&o do corante, via um acoplamento
destes com os modos vibracionais do DNA.

Outro mecanismo que pode atuar & uma distorg&o conformacional no local do sitio de
intercalac&o, a qual deixaria a sonda com um grau de liberdade maior que o observado em
soluc&io aquosa acentuando a desativagéo vibracional.

Independente do mecanismo a diferenga no comportamento da emiss&o do corante
AM e AA parece residir em suas caracteristicas estruturais (FIGURA IV,1.5). O AA ao intercalar
n&o possui nenhum hétero-atomo inserido no sitio de intercalagsio, enquanto o AM possui um
atomo de nitrogénio que se encontra préximo das bases nitrogenadas. O atomo inserido na
cavidade pode favorecer ou dificuitar os processos de supress&o de fluorescéncia.

N _

T ™

Hac\'il ?. 'il’cl'lg “ac\" (s \H.,cn.

cH, H CH, ll:" L
]

[c1)

. . Azul de metileno
Alaranjado de acridina

FIGURA IV.1.5 Férmulas estruturais dos cloridratos de AA e AM.
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Como neste trabalho o AM foi utilizado como aceptor de energia e n&o doador, a
supress#io de sua flucrescéncia néo ¢ critica. Este corante foi escolhido devido & sobreposicéio
de seu espectro de absorcéio com o de emissdo do doador (AA). Além disso sua semelhanga
estrutural com o AA poderia favorecer a intercalago do AM em sitios semelhantes aos se
encontra o AA.
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IV.2 TRANSFERENCIA DE ENERGIA ENTRE AA E AM INTERCALADOS EM DNA

Os espectros de absorgfio (espectro mais intenso na cor vinho) e emissdo (espectro
mais intenso na cor verde) de cada solugéio contendo DNA e os corantes AA e AM sfo
mostrados na FIGURA 1V.2.1. Estes espectros foram obtidos para solugSes com diferentes
concentragées de AM, de modo a reduzir o nimero de sitios de intercalacio que n&o se
encontram ocupados. Para cada cor atribuida a um espectro de absorgio ha um
correspondente na mesma cor para o espectro de emiss&io do AA. Observa-se que & medida
em que aumenta a [AM] diminui a intensidade de emiss&o de AA, indicando um processo de
transferéncia de energia.

Usui e Gotou™, utilizando como doador o brometo de 10-dodecil-AA e como aceptor o
AM, verificaram uma supresséo na intensidade de fluorescéncia do doador com o aumento na
[AM] em meio micelar (semelhante & observada na FIGURA 1V.2.1), a qual foi atribuida &
transferéncia de energia por interago dipolar.

400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1V.2.1 Espectros de absorgéo das solugdes de DNA, AA e AM, |,,, maxima
do AA=504nm e |, maxima do AM=670nm e |,,, méxima do AA=530nm.
[Sonal=5,73+0,05x10"mol.L"; [AA]=1,3110,01x10°mol.L”! e [AM}= —0; —0,10:
—0,28; 0,65, —1,29; —1,91; 2,75, 3,40, —4,33; —5,47; —7,42x10°mol.L".

A FIGURA IV.2.2 mostra a 4rea sob a banda de emiss&o (entre 510 e 650nm) em
funcéo de R para as solugdes mencionadas e a FIGURA 1V.2.3 ilustra o decaimento temporal

de l.,, para algumas solugdes utilizadas neste experimento.
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FIGURA 1V.2.2 Area sob a banda de emiss&o em funcfio de R.

Tempo (ns)

FIGURA 1V.2.3 Curvas de decaimento temporal de fluorescéncia para as solugbes
DNAJAA (—); DNAJAA/AM com R= (—) 15,9 e (—) 9,9 e (—) para a lampada de N..

O tratamento mono-exponencial dessas curvas, forneceu o tempo de vida médio
(média dos tempos de vida -t- obtidos com os vérios tratamentos em diferentes intervalos
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temporais) e de seus desvios (TABELA [V.2.1). O valor de 1 obtido para a solugéio que contém
apenas AA e DNA (R=37,8) estd préximo ao conseguido por Kubota® (5,2ns). Este valor &
diferente daquele para a sonda em solug&o aquosa sem DNA, 1,81+0,09ns (o valor estimado
por Kubota™ é 1,7ns). Os valores mostrados na TABELA 1V.2.1 indicam uma redu¢ac no tempo
de vida. Este resultado, juntamente com os valores de |,.,, reforca a suposicio sobre a
transferéncia n&o radiativa de energia. O menor valor do tempo de vida & inferior ao observado
para a sonda em meio aquoso, o que descarta a possibilidade de uma desintercalacéo da
sonda pois, caso isto ocorresse, deveria haver uma estabilizagio de t ao redor de 1,8ns (valor
correspondente ao tempo dela livre, em solug&o aquosa).

TABELA IV.2.1 Tempos de vida (t, ns).

R T
57 1,3840,12
7.3 1,7840,08
9,9 2,06+0,04
10,7 2,5010,11
12,4 3,170,112
15,9 3,4910,16
19,3 4,1910,08
25,8 4,7840,12
31,3 5,01+0,06
35,2 5,0710,05
37,8 5,0110,05

Para as solugdes contendo o doador e aceptor sem DNA em concentragdes préximas
& agregagio de ambos os corantes (1x10°mol.L™") n&o se verifica variagdo no tempo de vida
do doador, indicando que a interacdo dipolar entre este e o aceptor ndo ocorre nestas
condigbes. Assim, o DNA causa um efeito de aproximag#o entre eles, viabilizando a interag&o
dipolar. _

A FIGURA V.24 compara valores da eficiéncia de transferéncia de energia (E9
calculada através de < e das integrais (4reas) da intensidade de emiss&o. Elas n&o possuem o
mesmo comportamento, o que pode ser atribuido aos diferentes processos de transferéncia de
energia que estio ocorrendo®. Quando se considera © existe apenas a transferéncia néo
radiativa de energia (via interagfio entre dipolos), enquanto que ao usar as areas estéo
incluidas a transferéncia n&o radiativa e radiativa (relacionada & sobreposig&o dos espectros de
absorgo do aceptor e emisséio do doador), havendo um decaimento mais acentuado para
R>20.
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FIGURA IV.2.4 Eficiéncias da transferéncia de energia obtidas através do tempo de
vida (1 - @) e da intensidade de emissio (I, - W) versus R.

Os coeficientes angulares das retas ajustadas a essas curvas, para R entre 12 e 22
(grafico menor), sdo semelhantes (-0,03240,005 e -0,031+0,002, considerando 1 e as areas,
respectivamente).

A FIGURA IV.2.5 mostra a sobreposigio dos espectros de emissdo de AA e de
absorgéo de AM ambos normalizados (que permite calcular o valor da integral de recobrimento,
J(1)=6,07+0,34 x10"“cm®mol) para [AM] constante e trés concentracbes de fosfato do DNA
(15,1; 21,7 e 25,3x10°mol.L™"). Utilizando v em cm™, o valor de 1,4 para o indice de refracéo
(valor obtido para 0 RNA), K? = 2/3 e um rendimento quéntico médio =0,75, a distancia critica
(Ro) média calculada & 43,7+0,40A.
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FIGURA IV.2.5 Sobreposicéo dos espectros de emisséo de AA e de absorcéo de AM,
normalizados.

Ro é a distancia para a qual o rendimento quantico de emissfo do doador é reduzido
pela metade quando na presenga do aceptor. Quanto maior a interacéio dipolar maior seré R e,
consequentemente, maior a distancia entre o doador e aceptor. Todavia, tendo uma disténcia
critica fixa (44A) a transferéncia n&o radiativa de energia s6 ocorrera quando a separacéo entre
o doador e aceptor for inferior a 2R, (88A). Este valor comesponde a 26,5 pares de bases,
proximo do observado experimentalmente (R<30, FIGURA IV.2.4).
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IV.3 EFEITO DA FORCA IONICA EM SISTEMAS CONTENDO DNA, AA E AM

A adiclo de sais inorgénicos causa alteragdes na estrutura do DNA¥* permitindo
transigdes entre familias (B—C e/fou B—~2).

A FIGURA IV.3.1 mostra os espectros de absorgéo de solugdes contendo apenas
DNA, com diferentes forgas idnicas. As alteragdes espectrais, quando se adiciona NaCl s&o
reprodutiveis, ocorrendo uma diminuicéo (8%) da intensidade da banda de absorgiio em
260nm quando se varia a concentracio do NaCl de 0 para 4,0mol.L™.

4 1 M 1 N ] i
200 225 250 275 300
Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.3.1 Espectros de absorgéo das solugdes contendo DNA.
[Sonal=2,4x10*mol.L" ; [NaCll= —0,0; —0,1; —0,5; —1,0; —2,0 e —4,0mol.L".

No gréfico maior da FIGURA [V.3.2 observa-se que a variagio na [NaCl] altera a
intensidade da banda de absor¢iio de AA. O gréfico menor mostra pequena variagio do
maximo de absorclo, insuficiente para indicar de maneira conclusiva que existe
desintercalacéo total do AA, uma vez que este, quando livre e n&o agregado, em solugsio exibe
maximo de absorgéio em 492nm.

Entretanto, um indicativo de que o AA estd sofrendo desintercalagso é dado pelo
rendimento quantico, cujo valor diminui de 0,75 (quando intercalado) para 0,25 {(mondmero néo
intercalado) ou para zero (na forma de agregados).
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FIGURA 1V.3.2 Espectros de absorcfo das solugdes DNA/AA em unidades de
absorbéincia (maior) e normalizado (menor). R=19,0; [AA]=1,2x10°mol.L";
[NaCl}=—20,0; —0,1;-—0,5; —1,0; —2,0 e —4.0mol.L™.
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FIGURA IV.3.3 Espectros de emiss@o das solugdes DNA/AA com diferentes [NaCl]:
—0,0;,—0,1; —0,5;~1,0; —2,0 e—4,0mol.L", R=19,0 & [AA]=1,2x10"mol.L".
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Os espectros de emisséio de AA no sistema DNA/AA variando-se a [NaCl] sfo
mostrados na FIGURA IV.3.3. A TABELA V.3.1 apresenta os valores das areas sob o espectro
de emissé&o (500 a 700nm) divididos pelas intensidades de absorgéo obtidas em 490nm (Moxc.)-

TABELA 1V.3.1 Areas sob as bandas de emiss&o normalizadas pela intensidade de

absorgéo em 490nm.
[NaCl] (mol.L™) % fom. labs.(490NM) % lom/lave.
0,0 63158 0,239 2,6x10°
0,1 61355 0,258 2,4x10°
0,5 51486 0,243 2,1x10°
1,0 54431 0,229 2.4x10°
2,0 50080 0,205 2,4x10°
4,0 43219 0,155 2,8x10°

Observa-se que os valores de Zlem/l.we. diminuem, atingindo um valor minimo para a
solug&io com 0,5mol.L" de NaCl e, em seguida, aumentam com a concentracio deste sal. Se
existisse a desintercalagéio e agregagéo deveria ocorrer uma redugéo continua na intensidade
do espectro de emissdo com aumento da [NaCl], até uma diminuigéo para 1/3 do valor inicial
ou supresséo total, fornecendo os valores da intensidade de emiss&o do AA livre e agregado,
respectivamente.

As variagbes nas intensidades de absorgéo s#o atribuidas a uma desintercalagso e
posterior agregac#o parcial, alterando a razéo na intensidade de absorg#o I/l € reduzindo
a de emissdo. Porém, a intensidade nommalizada peia absorg8o n%o é reduzida
acentuadamente, indicando que a espécie emissora esta preferencialmente intercalada e n&o
livre.

