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Resumo

A compreensdo do mecanismo de desnaturagio térmica do DNA constitui um passo
importante para o entendimento do complexo processo de transcrigdo génica.

Nesta tese serdo discutidos dois modelos para a desnaturag@o térmica do DNA:
vibracional e rotacional. No modelo vibracional a molécula é modelada por duas cadeias de
osciladores harmonicos acoplados por um potencial de Morse que simula as pontes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas. O formalismo usado ¢ o da Mecanica Estatistica,
em particular o operador integral de transferéncia. Os resultados obtidos permitem
determinar a temperatura de desnaturagdo concordante com os dados experimentais e
analisar esta transi¢do em termos da capacidade calorifica. No modelo rotacional o DNA ¢é
modelado por duas cadeias de discos acopladas por um potencial de dupla sine-Gordon.
Usando o mesmo formalismo do modelo anterior, mostra-se que ndo € possivel haver
desnatura¢do térmica, comprovado pela analise da capacidade calorifica. Entretanto, os
resultados permitem inferir que os movimentos rotacionais sdo importantes no processo €

um modelo vibro-rotacional complementaria a analise do mecanismo.




Understanding the process of the thermal denaturation of DNA macromolecules is
important in order to understand the transcription of the genetic information.

In this work, two models for thermal denaturation of DNA macromolecule are discussed:
the vibrational and rotational one. In the vibrational model two chains of harmonic oscillators
simulating the molecule, are linked by a Morse potential representing the H-bond between the
nitrogenated bases. The formalism used is the Statistic Mechanics, in particular, the transfer
integral operator. The results for this model are related with the melting temperature that is in
agreement with the experimental data, and the transition can be analyzed in terms of the heat
capacity. In the rotational model, the DNA is treated as two chains of disks linked by a double
sine-Gordon potential. The same formalism used in the first model permits the conclusion that

there is not thermal penetration. This fact is confirmed by the heat capacity analysis. However,

the results leads to the conjecture that the rotating motions are important in the process and that a

vibro-rotating model can be interesting in order to complete the analysis of the mechanism.
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[ - INTRODUCAQO

Neste texto trabalhamos com uma das mais formidaveis moléculas existentes.
Estamos falando do DNA ou Aacido desoxirribonucléico que €é uma macromolécula
biologica gigante, linear sendo fundamental a toda espécie de vida, do nascimento,
crescimento, desenvolvimento, reprodugdo e talvez estabelecendo o tempo de vida celular.

Ela carrega dentro de si as particulas fundamentais que estdo por tras do sistema
hereditario, os genes. Assim sendo, ela € portadora de uma propriedade unica dentre todas
as moléculas, a de reproduzir a si propria criando uma copia idéntica.

Estas macromoléculas biologicas sdo compostas por muitos milhares,

eventualmente milhdes de atomos mantidos juntos em arranjos espaciais precisamente

definidos. Cada uma dessas macromoléculas carrega informagdo especifica. Incorporadas

em suas estruturas, existem séries de mensagens biologicas que podem ser lidas em suas
interagdes com outras moléculas, capacitando-as a exercer uma fungdo precisa. Em
organismos complexos tais fungdes vdo muito alem da transmissdo das caracteristicas
hereditarias atuando em setores necessarios a manutengdo da espécie.

A dindmica da transcrigdo do DNA € um dos problemas mais fascinantes da
biofisica moderna, porque esta na base da vida. Contudo, € também um problema
extremamente dificil devido a complexidade intrinseca da macromolécula, bem como ao
complexo papel desempenhado pela polimerase do RNA no processo. Recentemente, muito
trabalho tem sido feito sobre a dindmica ndo linear da molécula do acido
desoxirribonucléico (DNA). Isto tem sido estimulado em parte, pelas novas idéias sobre o
possivel papel de ondas ndo lineares na regulagdo dos processos biologicos, ao nivel
molecular.

Sabe-se que uma desnaturagdo local do DNA esta envolvida no processo de
transcri¢io'”, de forma que € interessante investigar a desnaturagdo térmica da dupla hélice,
como um passo preliminar para a compreensdo deste processo. Este trabalho pretende
discutir e investigar dois modelos usados para descrever a molécula de DNA, em especial
naquilo que se refere a desnaturagdo. A ferramenta basica a ser usada € o operador integral

de transferéncia, com ele € possivel obter solu¢Ges analiticas exatas dos modelos propostos.
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Neste trabalho, setorizamos o assunto estudado em partes procurando desenvolver
os aspectos essenciais de cada uma tornando-as tdo abrangentes quanto possivel.

Iniciamos com uma descrigdo da estrutura do DNA procurando desenvolver o tema
de forma a deixar claras as idéias relacionadas com as assimetrias configuracionais da
molécula. Os constituintes basicos e os principais arranjos estruturais que permitem ao
DNA cumprir sua funga@o biologica serdo apresentados. Em seguida, passamos a estudar as
forgas que mantém essas estruturas estabilizadas, concentrando-nos nas forgas provenientes
das ligagdes de Hidrogénio, forgas hidrofobicas e forgas de dispersdo de London.

A macromolécula de DNA ¢ extremamente complexa e apresenta uma estrutura em
dupla hélice, como fitas enroladas sobre si mesmas, tendo um calibre com algumas dezenas
de angstrons, mas com comprimentos que podem atingir quildmetros quando compactada

dentro das células. Vamos fixar nossa atengdo no DNA tipo B, cuja estrutura foi

determinada por métodos de difragdo de Raios X, por Watson e Crick®. O inerente vinculo

com a vida apresentado pelo DNA e sua alta complexidade molecular levou ao
desenvolvimento de um numero muito grande de trabalhos na busca de uma melhor
compreensao de sua estrutura e fungdes.

Apesar da complexidade da molécula, modelos simplificados tém sido usados para
estuda-la. O modelo mais simples foi considerar o0 DNA como sendo um cilindro
unidimensional. Entretanto, outros modelos foram desenvolvidos, em particular, modelos
discretos bidimensionais. No entanto, podemos dizer que a despeito de todos os esfor¢os
feitos nesse sentido, muitos pontos ainda precisam ser melhor explorados e uma grande
questdo que ainda perdura ¢ sobre qual é o melhor modelo a ser adotado para estudar
determinado fendmeno..

Neste trabalho analisaremos em primeiro lugar um modelo planar para o modo
vibracional do DNA, usando para isto métodos analiticos com o auxilio do operador
integral de transferéncia e da mecénica estatistica classica®. Mostramos que o modelo
passa por uma mudanca de fase e determinamos graficamente a temperatura de transi¢do
com graficos do estiramento médio dos pares de base em fungdo da temperatura e do calor
especifico em fungdo da temperatura. Por ultimo, desenvolvemos um modelo para o modo

rotacional do DNA, usando técnicas similares as do modelo vibracional. Mostramos que
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este modo ndo conduz a mudanga de fase, podendo em conjungdo com o modo vibracional

atuar como colaborador neste processo.
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II - ESTRUTURAS E FORCAS QUE ESTABILIZAM O
DNA

I1-1- ESTRUTURA MOLECULAR DO DNA

II-1.1 - Introducao

O DNA ¢ fundamental a toda espécie de vida, pois, ele carrega toda a
informagdo necessaria do nascimento, crescimento, desenvolvimento e provavelmente
estabelece a vida média de cada espécie.

O DNA ¢é um polimero formado por desoxirribonucleotideos unidos, por
ligagdes fosfodiester, que formam uma fita dupla. A forma mais comum do DNA é
conhecida como B — DNA e possui as caracteristicas estruturais descritas por James
Watson e Francis