Robinson® estudou a agregagdo de AA em solugdo aquosa e calculou que seu
coeficiente de extingdo molar, para agregados com elevada massa molar, é reduzido de
60.000mol™.L.cm™ (mondmero) para ~6500mol™.L.cm™ (agregado) em 492nm. Foi, também,
estimado que o maximo de absorgéio desses agregados ocorre em =450nm ( ¢ =23.000 mol™’
Lem™).

Assim, as alteragbes nos espectros de absorgfo do AA com a variagéo da forga ibnica
se devem a desintercalagéo e agregacsio do AA, formando duas espécies em solugdo: uma
agregada, responsavel pela reducdo na intensidade de absorgéio em =505nm e aumento da
mesma intensidade em =460nm e uma segunda, que permanece intercalada no DNA, com
méaximo em 505nm. As alteragbes nas intensidades de emiss&o normalizadas pela absorgéo
s80 pequenas, ja que o agregado absorve pouco no comprimento de onda de excitagéo
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(6500mol.L.cm™) e ndo emite, fomecendo os valores de 3 lep/lae. (TABELA IV.3.1) que se
devem, preferenciaimente, a espécie ndo agregada e intercalada do AA.

A FIGURA 1V.3.4 mostra as curvas de decaimento temporal para o sistema DNA/AA
com diferentes [NaCl]. Foi utilizado tratamento mono-exponencial para a obtengio do tempo de
vida do AA, cujos valores estdo na TABELA IV.3.2.

10 20 30 40

Tempo (ns)

FIGURA IV.3.4 Curvas de decaimento temporal das solugbes DNA/AA com diferentes
[NaCl]: —0,0; —0,1; —0,5; —1,0; —2,0 e —4,0mol.L" e para a lampada de N, (em
preto). R=19,0 e [AA]=1,2x10%mol.L".

TABELA IV.3.2 Tempos de vida (7, ns) obtidos para os
sistemas DNA/AA em diferentes [NaCl] (mol.L").

[NaCl] T
0,0 4,70+0,10
0,1 4,691+0,30
0,5 4,4810,28
1,0 4,331+0,11
20 4,60+0,13
4,0 4,71+0,11
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A tendéncia do tempo de vida é a mesma obhservada quando ele é calculado através
dos espectros de emissfio. Porém, a variag80 entre esses valores foi <8,5%, inferior &
observada quando se usa as intensidades de emiss&o. A agregac#io praticamente n&o altera os
valores de 7 pois a Unica espécie emissora é o AA intercalado, cuja concentragio é reduzida.

Observa-se na FIGURA IV.3.5 os espectros de absorco para o sistema DNA/AA/AM.
O corante AM sofre profundas alteragbes em seu espectro de absorgéo, aparecendo uma nova
banda com méaximo de absorgio em =610nm. Estas alteracbes s&o semelhantes as
observadas para 0 AA, mas menos intensas. Verifica-se que o deslocamento do méximo de
absorgdo para 0 azul da espécie intercalada esta entre 2 e 4nm para o AA e entre 6 e 8nm
para 0 AM. Os deslocamentos, para o vermelho, das bandas espectrais dos corantes AA e AM
ao sofrerem intercalagéo séo de 10nm e 12nm, respectivamente. Estes resultados sugerem
que as moléculas de AM ([AM]= 5,7x10°mol.L"") sofrem desintercalagfio (desiocamento de
maximo) e agregam (formag&o da nova banda) mais faciimente que o AA, quando se altera a
concentragéo do sal.
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FIGURA 1V.3.5 Espectros de absorcdo das solucdes DNA/AA/AM com diferentes
[NaCl]. [AA]=6,7x10°mol.L"; [AMI=7,0x10mol.L™"; [Spnal=2,4x10* molL™: R=19,0 e
[NaCil=—0,0;—0,1; —0,5; —1,0;—2,0 e —4,0mol.L".

A agregacio observada para a sonda AM indica menor estabilidade em sua
intercalagéo frente & adigo de NaCl, a qual pode ser explicada em parte devido a estrutura
molecular desse corante que possui o hétero-atomo inserido na cavidade do DNA aumentando
a repulséio eletrostatica e/ou estérica. Estes resultados mostram que interagles especificas
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entre o DNA e o AM (ligag&o de hidrogénio) ndo ocorrem, pois caso oposto a intercalagdo de
AM seria mais estavel que a de AA.

Como estes resultados excluem a possibilidade de que a sonda esteja sendo
desativada vibracionaimente devido a uma interagéio especifica com o DNA, parece que a
hipétese de que a sonda intercalada possui liberdade vibracional maior que em solugéo aquosa
é a mais provavel. Assim, estas moléculas quando inseridas nos sitios de intercalag&o podem
"sentir’ esta cavidade de duas formas: a primeira, onde os modos de vibragéio (que levariam a
uma supresséo na fluorescéncia) séo irhobilizados. havendo um aumento no rendimento
quéntico de emisséio ou uma segunda onde estas vibragdes, devido a um volume livre ou
existéncia de distorcéo dos sitios de intercalagéo, sdo ativadas levando a uma desativagio
vibracional do estado excitado.

A TABELA [V.3.3 resume os resutados obtidos por Kubota®. Verifica-se que para
derivados de acridina o aumento do tamanho e do nimero de grupos ligados aos anéis dos
derivados de acridina aumenta o rendimento quéntico da espécie intercalada. Segundo este
modelo, a sonda ao intercalar na cavidade do DNA pode sofrer diferentes processos de
relaxacéo (vibracional, transferéncia de elétrons, etc.) e, no caso dos derivados de acridina,
parece haver uma relacso entre o tamanho da sonda e o seu rendimento quantico, e uma
diferenga neste parametro quando a sonda esta em diferentes sitios. Assim, estes derivados ao
intercalarem preenchem e distorcem a cavidade de forma, alterando o volume livre. Quando
este é grande, a sonda possui maior liberdade vibracional que a observada em solugio
aquosa, acentuando a supresséo de fluorescéncia. Todavia, em contrapartida, a reducéo deste
volume, devido a adigdo de grupos ao corante, reduz a vibragdo da sonda e acentua a
intensidade de emisséo. A intercalacéo da sonda entre pares CG, em geral reduz o rendimento
quéntico quando comparado ao intercalado entre pares AT. Isto talvez se deve & rigidez da
cavidade pois, no caso, a cavidade contendo CG/CG e CG/AT possui uma rigidez maior que
aquela contendo AT/AT. Excegdes podem existir desde que a sonda possua uma estrutura
propicia que se acomode de forma diferente nos sitios CG/CG, CG/AT e AT/AT.

TABELA IV 3.3 Rendimentos quénticos de alguns derivados de acridina em solucéo aquosa,
intercalados entre pares de bases CG/CG, AT/AT, AT/CG e DNA

Corante dDNA $CGICG | ¢AT/CG AT/AT Sol. Aquosa
9 amino acridina =0,01 =0 =0 =0 0,98
AcNH, 0,07 <0,01 =0 0,22 0,21
10 metil acridinium <0,01 =0 =0 =0 1,0
Ac[NH.], 0,15 20,01 =0 0,47 0,44
AcNMe, 0,12 0,13
AciNHMe], 0,57 : 0,73
ACINHEt], 0,57 0,74
Ac[NMe,}. 0,75 0,81 0,70 0,77 0,25
AcINEL,] 0,63 0,15
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FIGURA 1V.3.6 Espectros de emissdo para as solugdes DNA/AA/AM, com diferentes
[NaCl]: —0,0; —0,1; —0,5; —1,0; —2,0 e —4,0mol.L"' e R=19,0

Para o sistema DNA/AA/AM a intensidade de emisso aumenta com a [NaCl]
(FIGURA 1V.3.6), a qual estd associada a separagfio entre D e A, causada pela variagio na
conformagéio do DNA e/ou pela desintercalago/agregaciio das sondas. Em principio, os
resultados mostrados na TABELA 1V.3.4 indicam uma diminuig&o na eficiéncia de transferéncia
de energia para as solugbes com [NaCl} =0,5mol.L.™* e, para aquelas com [NaCl] maiores, um
aumento nesse parmetro.

TABELA IV.3.4 Areas sob o espectro de emiss&o (Zl, ), raz&o entre a érea sob o espectro
de emiss&o e a intensidade de absorgfio a 490nm (Zl.m/lese.) © a efici@ncia de transferéncia
de energia para o sistema DNA/AA/AM em diferentes [NaCl] (mol.L™).

[NaCl] Zlem. labe. €M 490nMm | - Zlomn Mabe. Eficiéncia
0,0 17212 0,151 1,14x10° 0,53
0,1 27904 0,152 1,84x10° 0,25
05 25691 0,157 1,64x10° 0,33
1,0 23236 0,147 1,58x10° 0,36
2,0 23986 0,152 1,57x10° 0,36
4,0 13862 0,125 1,11x10° 0,55
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A TABELA IV.3.5 i!dstra os tempos de vida obtidos através do ajuste mono-
exponencial das curvas de decaimento para essas solugdes. A variagfio da [NaCl] n&o causa
alteragéio do tempo de vida dentro do desvio observado, mas, a eficiéncia de transferéncia de
energia tende se estabilizar em =0,12 (valor 37% menor que o inicial). Esta TABELA indica que
boa parte da transferéncia de energia é radiativa, pois h4 uma diferenga acentuada entre os
valores mostrados nesta TABELA e na TABELA 1V.3.4. Assim, o doador e 0 aceptor estio
separados por uma distancia >2xR, e a adico de NaCl ndo favorece a aleatoriedade de
configuragbes, ou seja, este sal permite uma desintercalagio mas nfio uma distribuicso
aleatoria das sondas. Regibes contendo AA ou AM continuam a preservar o respectivo corante.

TABELA iV.3.5 Tempos de vida obtidos dos decaimentos temporais de AA no
sistema DNA/AA/AM em diferentes [NaCl] e a eficiéncia de transferéncia de energia.

[NaCl} (mol.L™) Tempo de vida (ns). Eficiéncia
0,0 3,7040,16 0,19
0,1 3,81+0,24 0,17
0,5 4,11+0,20 0,10
1,0 4,10+0,18 0,11
2,0 4.0610,21 0,11
4,0 3,9110,23 0,15

A TABELA 1V.3.5 mostra que a distancia entre D e 4 aumentou de 54,8 para 59,9A, a
qual pode ser devida a agregacéo.

Estes resultados indicam que hé um comportamento antagénico entre o DNA/AA e
NaCl. A dnica explicagéo plausivel & uma desintercalagéo e agregacéo do AA que ocorre em
solugbes cuja concentragdes de NaCl <1,0molL". Para concentragbes maiores ha uma
tendéncia de intercalagfio da sonda e aumento do tempo de vida (TABELA 1V.3.2).

Em resumo, a variagio da [NaCl] provoca mudangas estruturais no DNA que poderiam
levar a uma alterac&o na taxa de transferéncia de energia entre o doador e o aceptor. Contudo,
devido aos processos de desintercaiacéo e agregacio néo é possivel afirmar se tais alteragfes
realmente ocorrem. Os resultados obtidos indicam que ha dois processos distintos: o primeiro,
uma desintercalagéo/agregagédo que causa pequena reduc8o no tempo de vida e no
rendimento quantico do sistema DNA/AA (TABELAS IV.3.1 e IV.3.2), aumentando a
concentragéo do agregado do AA em DNA e o segundo, observado em [NaCi]>0,5mol.L", que
favorece a intercalagéo.

Para o sistema contendo DNA/AA/AM néo se observou variacéo significativa no tempo
de vida do AA (TABELA IV.3.7) para valores de NaCl = Omol.L", indicando que a transferéncia
de energia no mesmo continua a ocorrer independente da for¢a idnica. Entretanto, estes dados

indicam que essa eficiéncia € menor que a inicial.
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A auséncia de uma desintercalagfio total das sondas favorece o estudo deste sistema
via transferéncia n#o radiativa de energia. Para isto seria necessério encontrar um par D/4 que
possua uma disténcia para a transferéncia de energia (2R;) superior aquela para a qual os
corantes se atraem, formando agregados. Em outras palavras, os corantes irio se agregar na
presenga do DNA caso a energia de interac&o entre as moléculas do corante seja superior & do
corante/sitio. A agregacéio depende da distancia entre os corantes e da concentragfio do sal e
a intercalagéo, da concentrag&o do sal e das caracteristicas dos sitios.
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V.4 PLANEJAMENTO FATORIAL COM TRES VARIAVEIS: [AA], R E [NaCl]

Os resultados anteriores, relacionados ao efeito de sais em sistemas contendo DNA,
mostraram alteragbes significativas e complexas para serem analisadas por métodos
univariados. Estas alteracdes serfio quantificadas através do planejamento fatorial de dois
niveis, cujas variaveis s&o: [NaCl]= 0 (-) 0,5 (+) ou 0 (-) e 1,0mol.L" (+), [AA]= 3,0x10° (-) e
3,0x10°mol.L™! (+) e R= 10 (-) e 20 (+).

Nas FIGURAS V4.1 e IV.4.2 estéo os espectros de absorgéio do AA em diferentes
concentragbes de AA, DNA e NaCl. Pode-se observar que existem mudangas de posicéo,
intensidade e relagfio entre as intensidades de absorgc a 474 e 492nm. Os espectros
indicados em cor lilés, em ambas as Figuras, mostram mudang¢as significativas em ~470nm
quanto alterada a concentragfio do AA, sugerindo possivel desintercalacio e agregacéo.

020 R=20 [NaCl}=0,5
| —— R=20 [NaCl|=0,0
~——R=10 [NaCl}=0,5

0,15 f —— R=10 [NaCl]=0,0

~——R=20 [NaCl]=1,0
f ———R=10 [NaCl}=1,0

;0,10
8

0,05

0,00 . ' . 1 LS
400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.4.1 Espectros de absorc&o de solugdes contendo AA, DNA e NaCl. [AA]=
3,0x10°mol.L".
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FIGURA IV.4.2 Espectros de absor¢fio de solugbes contendo AA, DNA e NaCl. [AA]=
3,0x 10°mol.L".

Nas FIGURAS IV.4.3 e IV 4.4 observa-se os efeitos de cada varidvel nesse sistema. O
erro estimado para a absorbancia molar é 1500mol*.L.cm™, sendo os efeitos de primeira ordem
mais significativos, em ambos os planejamentos, e devidos ao aumento nas concentragdes de
AA, de NaCl e de R. O efeito de segunda ordem mais pronunciado se refere a interag&o entre
AA e NaCl, sendo que as alteragbes espectrais devidas as demais varidveis estdo dentro do
erro estimado. f

Estas alteragdes s&o interpretadas como mudancas das relagdes entre as
concentracbes das espécies livres, intercaladas e agregadas do corante. A adicio de AA
desloca o equilibrio para a forma intercalada, causando uma reducdo na intensidade de
absorcéo abaixo de 490nm e aumento na intensidade acima deste valor (M FIGURAS V4.3 e
iV.4.4). O mesmo é observado para a adigfio de DNA (aumento de R), apesar de menos
intenso (® FIGURAS IV.4.3 ¢ IV.4.4). A adig&o de NaCl (A FIGURA 1V.4.3 e |V.4.4) provoca as
mesmas alteragbes em ambos os experimentos, redugfo na concentracio da espécie
intercalada e aumento nas formas agregada e livre. Entretanto, esta alterag&o é proporcional &
concentracéo de NaCl, pois o seu aumento intensificou a variagfio negativa observada em
~510nm. O coeficiente de extingdo molar de AA intercalado em DNA é ~60.000mol”.L.cm™ e,
porque a espécie agregada absorve muito pouco em 505nm & possivel estimar o quanto de AA
desintercalou. Este valor € ~10% e 25% para solugdes com 0,5 e 1,0mol.L", respectivamente.
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O efeito de segunda ordem entre AA e NaCl é pequeno (¢ FIGURAS (V.4.3 e IV.4.4),
e favorece a intercalagfio do corante, cujas moléculas tendem a ficar em sitios nos quais a
interag&o hidrofébica é méxima.

00 I L M 1 i ] " 1 i 1 M }
400 425 450 475 500 525 550
Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.4.3 Efeitos nos espectros de absorg¢éio do AA para o sistema com [NaCl[=0,5
mol.L”, B [AA]; ® R; A [NaCl]; ¢ [AAJINaCI]; ¥ AA/R; X R/[NaCl] e - [AAYR/[NaCl].
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FIGURA IV.4.4 Efeitos nos espectros 'de absorgio de AA para solugdes com [NaCll= 1,0
mol.L™'; W [AA]; ® R; A [NaCl]; ¢ [AAJINaCI); ¥ AA/R; X R/[NaClj e + [AAVRANaCH)].
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Na TABELA IV.4.1 encontram-se valores para o grau de polarizag&o médio relativo
aos espectros de emissfo de AA obtido das curvas mostradas na FIGURA IV.4.5. Estes
valores, segundo Kubota e Steiner®, nfo variam quando obtidos através da curva de
decaimento ou do espectro de fluorescéncia polarizada. Em outro artigo Kubota* estimou em
0,44 o grau de polarizagéio de AA e atribuiu a redugfio para ~0,34 aos movimentos das
moléculas de corante nos sitios de intercalagéo, sem ocorrer distorgéio no DNA.

Na TABELA IV.4.2 encontram-se os efeitos no grau de polarizagéo devidos 4 alteragéo
de cada variavel no sistema. Como pode ser observado a variag&o mais significativa se deve a
R (distancia entre as moléculas do corante). Segundo Paoletti e Pecq*' a variagsio no grau de
polarizacéo da fluorescéncia, para distancias pequenas, se deve a transferéncia n&o radiativa
de energia entre moléculas de uma mesma substancia. Entretanto, n&o hé variagfio no tempo
de vida, pois essa transferéncia ocorre na escala de tempo de picosegundos. A distancia critica
do AA intercalado em DNA & 37,0A% (usando K? = 2/3), associada a ~11 pares de bases,
préximo do valor escolhido para o nivel - da varidvel R. Assim, & possivel que esteja ocorrendo
transferéncia de energia entre as moléculas de AA, reduzindo o grau de polarizag&o.

015 B —_—— R=20 [NaCI]=o)5
R=20 [NaCl]=0,0

04l —— R=10 [NaCl]=0,5
——— R=10 [NaCl]=0,0
~——R=20 [NaCl}=1,0

03l R=10 [NaCl}=1,0

o

0,2

0.1

0.0 e e mm

520 525 530 535 540

Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.4.5 Grau de polarizagéio (P) espectral das solugdes contendo DNA/AA.
[AA] =3,0x10° mol L
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TABELA 1V .4.1 Grau de polarizacéo espectral médio (P) para as
solugdes utilizadas no planejamento fatorial.

[AA] R [NaCh] P (525-535nm)
+ + + 0,23+0,01
+ + - 0,2210,01
+ - + 0,1710,02
+ - - 0,1740,02
- + + 0,2110,02
- + - 0,27+0,01
. - + 0,1710,02
- - - 0,18+0,01
+ + 2+ 0,2510,01
+ : 2+ 0,1910,02
- + 2+ 0,2210,01
- - 2+ 0,17+0,02

TABELA 1V .4.2 Efeito no grau de polarizagéo devido & alterag&o de uma varidvel.

Variavel Nivel -/+ Nivel -/2+
[AA] -0,01 0,03
R 0,06 0,06
[AAJR -0,01 -0,01
NaCl -0,02 0,00
AA/NaCI] 0,02 0,03
R/NaCl] -0,01 -0,01
[AAYR/[NaCI] 0,02 0,01

Estes resultados indicam que NaCl favorece a desintercalaghio e a agregacéo das
/ moléculas de corante. A variago no grau de polarizagsio é pequena e se deve & aproximagéo
entre duas moléculas do mesmo corante.

45



Tese de Doutorado

IV.5 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO NAS SOLUCOES CONTENDO AA

O cloreto de guanidinio desestrutura biomoléculas e reduz a tendéncia de formagéo de
agregados, podendo fornecer informacgdes referentes 4 acéio de desnaturantes na estrutura do
DNA, as quais podem ser comparadas as causadas por NaCl. Entretanto, GuCl pode, também,
alterar as propriedades espectroscopicas dos corantes.

A FIGURA 1V.5.1 mostra as mudangas observadas no espectro de absorgéio do AA
com a variagéo na [GuCl]. Inicialmente ha uma redugfio na intensidade de absorgéio e, em
seguida, um aumento com a concentracéo. Estes fatos podem ser atribuidos & formagao de um
complexo entre AA e GuCl, com estequiometrias diferentes (relag8o corante/desnaturante de
111, 1/2, 1/3), cada qual com coeficientes de exting&io molar caracteristicos.

Outra observagéo interessante é que as variagdes nas intensidades de absorgso das
solugdes com [GuCI}>0,1mol.L™" s#o superiores a 14% (FIGURAS IV.5.1 e IV.5.2). Na FIGURA

IV.5.2 s&o mostrados alguns espectros de absorcéio do AA em solugles com [GuCl]> que
0,5mol.L™".
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FIGURA IV.5.1 Espectros de absorgéo das solugbes AA e diferentes [GuCl: B 0; @
0,001; A 0,005;M0,01;® 0,05 A 0,1e - 0,5molL",
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FIGURA 1V.5.2 Espectros de absorgio das solu¢bes AA e diferentes [GuCl): B 0; ®
0,5, A 07 eM1,0molL™"

As alteragbes nas intensidades de emiss&o s#o cbservadas na FIGURA IV.5.3,
(principal), seguindo o mesmo comportamento nas de absorcsio. A normalizagio pela
intensidade de absorg&o em 490nm (correspondente ao A, ) foi necessaria e os resuttados
s80 mostrados no grafico menor da FIGURA IV.5.3 e na TABELA IV.5.1.
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FIGURA IV.5.3 Espectros de emisséo das solugbes AA e diferentes [GuCl]: B O; @
0,001; A 0,005 8 0,01; ® 0,05; & 0,1 e & 0,5mol.L". O inserido foi normalizado
pela | @m 490nm.

TABELA IV.5.1 Intensidades de absorcio (l.. ), razdo entre a érea sob a banda
de emiss&o e a intensidade de absorgio (Tl.m /lus ) @ variagio percentual em
relacio a solugao sem GuCl.

{GuCH] (mol.L.™) lase..(492nM) Llom/Nase. %A
0 0,166 213 0

0,001 0,135 211 -0,9
0,005 0,121 193 -9.4
0,01 0,150 205 -3,8

0,05 0,154 200 -6,1

0,1 0,186 197 -7,5

0.5 0,200 211 -0,9

As alteragbes observadas indicam que GuCl possui interagéo especifica com o AA,
mudando sua intensidade de absorgéo; entretanto, o efeito causado na intensidade de emissso
se deve principaimente & modificagbes na intensidade de absorcéo.
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IV.6 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO NOS SISTEMAS DNA/AA E
DNA/AA/AM

Na FIGURA IV.6.1 observa-se os espectros de absorcio para solugbes de DNA e
GuCl. Eles indicam uma diminuig&o na intensidade de absorgéo a 260nm com o aumento da
[GuCl] e formag&io de um ombro préximo a 230nm para concentragdes altas (4,0mol.L") desse
sal. Segundo Tinoco* ** isto pode ser atribuido & variag&o na orientagéo relativa dos dipolos
das bases do DNA, tai como acontece na desnaturagio térmica do DNA ou a interagao
eletrostatica entre ions e DNA.

Resultados obtidos por Levine* indicam que o ciano guanidinio, um derivado do
cloreto de guanidinio, é cinco vezes mais eficiente que a uréia na desestruturagio do DNA,
quando submetidos & mesma temperatura (73°C).
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FIGURA IV.6.1 Espectros de absorg&o do DNA com diferentes [GUCI: M 0; ® 0,1; A
05 810,®20e A 40moil™",

Como se observa na FIGURA IV.6.1 o hipocromismo torna-se acentuado para
[GuCl]>1,0mol.L” (redugsio de 22,9% para 4,0mol.L" de GuCl), mais intensas que as obtidas
com NaCl (redugdo de 9,8%). Para [GuCi]>1,0molL™ é possivel a existéncia de certa
porcentagem de DNA como uma fita simples, permitindo que as moléculas do desnaturante se
aproximem o suficiente para interagir com o dipolo de transigio das bases nitrogenadas,
diminuindo seu coeficiente de extingfio molar. Esta aproximagdo influencia o momento de
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transicho mais intensamente que o NaCl que n&o possui o efeito t&o acentuado na
desestruturacdo do DNA, pois apenas induz uma alteragéo entre as formas B ou D-DNA*,
insuficiente para aproximar os fons das bases.

Hammes e Swann® em estudos com GuCl verificou que a densidade de solugbes
aquosas contendo esta substdncia (a 25°C) é pouco aiterada com a adiclo da mesma,
passando de 0,9997 para 1,046 gxcm®, com a adigfio de 2,0mol.L™ deste sal. Este n&o causa
apenas uma desestruturagéo do solvente que poderia ser responsével pela desnaturagéo de
biomoléculas, também obtida em altas concentragdes de NaCl, mas sim uma desestruturagsio
local da camada de hidratag&o associada com outra interag&o.

Na FIGURA 1V.6.2 observa-se que o espectro de absorgéio de GuCl possui um ombro
préximo a 236nm (também observado na FIGURA IV.6.1).

3,0

M 1 M 1 " ]
200 250 300 350
Comprimento de onda (nm)

FIGURA [V.6.2 Espectros de absorgéio de GuCl em varias concentragtes: il 1,0; @
0,1; A 0,01; 0,001 e ® 0,0001mol.L™

Os espectros de absorg&o na regifo do visivel para solugbes contendo DNA e AA sfo
mostrados na FIGURA 1V.6.3.
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FIGURA 1V.6.3 Espectros de absorgfo das solugdes de DNA/AA com diferentes
(GuCl:M0;®0,1; A05H1,0,@®20e A 40molL"; R=19,0.

As alteragSes neste espectro indicam mudangas na polaridade do meic em que a
sonda se encontra, com aumento da [GuCl], as quais n&o foram observadas na auséncia do
DNA. Para [GuCl]>1,0mol.L"* as moléculas de AA se encontram em um meio cuja polaridade é
maior que aquela observada no sitio de intercalacfo; contudo, esta ‘néo é igual & do meio
aquoso, no qual deveria haver um deslocamento do maximo de absorcéio para 492nm
(FIGURA IV.6.4). Portanto, 0 corante AA se encontra em um meio onde a polaridade &
intermedidria entre a do sitio de intercalagéo e a do meio aquoso.

Outro resultado interessante observado na FIGURA IV.6.3 é que a intensidade de
absorgéio do AA ndo aumentou tanto quanto a observada para a solugéo aquosa do corante em
presenca deste sal (FIGURA [V.5.1 e [V.5.2). Isto indica que 0 AA se encontra em uma regiéo
onde a concentragéo de GuCl é menor que a do meio aquoso na auséncia de DNA.
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FIGURA 1V.6.4 Espectros de absorg8o das solugdes de AA sem GuCl (A) e DNA/AA
com diferentes [GuCl): M0 ¢ ® 4,0mol.L™*.

A fluorescéncia de AA intercalado em DNA diminui com a [GuCl] até um valor quase
constante, que ocorre quando [GuCl]>0,1mol.L™' (FIGURA IV.6.5). No grafico menor desta
FIGURA estéo os espectros de emiss&o normalizados pela intensidade de emiss&io no méximo,
onde se pode distinguir trés conjuntos de espectros: o primeiro, com bandas mais estreitas e
{GuCl] iguais a 0,0 e 0,1mol.L™* {(—); o segundo, com largura de banda intermediaria ([GuCl)=
0,5mol.L", —) e o terceiro, com bandas mais largas ({GuCI>1,0mol.L"'—).

A redugéio na intensidade de emissfSio da sonda para [GuCll=0,1mol.l." indica que
pode estar ocorrendo maior desativagéio; entretanto, a banda possui uma largura préxima a do
corante intercalado, indicando pouca interagdo com o solvente. Este alargamento é mais
acentuado para solugdes com {GuCl} 2 0,5mol.L™, indicando maior interag&io sonda/solvente.
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FIGURA IV.6.5 Espectros de emiss&o das solugdes de DNA/AA, em intensidades de
emisséo (maior) e normalizada (menor), com diferentes [GuCl}: 1 0; ® 0,1; A 0,5 8
1,0, ® 2,0 e A 4,0molL™; R=19,0.

Na FIGURA IV.6.6 observam-se os especiros de emissfo para AA em 4gua e em
solugéio de DNA, com e sem GuCl. Nota-se no grafico principal que a intensidade de emisséo
do AA em solugéo aquosa € menos intensa que a observada na presenca de DNA e 4,0mol.L"
de GuCl. No grafico menor as intensidades de emiss&o normalizadas pela intensidade de
emiss&o no méaximo mostram que o espectro de emisséo do AA em solugéio aquosa tem banda
ligeiramente mais larga que em DNA e 4,0mol.L™" de GuCl. Com isto verifica-se que a sonda
AA, quando na presenca de DNA e 4,0mol.L" de GuCl, se encontra em um meio onde h& um
aumento da intensidade de emissfio e redugfo da interagfo sonda’solvente, quando
comparada com a mesma em solucio aquosa.
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FIGURA 1V.6.6 Espectros de emissfo de solugdes contendo AA sem GuCl (A) e
DNAJ/AA com diferentes [GuCl): M 0 e ® 4,0mol.L™ (maior).

Na TABELA IV.6.1 estdo os valores do grau de polarizac8o médio (P) para os
espectros de excitagéo e emissdo. Observa-se uma redugéio de P com o aumento da [GuCl],
indicando que a sonda se encontra em um microambiente onde tem maior liberdade. Estes
resultados mostram que a desestruturagéo é quase total quando [GuCl] =4. Estes valores s&o
menores dos observados guando se usa NaCl. Este sal atua apenas na desintercalagio e

agregacéo, enquanto que o GuCl causa uma desestruturago do DNA e/ou liberagéo parcial da
sonda do sitio de intercalagéo.

TABELA IV.6.1 Grau de polariza¢éo médio (P) obtido para os
sistemas DNA/AA e AA com diferentes [GuCl).

Sistema. | [GuCl} mol.L" Pexc. Pen.
DNAJAA 0,0 0,22140,02
DNA/AA 0.1 0,2110,02 0,2310,02
DNAJAA 05 0,1410,02 0,1510,03
DNA/AA 1,0 0,104+0,02 0,1310,03
DNAJAA 2,0 0,08+0,03 0,10+0,03
DNAJAA 40 0,061+0,02 0,0840,03
AA 0,0 0,03+0,02 0,0510,01
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As curvas de decaimento temporal da fluorescéncia de AA no sistema DNA/AA sio
mostradas na FIGURA IV.6.7 e na TABELA IV.6.2 observa-se os tempos de vida (t) obtidos a

partir dessas curvas. Nota-se que estes tempos se estabilizam em ~2,5ns, valor diferente do
obtido para a sonda em agua (1,8ns).

Tempo (ns)

FIGURA V6.7 Curvas de decaimento das solugbes contendo DNA/AA com
diferentes [GUCI]: ® 0; A 0,5 ¢ ¥ 4,0mol.L”, M decaimento temporal da lampada;
R=19,0.

TABELA 1V.6.2 Tempos de vida (1) da sonda AA no sistema

DNA/AA com diferentes [GuCl).
[GuCI] (mol.L™") 1 (ns)
0,0 4,7910,08
0,1 4,59+0,17
0,5 3,6110,15
1,0 2,9510,15
2,0 2,5310,10
4,0 2,5540,09

A reducéio deste tempo de vida pode ser atribuida a um equilibrio entre as espécies
livre e intercalada de AA. Para verificar isto foi feita a deconvolugfio de curvas no modo bi-
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exponencial. Fixou-se 1, em 1,8ns (tempo de vida do AA em meio aquoso) e obteve-se 1, para
as curvas de decaimento das solug3es contendo DNA/AA e GuCl nas concentragbes de 0,1;
0,5 e 1,0mol.L™". Em nenhum dos tratamentos observou-se um tempo de vida préximo ao da
espécie intercalada e o fator pré-exponencial para 1; sempre foi negativo com um desvio
grande, indicando que esta deconvolug#io ndo é satisfatéria, n&o indicando um equilibrio entre
estas espécies.

Observa-se na FIGURA 1V.6.8 os espectros de absorgdo do sistema DNA/AA/AM. As
alteracSes notadas indicam que ambos os corantes (AA e AM) estio "sentindo" a mudanga no
ambiente (DNA) causada pelo GuCl, mudando a posigio dos respectivos méximos de
absorgéo. Entretanto, os espectros do corante AM séo mais sensiveis que os de AA ou seja,
enquanto que as aiteragbes na posicéo do maximo de absorgao do AA s&o acentuadas a partir
da terceira solugéo (espectro em verde), no AM estas alteragbes j& ocorrem na segunda
solugéo (espectro em vermelho).
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FIGURA |V.6.8 Espectros de absorgdo das solugbes contendo DNA/AA/AM e
diferentes [GuCl]: B 0; ® 0,09; A 0,36; V¥ 0,53; 0,82, @ 1,09; - 140: ¥ 167e¢ B
2,18mol.L'; R=17,1.

Os espectros de emiss8o do AA nomalizados pela },,, em 490nm no sistema
DNA/AA/AM estio na FIGURA 1V.6.9, mostrando comportamento diferente daquele para a
solugdo que contém apenas DNA/AA. As alteragbes nas &reas sob estes espectros estio na
FIGURA 1V.6.10. Cada ponto é a média de dois valores que representam as integrais das
intensidades dos espectros de emisséo normalizados pela absorg8o obtidos com uma
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diferenca de trés dias do primeiro para o segundo espectro. Inicialmente h& uma diminuig&o na
intensidade de emiss&o para as solugdes que contém DNA/AA e DNA/AA/AM. Em seguida, o
comportamento do sistema contendo DNA/AA/AM difere daquele contendo DNA/AA, havendo
um aumento na intensidade de emisséo para a solug&o com 0,28mol.L™.

Referente aos desvios padriio mostrados na FIGURA IV.6.10 para as solugbes com
DNA/AA e com DNA/AA/AM, observa-se que as solugbes contendo apenas o doador exibem
pequenas variagbes nas intensidades de emissfio quando comparadas &s que contém o
doador e o aceptor e as com [GuCI}>0,28mol.L", Isto indica que nestas condicbes o DNA ou os
corantes possuem maior liberdade de movimento, que reflete na distancia entre as sondas e na
transferéncia de energia. Quando [GuCl]>0,5molLl' a intensidade média de emiss&o
nomalizada pela absorgéo para solugdes contendo DNA, AA e AM mantém-se constante.

500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1V.6.9 Espectros de emisssio normalizados pela |, em 490nm das solugbes
contendo DNA/AA/AM e diferentes [GuCI}): — 0; — 0,09; — 0,36; — 0,53; — 0,82; —
1,09; 1,40;— 1,67 e—2,18mol.L*; R=17,1.
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FIGURA IV.6.10 Razéo entre a &rea da banda de emiss&o e a intensidadel de

absorcéo (Zlem/lepess0) para as solucdes contendo DNA/AA e DNAJ/AA/AM versus
[GuCl).

Com os dados da FIGURA 1V.6.10 calculou-se a eficiéncia (E;) de transferéncia de
energia (TABELA IV.6.3). Inicialmente ([GuCl]= 0 e 0,09mol.L™") ndo ha uma variagéo de E; e,

para concentragbes maiores, ocorre um decréscimo, estabilizando em ~0,14.

TABELA 1V.6.3 Eficiéncia de transferéncia de energia para o sistema

DNA/AAJ/AM.
{GuCl] (mol.L) Eficiéncia

0 0,46
0,09 0,48
0,36 0,22
0,53 0,20
0,82 0,21
1,09 0,14
1,40 0,14
1,67 0,15

Nas FIGURAS IV.6.11 e IV.6.12 estfio os espectros de absorcdo e emisséio
(normalizada pela l,,, ®m 666nm, A, ) do aceptor AM em solucSes com e sem DNA e em

diferentes [GuCl]. Nos espectros de absorgSio h4 uma diferenca de 4nm no maximo de
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absorgéo entre os espectros do AM em solugéo aquosa (preto) € em DNA com 2,13mol.L" de
GuCl (verde), a qual aumenta para 12nm na auséncia de GuCl (vermelho). Para os espectros
de emiss&o (FIGURA IV.6.11) o aumento na [GuCi] causa um aumento na intensidade de
emissdo, indicando que o AM estd se deslocando do sitio de intercalagio. Entretanto, a
tendéncia de estabilizacdo do méximo de emisssio (689nm) é diferente daquela para em
solugéio aquosa (686nm). As diferengas nos espectros sfo menores que as observadas para a
sonda AA; entretanto, elas também indicam uma diferenga no meio em que o AM se encontra
quando em solugéo contendo DNA e GuCl.

0’0 i 1 1 M 1 A
550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.6.11 Espectros de absorg&o de AM: sem DNA e GuCl (—) e com DNA em
diferentes [GuCl: — 0 e — 2, 1mol.L™".
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FIGURA 1V.6.12 Especiros de emiss&o de AM normalizados pela intensidade de
absorgfio em 666nm, sem DNA e GuCl (—) e com DNA em diferentes [GuCl]: — 0; —
0,09; —0,36; —0,53;—0,82; 1,09; —1,40;— 1,67 e—2,18mol.L."; R=17,1.

Os valores do tempo de vida para as solugbes contendo DNA, AA e AM calculados
através das curvas de decaimento mostradas na FIGURA 1V.6.13 estio na TABELA IV6.4. A
tendéncia é semelhante & observada para a intensidade de emissfo: ha redugfio na eficiéncia
de transferéncia de energia, indicando uma separagéc entre D e 4. Entretanto, os valores
iniciais para a eficiéncia da transfer@ncia de energia obtidos com o tempo de vida s&o
diferentes daqueles obtidos mediante a intensidade de emiss&o (secfo V.2). A explicagéo
mais plausivel para este fato é a existéncia de transferéncia radiativa de energia. Contudo, os
valores calculados convergem para ~0,14, indicando que a transferéncia radiativa esté
deixando de ocorrer prevalecendo apenas a néo radiativa.
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FIGURA IV.6.13 Curvas de decaimento temporal para as solugSes contendo
DNA/AA/AM e diferentes [GuCl): 0, 0,5 e 4,0; R=17,1.

TABELA IV.6.4 Tempo de vida e eficiéncia da transferéncia de energia de AA para

o sistema DNA/AA/AM e GuClL.
[GuCl} (mol.L™) | DNA/AA/AM t (ns) | DNAJAA < (ns) Eficiéncia
0,0 3,6710,15 4,79+0,08 0,23
0,1 3,79+0,09 4,5910,17 0,17
0,5 3,1310,14 3,6110,15 0,13
1,0 2,50+0,10 2,9510,15 0,15
2,0 2,0910,13 2,5310,10 0,17
4,0 2,2010,18 2,5510,09 0,14

As distancias (r) em que ocorrem os processos de transferéncia radiativa s&0 maiores
que as calculadas para os processos nio radiativos, devido as diferencas temporais em que
eles ocorrem. Quando o doador e o acaptor est&o separados infinitamente n&o ha transferéncia
de energia. A medida em que ambos se aproximam a probabilidade de absorcéo de fétons
emitidos pelo doador aumenta até um méximo onde comegam ocorrer interagbes dipolares
entre ambos. Para r<2R; hd uma diminuig&o na intensidade da luz emitida pelo doador, devido
a transferdncia néo radiativa de energia, e uma diminuig&o na probabilidade de absorgéo de luz
pelo aceptor. Assim, essa transferéncia é favorecida frente a radiativa pois naquela n&o ha
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emisséo de luz ocorrendo, portanto, em tempos menores que aquele em que a molécula
permanece no estado excitado, diminuindo a intensidade de luz emitida pelo doador e,
conseqientemente, a absorvida pelo aceptor, inviabilizando os processos radiativos.

Possivelmente, quando as sondas estéo intercaladas no DNA h& um conjunto de
moléculas doadoras ou aceptoras que estfo intercaladas em regides ricas em pares de bases
AT-AT ou CG-CG. Estas regibes possuem certa estrutura e podem estar separadas por
disténcias superiores a 2R,, inviabilizando a transferéncia ndo radiativa de energia mas
favorecendo a radiativa. Ao desestruturar 0 DNA, este inviabiliza a transferéncia radiativa de
energia mas, ainda, permite a n&o radiativa.

Como se observa nas TABELAS IV.6.3 e .5.4 a eficiéncia de transferéncia de energia
converge para um mesmo valor. Este resultado n&o foi observado em solugbes contendo NaCl
(TABELAS iV.3.3 e .3.4), onde as eficiéncias s&o bem diferentes, independente da
concentragéo deste sal. Mesmo que a interago sonda/DNA fosse alterada acentuadamente
quando se usa GuCl ou NaCl, era de se esperar que os processos de transferéncia radiativa
energia continuasse operando, deste que a estrutura do DNA continuasse aproximadamente
igual. Isto indica que mesmo que o GuCl provoque desintercalacéo, n&o deve haver nenhuma
estrutura organizada do DNA que permita a existéncia do doador ou do aceptor a disténcia
onde a transferéncia radiativa de energia ocorra. Ou seja, o DNA é desestruturado de forma
que a distancia entre o doador e o aceptor permite preferencialmente a interagéo dipolar;
entretanto, ndo ha nenhuma estrutura agregada do DNA com aceptores separados dos
doadores de modo a se observar transferéncia radiativa.

Para explicar estes fatos considera-se o seguinte modelo fenomenolégico: a molécula
de DNA estda enovelada. Ao se adicionar NaCl pode ocorrer uma alteraciio em sua
conformacaoc mas ainda esta € suficientemente estruturada de modo a permitir a transferéncia
radiativa e a n&o radiativa. Quando se adiciona GuCl o enovelamento é desfeito facilitando a
transferéncia de energia por interagdo dipolar (ndo radiativa), n&o havendo regides onde ©
doador e o aceptor estéio separados de modo a possibilitar a ocorréncia dos processos
radiativos.

Como ja observado ocorrem alteragdes na posi¢cdo do espectro de absorgio de AM e
no rendimento quéantico de AA que podem alterar o valor de R, Para investigar estas
alteracbes foi calculado o valor de J e de ¢ para o sistema DNA/AA/AM com diferentes [GuCl],
usando os espectros de absorgéo (Figura IV.6.8) e a variagfo na intensidade de emisséo para
o sistema DNA/AA (FIGURA iV.6.10). Os resultados sdo mostrados na TABELA 1V.6.5. Ocorre
separagio (de 3,5 a 7,7A) entre o doador e o aceptor com aumento da {GuCl] e ela existe
mesmo quando {GuCl)=0,09mol.L™".
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TABELA 1V.6.5 Valores de ¢, J, Ry e r para o sistema

DNA/AA/AM e GuCl.

[GuCI] {(mol.L’") ) J (moi'.cm®) | Ro(A) | r(A)
0 0,75 8,07x1014 437 | 534

0,09 0,66 8,50x10 452 | 58,9

0,28 0,54 9,40x10™™ 445 | 61,1

0,42 049 | 10,01x10™ | 44,2 | 59,0

0,85 042 | 10,91x10™ 43,7 | 56,9

1,31 0,40 | 10,23x10™* 42,9 | 58,1

Na TABELA IV.6.6 tem-se o grau de polarizagio médio para o sistema DNA/AA/AM,
que é semelhante aos valores obtidos sem AM (TABELA 1V.6.1). isto indica que os sitios em
que se encontram as moléculas de AA sofrem as mesmas alteragdes em ambos os sistemas.

TABELA 1V.6.6 Grau de polarizacéo médio (P) para o sistema

DNA/AA/AM e GuCl.
[GuCH] (mol.L.™) Poxc Pem
0,0 0,2240,04 0,26+0,03
0,1 0,2110,02 0,2710,03
0,5 0,1310,02 0,1510,02
1,0 0,1210,03 0,131+0,03
2,0 0,07+0,01 0,09+0,03
4,0 0,0410,01 0,04+0,01

Estes resultados podem ser interpretados como devidos a alteragfes conformacionais
no DNA, havendo ruptura das ligagdes de hidrogénio, alteracdc em seu empacotamento e
separac8o entre D e 4. E importante dizer que GuCl n&o causa atteragbes no pH (TABELA
IV.6.7) suficientes para protonar a citidina*” (pK, = 4,5) e alterar a estrutura do DNA.

TABELA IV.6.7 Vaiores de pH para solugbes
contendo DNA e GuCl.

[GUCT] (mol.L) pH
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0,0 6,9
1,0 6,1
20 6.1
4,0 58

Em seu artigo Pritchard" propds um novo modelo de interagio entre derivados de
acridina e outras substancias com estruturas semelhantes: elas interagem com os pares de
bases e grupos fosfato de uma das fitas do DNA, devido ao fato que mesmo quando o DNA era
desnaturado n&o se verificava uma redug&o do modo de ligagio entre o corante e o DNA. Tal
observac&o parece ser vélida para o AA interagindo com o DNA na presenca de GuCl, pois nédo
se verificou o retorno das caracteristicas espectroscopicas da sonda para aquela semelhante a
observada na auséncia do DNA e presenca de GuCl (segdo IV.5).

Portanto, os resultados aqui mostrados indicam que o GuCl desestrutura o DNA,
provocando alteracbes nos espectros das sondas (absorcéo, excitagio e emiss&o), no tempo
de vida e no grau de polarizagéo. Este Gltimo pardmetro pemmite estimar a porcentagem de
desnaturacéo do DNA para cada concentrag&o de GuCl e obter informagdes referentes ao
equilibrio entre os sitios que se encontram nas formas nativa e desestruturada. A relacdo entre
P e a desestruturagco do DNA foi estudada por Ellerton e Isenberg*, verificando que P varia
quando a sonda intercalada em DNA e a temperatura aumenta. O comportamento observado
foi semelhante aquele quando da desnaturagiio térmica dessa macro-molécula, estudado
mediante alteragfes nos espectros de absorgo.

Assim, a desestruturagdio causada pefo desnaturante altera o grau de polarizagéo,
fornecendo informagdes sobre o equilibrio:

Sy +GuCI’ S, EQUAGAO IV.6.1

onde: Sy, Sp @ GuCl indicam os sitios nativo, desestruturado e o GuCl, respectivamente.

Na FIGURA IV.6.14 obtém-se, através de ajuste tinear, o valor da constante de
equilibrio para o sistema DNA/AA. Para isto considera-se a desestruturac&o do DNA estd
relacionada ao valor médio de P (TABELAS 1V.6.1 e IV.6.4). Para P=0,23 e 0,04 considera-se
que o DNA esta 100% na forma nativa e 100% na forma desestruturada, respectivamente. A
razéo Sp/Sy calculada e graficada em fungéio da [GuCl] forneceu a reta mostrada na FIGURA
IV.6.14, cuja inclinagéio corresponde ao valor da constante de equilibrio obtida (Keq)-
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FIGURA 1V.6.14 Raz#o entre as porcentagens de sitios nas formas desestruturada e
nativa, em fungéo da [GuCl).

O valor de AG envolvido neste processo foi estimado em -1,36KJ.mol™ utilizando a
EQUAGAOQ IV.6.2 e considerando que K= 1,73.

AG®= -RT InKqq | EQUAGAO IV.6.2

Este AG® néo pode ser tomado como a energia livre de desestruturagsio do DNA, pois
nesse equilibrio foi desprezado outros equilibrios que podem afetar o K,, como aqueles
relativos ao corante AA ocupando os sitios nativos (S\*) e desestruturados (Sp™),
influenciados pela adigéio de GuCl e que podem ser descritos pelas EQUAGOES *;

Sy
AA+ S, Sy EQUAGAO IV.6.3

> AdA
AA+S,_S, EQUAGAQ IV.8.4
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IV.7 EFEITO DA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE O SISTEMA DNA/AM

A FIGURA IV.7.1 mostra os espectros de absor¢éo da solugéo DNA/AM na regiéo do
visivel, em diferentes pressées.
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FIGURA IV.7.1 Espectros de absorgéio de uma solug#io contendo DNA/AM em
diferentes pressdes: ll 0, @ 680, A 1370 e W 2050aim; R=20,7.

Ha um deslocamento do espectro de absorg#o para o vermelho, indicando um
aumento na polaridade do meio em que o AM se encontra.

Estudos realizados por Macgregor™®"* indicaram que o DNA quando submetido a
alta pressfio tem sua estrutura estabilizada, havendo um aumento linear da temperatura de
fus&o com a presséio e uma variag&o no voiume molar.

Na FIGURA IV.7.2 observa-se o efeito da pressfio no espectro de emiss&o de AM
intercalado em DNA. A diminuigéo da i, com a press#io indica que este corante n&o sofre
desintercalacéo e as interagbes que levam & supresséo da fluorescéncia s&o favorecidas.
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FIGURA IV.7.2 Espectros de emissfo de uma solugdo contendo DNA/AM em
diferentes presstes: 0, 680, 1370 @ 2050 atm; R=20,7.

O desiocamento do méximo de absorgéio @ a reducsio na intensidade de emisséo da
sonda pode indicar que esta se encontra inserida mais intensamente no sitio de intercalagéo.
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IV.8 EFEITO DA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE O SISTEMA DNA/AA

A FIGURA IV.8.1 mostra os espectros de absorc&o do DNA no sistema DNA/AA. A
variacéio (8%) na intensidade de absorgdo com a presséo indica que este sistema possui uma
orientagédo mais desorganizada entre os dipolos dos pares de bases ou h4 uma redugéio da
interagéo entre os jons existentes no tampéo e o0 DNA. Esta variacéo é da mesma ordem de
grandeza, mas devida a um efeito contrario, ao observado quando se adiciona NaCl (FIGURA
Iv.3.1).

20

(] 'y 1 L L M 1 i L " }
240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1V.8.1 Espectros de absorcdo de uma solugéo contendo DNA/AA em
diferentes pressdes. ll 0, @ 820, A 1640 e M 2460 atm .

As variagbes no espectro de absorgéo de AA (FIGURA 1V.8.2) s&o semelhantes, mas
de menor intensidade, que as observadas no AM. A diferenga estrutural entre as moléculas de
AM e de AA parece ser a responsavel por esta diferenga. A molécula de AM possui dois hétero-
atomos no anel central, um de enxofre (na mesma posicéo que o de nitrogénio do AA) e outro
de nitrogénio na posi¢éo oposta ao enxofre, de modo que ela é mais polarizavel que a de AA. A
diferenga na polarizabilidade parece induzir maior sensibilidlade do AM para monitorar
alterag8es no ambiente em que se encontra através do espectro de absorco.
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FIGURA 1v.8.2 Espectros de absorclio de uma solugéo contendo DNA/AA em
diferentes pressSes: Ml 0, ® 820, A 1640 e M 2460 atm; R=23.0.
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FIGURA IV.8.3 Espectros de emisséo de uma soluglo contendo DNA/AA em
diferentes pressdes: —0, —410, —820, —1230, —1640, —2050 e -.-2460 atm:
R=23,0.
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Pode-se ver (FIGURA 1V.8.3) que a o, para as solugdes contendo DNA e AA se altera
muito pouco com a presséo. Isto indica que a rigidez do sitio em que o AA se encontra é
praticamente a mesma. Assim, as alteragbes espectrais deste corante possuem as mesmas
origens que as para o AM.

A molécula de DNA, quando em determinadas condigdes, se ordena em estruturas
mais complexas. Por exemplo, quando se aumenta a concentracdo de sais, poli-peptideos
bésicos, oxido de polietileno™, polimeros inertes ou etanol, ela assume formas mais
condensadas com diferentes morfologias, adotando estruturas super-espiraladas, em contas de
rosério, haste e toroidais®. Algumas delas s&o obtidas precipitando DNA com etanol em meios
com diferentes forgas iénicas. Na FIGURA 1V.8.4 sdo visualizados os resultados obtidos por
Eickbush® que representam algumas destas formas. A FIGURA IV.8.4 “A” corresponde ao
DNA super espiralado, a “B” a estrutura de contas de rosario e na “C” as hastes. Estas
estruturas possuem diferentes didmetros: para o DNA super espiralado é cerca de 80A, 150A
para a estrutura de contas de rosario e cerca de 2000A para a haste.

(©)

FIGURA 1V.8.4 Micrografias de DNA precipitado com 95% de etanol em meios com
diferentes forgas idnicas. A barra em cada FIGURA corresponde a 2000A. (A) Fibras
obtidas com 1mmol.L™" de tampao Tris pH 7,5. (B) Fibras obtidas com 1mmol.L"' de
Tris pH 7,5 € 10mmol.L”" de acetato de aménio. (C) Hastes obtidas com 1mmol.L" de
Tris pH 7,5 e 0,5 mol.L™" de acetato de aménio.

E possivel que o DNA adote uma de suas formas mais compactas em solucéo aquosa,
na qual ele ainda € uma dupla hélice pertencente a familia B-DNA. Quando se aplica press&o
os jons que rodeiam esta estrutura sofrem um aumento no grau de hidratacdo e se distanciam
da estrutura do DNA, alterando o espectro de absorgéo. Esta reducdo na camada de ions que
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rodeia o DNA também é sentida pela sonda que mostra um deslocamento batocrémico no
espectro de absorgéo,

Na FIGURA IV.8.5 verifica-se que o sistema se comporta de maneira ligeiramente
diferente (5,1% menor). Isto n&o se deve a degradagio do DNA com o aumento de pressso, e
sim, ao acesso das moléculas de corante as regides cujas concentragdes de sitios AT/CG s&o
diferentes, refletindo nas intensidades de emiss&o. Quando a pressio aumenta, s&o desfeitas
estruturas mais complexas com diferentes graus de empacotamentos, expondo regies com
diferentes concentagbes de pares de bases a sonda. Ao reduzir a pressso, o DNA leva mais
tempo para se reordenar, influenciando no rendimento quantico da sonda intercalada.

61 1
60
—ﬁg 59 -
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57 T
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FIGURA IV.8.5 Area sob a banda de emissdo (de 500 a 650nm) em diferentes
pressdes l aumento e ® diminuicéo.
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IV.9 EFEITO DA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE O SISTEMA DNA/AA/AM

Nas FIGURAS IV.S.1, IV9.2 e IV.9.3 encontram-se os espectros de absorcéio e
emisséo das solugbes contendo DNA/AA/AM em diferentes pressbes. Eles reproduzem as
alteragcbes espectrais observadas para os sistemas DNA/AA e DNA/AM. A supressfo na
fluorescéncia verificada na solugio sem GuCl é maior que aquela relativa ao sistema DNA/AA.

i 1 A 1 i 1 N ] L 1 i J
220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.9.1 Espectros de absorgéio de uma solugéio contendo DNA/AA/AM em
diferentes presstes. ll 0, ® 1230 e A 2050atm.
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FIGURA IV.9.2 Espectros de absorcéio de uma solucdo contendo DNA/AA/AM em
diferentes pressdes: l 0, ® 1230 e A 2050atm; R=18,8.
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FIGURA 1V.9.3 Espectros de emissdo de uma solugéo contendo DNA/AA/AM em
diferentes pressdes: —0, —680, —1360 e —2050 atm; R=18,6.
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A FIGURA 1V.9.4 mostra a razéo entre a area sob a banda de emisséo e a intensidade
de absorgio em 490nm (Zl.m /l.ns) cOM a pressfo. Para as solugles contendo DNA/AA/AM h&
uma reducéo em l., COm 0 aumento de pressio, 0 que pode ser devido & aproximagéo entre o
doador e o aceptor e/ou a uma alteragdo da integral de sobreposigdo dos espectros, pois
ocorrem mudangas no espectro de absorg#io do aceptor. E possivel isto ocorra por causa da

transferéncia de energia pois o espectro de absorgéio de AM altera-se muito pouco entre 500 e
650nm, mas né&o o rendimento quantico de AA.

240‘["“"F e T,

220 |-
£ 200

S

3

= 180}
160\._\*\_’__.
140 d T T T T T T T T 1
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Presséo (atm)

FIGURA IV.9.4 Raz#o entre a érea sob o espectro de emisséo (Zl,) e a intensidade

de absorgfo a 490nm (l..e) versus presséo (atm) para o sistemas ll DNA/AA e @
DNA/AA/AM.

O valor do coeficiente de compressibilidade da agua®™ é 4,94x10° atm™, o que
acarreta uma variagéo negativa de 1% no volume quando se altera a presséo de 0 a 2050atm.
Como se observa na FIGURA [V.9.4 a variagéio na intensidade de emisséo é ~8,9%, maior que
a esperada pela contragfio de volume da agua.

Com os valores observados nessa FIGURA calcula-se a eficiéncia de transferéncia de
energia (FIGURA 1V.9.5) e a variagéo na disténcia entre o doador e aceptor (FIGURA 1V.9.6).
Ha uma variagéio ao redor de 5%, a qual, segundo a FIGURA IV.2.4, corresponderia a uma
reducéo no valor de R de 18,6 para algo préximo de 17.
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FIGURA 1V.9.5 Eficiéncia de transferéncia de energia entre o doador e aceptor com a
variagio da pressio.
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FIGURA 1V.9.6 Distancia média entre o doador e aceptor com o aumento da presséo.

Como ja discutido (FIGURA IV.9.4) o aumento da pressfo aumenta a hidratagio do
DNA alterando seu grau de ordenamento e suas estruturas complexas (super espiralada,
contas de roséario e haste), que podem ser comprimidas formando estruturas mais compactas

(entre uma mesma fita de DNA) e agregadas (entre diferentes fitas de DNA), reduzindo a
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distancia entre o doador e aceptor. A compactagio do DNA pode ser atribuida a retirada de
grupos idnicos, diminuindo as interagbes repulsivas em sua camada de hidratagdio e
favorecendo a aproximacfio entre diferentes regides da macromolécula. A distancia entre o
doador e aceptor parece se estabilizar para pressdes >1710atm, sendo obtido um valor médio
=48,7A, menor que o valor inicial (50,6A).
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IV.10 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO E DA PRESSAO HIDROSTATICA
SOBRE O SISTEMA DNA/AA

O aumento da press&o (FIGURA [V.10.1) incrementa a intensidade de absorgéio do
DNA, sendo a variag&o da mesma ordem de grandeza daquela na auséncia de GuCl.

] 3 A [ 3
"240 260 280 300 320 340

0.0 -

Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.10.1 Espectros de absorg#io das solugdes de DNA/AA com 0,5mol.L" de
GuCl em diferentes pressdes: M 0, ® 1230 e A 2050 atm.

Na FIGURA IV.10.2 verifica-se a variago na posicéo do méaximo de absorgéo para a
banda do corante AA, mais acentuada que a observada sem GuCl (FIGURA 1V.8.2).
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FIGURA IV.10.2 Espectros de absorgéio das solugSes de DNA/AA com 0,5mol.L”" de
GuCl em diferentes pressdes: Bl 0, ® 1230 e A 2050 atm; R=23,0.
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FIGURA IV.10.3 Espectros de emissfo (normalizados pela i,,, em 490nm) das
solugdes de DNA/AA com 0,5mol.L™" de GuCl em diferentes pressdes: B 0, ® 410, A
820, M 1230, @ 1640 e A 2050atm; R=23,0.

A FIGURA 1V.10.3 evidencia o aumento em |, com a presséo. Quando se utiliza o
desnaturante GuCl (0,5mol.L™") ocorre supressfo na fluorescéncia, diminuindo o rendimento
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quéntico do AA de 0,75 para =0,45 (FIGURA 1V.6.5). Por outro lado, o aumento da presséo
incrementa linearmente o rendimentc quéntico (FIGURA 1V.10.4), sendo =0,62 a 2050atm.

A FIGURA IV.10.4 mostra que a adi¢do de GuCl (0,5mol.L™ para 2,0mol.L™") altera o
incremento da intensidade de emissdo com a pressfo, tomando-0 menos acentuado. A
pressao necessaria para que ¢ AA volte a apresentar rendimento quéntico igual a 0,75 para ¢
sistema DNA/AA + 0,5molL” de GuCl é =4050atm, enquanto que para o sistema com 2,0
mol.L"' de GuCl, essa pressfio é 13280atm, ou seja, 0 aumento de quatro vezes na [GuCl]

provocou um aumento de 3,3 vezes na pressfo necesséria para restaurar a intensidade de
emisséo do AA na auséncia de GuCl.
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FIGURA IV.10.4 Integral sob a banda de emisséo para o sistema DNA/AA em
diferentes pressdes. [GuCl]: M 0; ® 0,5 e A 2,0mol.L".

Uma possivel explicacdo para este comportamento é que o corante AA 86 intercala
apos a expulsdo do GuCl das proximidades dos sitios. Assim, com o aumento da concentragéo
seria necessario remover um ndmero maior de moléculas do desnaturante, para o que é
necessdria uma pressio maior.

Considerando que no DNA os grupos fosfato possuem carga negativa, espera-se que
os cétions sejam atraidos por eles. Se o cétion é pequeno e altamente hidratado pode-se
imaginar que eles se distribuem homogeneamente pela solugdo, inclusive na camada de
hidratagéio secundaria do DNA. Na camada primaria isto nfo ocorre pois ela é impermeavel a
fons. Os cétions, altamente hidratados, presentes na segunda camada reduzem o grau de
hidratag&o do DNA mas, devido & forte interagéo dos mesmos com moléculas de agua livres e
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ligadas aos grupos fosfato, a estrutura do DNA serd mantida, embora possam ocorrer
mudangas conformacionais.

Cétions com maior tamanho tem camada de hidratagdo menos densa (FIGURA
IV.10.5), causando um desequilibrio eletrostético que, juntamente com as alteragbes estruturais
da camada de hidratag¢ao, pode levar a desestruturacéo do DNA,

Sddio GuCt

FIGURA IV.10.5 Representagéo gréfica do 4tomo de sédio e da molécula GuCl: % H; @
N;®C; ®Na.

Em seus estudos Falk’ citou que as bases nitrogenadas, nucleotideos e nucleosideos
n&o formam hidratos estaveis em solugdo aquosa; entretanto, os sais dos nucleotideos e seus
compostos fosfatados formam hidratos com camadas de hidratagéo distintas, mostrando a
importancia da existéncia dos grupos fosfato para a hidratagsio e estabilidade do DNA. Neste
mesmo trabalho ele comenta que entre essas duas camadas de hidratacio existe uma
diferenca de energia ~8,4KJ.mol™ (2,0Kcal.mol™).

E possivel estimar o grau de desnaturacdo do DNA. Para isto s8o utilizados os valores
do grau de polarizagéo (TABELA IV.6.1), admitindo que 0 DNA 100% nativo teria um valor de
grau de polarizagéo proximo a 0,22 e completamente desnaturado uma polarizagéo cujo valor
seria igual ao obtido para o AA em solugdo aquosa (0,03). Com isto a porcentagem de
estrutura nativa calculada no DNA é igual a 5244% para a solu¢éo 0,5mol.L” de GuCl e 23+3%
para a solugdo com 2,0mol.L™".

Pode-se estudar a variagéio do equilibrio entre sitios do DNA nativo (Sy),
desestruturado (Sp) e o desnaturante (GuCl) com a presséo. Para estimar o vaior de K,, com a
presséo relaciona-se 0 aumento da intensidade de emisséo com o aumento da porcentagem
de estruturas nativas no DNA, cujo valor inicial € obtido através do grau de polarizagio
(FIGURA IV.10.6).
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FIGURA IV.10.6 Constante de equilibrio em fun¢iio da pressdo para diferentes
[GuCl]: M 0,5¢e ® 2,0mol.L”.

Usando as curvas (verdes) ajustadas pode-se estimar os valores de AG com a
presséo usando a EQUAGAO IV.10.1.

AG =-RT ln—I-(l EQUACAO IV.10.1

1

A variacéo na energia livre para a curva da FIGURA IV.10.6 & 2,67KJ.mol” (para
0,5motL" de GuCl) e 1,56KJ.moL™" (para 2,0mol.L"' de GuCl). Estes valores possuem a
mesma grandeza que os observados anteriormente mas sfo de sinais opostos, indicando que
o aumento de pressdo fornece a mesma variagéio na energia livie que a adicéo de GuCl.
Entretanto, o sentido do processo favoravel é o inverso. Qu seja, o aumento da [GuCl] favorece
a desestruturagéo do DNA enquanto que 0 aumento na press#io favorece a estrutura nativa.

Para a solugio com 2,0molL" de GuCl verificou-se uma variagio de 23% na
porcentagem de sitio nativo a 1 atm para 36% a 2050atm. Este (iltimo valor se aproximou do
observado (52%) para a solugo com 0,5mol.L" a 1atm. O valor de 36% foi intermediério ao
obtido para as solugbes com 0,5 e 2,0mol.L™* de GuCl.

Através dos graficos mostrados na FIGURA 1V.10.7 pode-se estimar a variacdo de
volume associado ao sistema estudado.

olnK _ _ AV

oP RT EQUACAO IV.10.2
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onde AV é a variago de volume padr&o de reacfo, a variag&o em volume entre os estados
padrbes dos reagentes e produtos devido ao aumento de presséo, R a constante dos gases, T
a temperatura, X a constante de equilibrio e P a presséo.

Os coeficientes angulares das retas (FIGURA IV.10.7) s&o 5,36x10™* e 2,97x10™

correspondendo a AV =13,1 e 7,3cm*>mol’ para as solugbes com 0,5 e 2,0 mol.L”,
respectivamente.
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FIGURA 1V.10.7 InK, em fungdo da presséo.

A adicso de 0,1mol.L.” de GuCl as solugdes contendo DNA e AA a 1atm provoca
redugéo significativa na intensidade de fluorescéncia. O grau de polarizacéo pouco se altera,
sofrendo uma variagdo mais acentuada conforme aumenta a [GuCl]. Associado a esta variagéo
atribui-se um equilibrio entre espécies, uma mais estruturada (alto grau de polarizagéo) e outra
menos estruturada (pequeno grau de polarizagfo). A intensidade de emiss&o associada &
espécie menos estruturada nfo sofre alteragdes significativas. O aumente na presséo
incrementa a intensidade de emiss#o, indicando que a espécie menos estruturada esté se
convertendo na outra,

A adicio de 0,7 mol.L" de GuCli altera a estrutura do B-DNA para uma forma “X” cuja
intensidade de emisséio varia, mas n&o ocorre alteragéo no grau de polarizagéio. A adigéo
posterior de GuCl desestrutura a forma "X" para a “Y", cujo grau de polarizacdo é menor,
indicando maior liberdade da sonda. O incremento na press&o, em presenca de GuCl, estrutura
o DNA de forma a se obter uma estrutura semelhante a B, restaurando a intensidade de
emisséo (EQUACAO IV.10.3).
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B>X+>Y->B EQUAGAO IV.10.3

Segundo Ivanov™ quando se adiciona pequenas quantidades de GuCl ( 10 10°
mol.L™) a uma soluglio contendo DNA e 78% de etanol ocorre alteraclo no espectro de
dicroismo circular que caracteriza a converséo da forma A-DNA para a B-DNA, estabilizando
esta Uitima estrutura. Isto reforca a suposicéo de uma alteracfio entre estruturas do DNA para
solucdes cujas [GuCl] s&o < 0,1mol.L™".
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V.11 EFEITO DO CLORETO DE GUANIDINIO E DA PRESSAO HIDROSTATICA
SOBRE O SISTEMA DNA/AA/AM

As alteragdes no espectro de absorgéio (FIGURA 1V.11.1) sfo semelhantes aquelas
observadas quando da intercalagcdo do AA e do AM, indicando que o aumento da press&o
favorece este processo quando ambas as sondas estdo presentes.
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FIGURA IV.11.1 Espectros de absorcio da solugio de DNA/AA/AM e 0,5mol.L™ de
GuCl em diferentes pressdes: — 0, — 1025 e — 2050atm; R=18,8.

Na FIGURA IV.11.2 observa-se o gréfico da integral sob a banda de emiss&o do AA no
sistema DNAJAA/AM, em funcéo da presséio. Os espectros estéo na FIGURA IV.11.3.
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FIGURA [V.11.2 Integral sob a banda de emissfio para solugbes contendo
DNA/AA/AM e 0,5mol.L™ de GuCl.
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FIGURA IV.11.3 Espectros de emisséio da solugio de DNA/AA/AM e 0,5mol.L" de
GuCl em diferentes pressGes; ll 0, ® 340, A 680, W 1025, @ 1370, A 1710 e B
2050atm; R=18,6.
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Na FIGURA IV.11.4 estiio comparadas essas integrais para os sistemas DNA/AA/AM
e DNA/AA. O aumento de |, para o sistema com AM néo é t&0 acentuado quanto o observado
no sistema sem AM. Isto indica que hé supresséo de fluorescéncia quando a press&o aumenta.
Portanto, enquanto no sistema DNA/AA existe aumento da |, devido & intercalacso, no
sistema DNA/AA/AM existe supresséio da fluorescéncia por causa da presenga do aceptor.
Observa-se que as inclina¢des das retas ajustadas s8o diferentes, indicando que o aumento de
presséo afeta, também, a eficiéncia da transferéncia de energia.
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FIGURA IV.11.4 Integral sob a banda de emiss&o para solugfes de lf DNA/AA e @
DNA/AA/AM em diferentes pressdes. [GuClj=0,5mol.L".

Estes dados mostram que héa aiteragéo na disténcia entre doador e aceptor, refletindo
na eficiéncia de transferéncia de energia, calculada através da EQUACAO IV.11.1.

I EQUACAO IV.11.1
D

onde E; é a eficiéncia de transferéncia de energia, / e /, séo as intensidades de emiss&o na
presenca e auséncia do aceptor de energia, respectivamente.
A variagfio de E; com a press#io esta indicada na FIGURA IV.11.5.
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FIGURA iV.11.5 E, versus press&o para o sistema DNA/AA/AM. [GuCl})=0,5mol.L”.

Usando E;, Ry = 43,7A e a EQUAGAO 1.3.3, obtém-se a distancia () que separa o
doador e 0 aceptor em fungéio da presséo conforme indicado na FIGURA IV.11.6.
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FIGURA 1V.11.6 Distancia entre o doador e aceptor em fungéo da presséo para a
solugo contendo DNA/AA/AM. [GuCl]=0,5mol.L".
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Serna necessario uma pressdo de 4050atm para restaurar a emiss&o da sonda na
solu¢éo com 0,5mol.L™! de GuCl. Isso corresponde a uma variagio de ~4A na distancia entre o
doador e o aceptor, valor proximo ao obtido quando se adiciona GuCl.

Resultados apresentados por Macgregor ¢ Wu® mostram que o volume de transigio
hélice/coil do DNA varia com a concentragédo do sal, mas a pressfio e concentragéio de GuCl
utilizada neste trabatho n&o séo suficientes para tal.

A TABELA IV.11.1 mostra a variagdo da distancia r e do volume molar entre o doador
e o aceptor com a presséo e a [GuCl].

TABELA |V.11.1 Variagdes na distancia (Ar, A) e no volume {AV, cm>.mol™)
para o sistema DNA/AA/AM com a [GuCH] (AGuCI=0-0,09mol.L™") e a press&o
(AP=0-2050atm).

Condigbes Ar AV por DIA
AGuClI 5,5 236,0
AP -2,0 -11,3
AP e [GuCl]=0,5mol.L" -2,2 -15,1

A variagdo de volume AV= ~15,1 cm®.mol” para a solugio contendo 0,5mol.L™" de
GuCl é préxima da obtida na seg¢éo IV.10,

Quando se estuda o sistema contendo GuCi ndo se verifica uma estabilizacéio na
reducdo da distancia entre o doador e aceptor, contrariamente ao que ocorre na auséncia
deste sal. Neste (ltimo caso a distancia é ~2,0A, correspondente ao limite de compactacéo.

Estes resultados indicam que a adicio de 0,09mol.L™ de GuCl provoca um aumento
de 5,5A na distancia entre o doador e aceptor. Quando a pressao atinge o valor de 2050atm,
na solugéo contendo GuCl, a distancia entre o doador e o aceptor & reduzida de 2,2A , quase o
mesmo valor obtido na auséncia de GuCl. Isto indica que a estrutura do DNA n#o é totalmente
refeita pelo aumento de pressdo quando o GuCl esta presente e que o DNA interage com este
sal de forma semelhante que o faz com outros ions.

Apenas 0 aumento da pressfo nfo alterou o rendimento quantico de AA e nem
diminuiu a concentragdo de espécies intercaladas, indicando que n&o ha mudanga nas
caracteristicas dos sitios de intercalagéio. Pode-se considerar que, na compactacio, ocorre
uma aproximacé&o de dois segmentos diferentes do DNA.
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IV.12 DESNATURACAO DO DNA POR TEMPERATURA, NA PRESENCA DE
CLORETO DE GUANIDINIO

A FIGURA IV.12.1 mostra os espectros de absorgéo para uma solugo de DNA, em
diferentes temperaturas, enquanto a FIGURA [V.12.2 exibe a variag#o de |,,, em 260nm para
as solugbes de DNA contendo GuCl (os valores foram subtraidos da |, @m 25°C).

M 1 M i A | M 1 ]
220 240 260 280 300 320
Comprimento de onda (nm)

FIGURA IV.12.1 Espectros de absor¢fio para uma solugio de DNA em diferentes
temperaturas, 76 a 87°C de 1 em 1°C.
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FIGURA 1V.12.2 Intensidade de absor¢&o a 260nm com a temperatura para solugdes
contendo DNA e diferentes [GuCl}: 0, ® 0,3; A 0,5, ¥ 2,0e ¢ 50mol.L".

As temperaturas nas quais existe desnaturagio (TABELA 1V.12.1) s&o obtidas
graficando-se as derivadas, obtidas em cada ponto, das curvas mostradas nessa FIGURA.

TABELA IV.12.1 Temperatura de
desnaturag&o em funcéo da [GuCl).

[GUCI] (mol.L") T(C)
0,00 81,8
0,05 87,4
0,10 87,8
0,30 91,2
0,50 92,1
1,00 90,8
2,00 87,2
5,00 76,4

A FIGURA 1V.12.3 mostra essa temperatura em fungéo da [GuCl).
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FIGURA [V.12.3 Temperatura de desnaturac&o de DNA em funcéo da [GuCl].

Segundo Kumar® solugbes salinas podem estabilizar termicamente a estrutura do
DNA. Isto se deve principalmente ao efeito de eletro-constricio da 4gua, que seria também
responsavel pela estabilidade térmica do DNA com o aumento na [GuCl], observada
iniciaimente na FIGURA [V.12.3. Porém, ele néo explica a reducéo que ocorre quando
[GuCl>0,5mol.L". Neste caso ha que se considerar, também, o efeito de desnaturagiio
provocado por esta substancia.

Na solugdes com [GuCl]>0,5 mol.L" observa-se o aparecimento de um ombro nas
curvas mostradas na FIGURA 1V.12.2, indicando que o DNA esté parciaimente desnaturado
(principaimente nas regibes terminais e ricas em pares AT, que estfio ligadas por/_agenas 2
pontes de hidrogénio), o que afeta a temperatura de transigdo. Entretanto, mesmo quando
[GuCll= 5mot.L™' o DNA ndo estd completamente desnaturado, mas devido & desnaturagio
parcial mencionada, a temperatura requerida para completar este processo & menor.
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V CONCLUSOES

Este trabalho permitiu observar que é possivel utilizar as técnicas de espectroscopia de
luminescéncia estaciondria e resolvida no tempo para investigar modificagdes estruturais no
DNA. Para isto foram utilizadas sondas fluorescentes que n&o precisam estar covalentemente
ligadas ao acido nucleico, sendo que alteragbes espectrais podem ser interpretadas como
modificagbes nos sitios onde as moléculas da sonda estéo intercaladas.

A agregacéo dos corantes alaranjado de acridina e azul de metileno, ao se adicionar
NaCl, n&o permite obter informagdes sobre a estabilidade e conformacao do DNA.

O efeito de agregagéo sobre o AA deveria ser minimizado pela adigéo de GuCl, ¢ que
foi confirmado. Entretanto, este sal causou redugfo acentuada na intensidade de absorc&o do
DNA. Este efeito é semelhante ao observado quando se adiciona NaCl quando [GuCl]<1,0
mol.L™!. Para concentragdes superiores, a redugsio na intensidade da banda de absorgdo do
DNA se torna mais pronunciada e neste caso n&o se observa tal redugéo quando adicionado
NaCl, indicando haver interagéo diferente ou mais intensa entre o GuCl e 0 DNA.

O grau de polarizagéo da sonda AA intercalada em DNA reduz significativamente com o
aumento da concentragéio de GuCl, indicando maior liberdade da mesma. Ocorrem alteragbes
nos sitios de intercala¢gdo mas ndo se pode afirmar que as moléculas do corante sofrem
desintercalagéo e passam para a fase aquosa.

Esta desestruturagéio causada pelo GuCl altera a eficiéncia (E;) da transferéncia de
energia entre o doador e aceptor quando obtida através do espectro de emisséo, tendendo
para valores semelhantes ao conseguido mediante medidas do tempo de vida. isto & atribuido
a separacio entre estruturas compactas do DNA que existem em meio idnico (estrutura
terciaria) ao se adicionar GuCl, ndo ocorrendo para o NaCl.

Utilizando o modelo de Forster verificou-se que a disténcia entre o doador e aceptor, ao
se adicionar GuCl, varia de =5A. A variacéo nessa distancia causada pelo aumento da presséo
em presenca de GuCt é proxima & observada pelo mesmo incremento de presséo na au;éncia
de GuCl (2,0 A), indicando que a interagao entre este sal e o DNA é semelhante a que ocorre
quando se usa o tampédo.

Pode-se considerar que existe um equilibrio entre os sitios nativos e desestruturados e
quando aumenta a concentragdo de GuCl ha um deslocamento do mesmo em diregéo aos
Gitimos. O contrario se observa quando aumenta a presséo, pois existe restauracso das
propriedades espectroscopicas da sonda intercalada. Este efeito é mais intenso quanto menor
for a concentragéo de GuCl.

Observou-se trés transicdes entre as estruturas do DNA, cada qual associada a uma
variagéo do meio. A primeira ocorre quando se adiciona GuCl em concentragdes <0,1mol.L",
ocorrendo uma redugfio de 45% na intensidade de fluorescéncia (l,,) . Na segunda, conforme

se aumenta a [GuCi] para valores >0,1molL", n&o ocorre variagbes significativas na
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intensidade de emiss&o, mas héa alteracles no grau de polarizac8o associadas a uma
desestruturacéio do DNA. Para a terceira, observada em solugSes contendo GuCl, h& um
aumento no vaior de |,, com a pressdio, associado a uma reestruturacio do DNA, similar &
observada na auséncia desse sal. '
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VI TRABALHOS FUTUROS

O trabalho aqui desenvolvido néo possui similar segundo o levantamento bibliografico,
sendo um campo pouco pesquisado.

Como proposta de continuidade de trabalho pode-se estudar o efeito da adigéo de
compostos organicos em solugéio de DNA com o intercalador AA e verificar qual o efeito na
estabilidade da estrutura do DNA.

Entre os compostos utilizados cito os desestruturadores cloreto de guanidinio e uréia, os
guais possuem diferengas marcantes em suas caracteristicas desnaturantes. Estas diferencas
talvez sejam devidas as caracteristicas idnicas da primeira substéncia, sendo que a adigéo de
um sal, tal como o NaCl, e uréia deveria aumentar o efeito desestruturador da uréia de forma
se aproximar daquele observado para o cloreto de guanidinio, 0 qual pode ser monitorada pelo
procedimento aqui desenvolvido.

Qutra aplicac8io seria 0 monitoramento da estabilidade de complexo formado entre o
DNA e lipossomas catidnicos. Ao se formar o complexo lipossoma/DNA espera-se que a sonda
seja expulsa da cavidade, j4 que deve haver reducso na hidratagéo do DNA pelo lipossoma.
Alteragbes nas propriedades fisicas e quimicas da solugcio pode romper o complexo
DNAJlipossoma, favorecendo a intercalagdo da sonda, sendo sua resposta proporcional a
quantidade de complexo destruido.

Além destas, pode-se utilizar a sonda para verificar ¢ efeito de outros solventes na
estrutura do DNA, entretanto, neste estudo tem que se levar em consideragéo que a sonda
também pode alterar as suas propriedades fotofisicas.
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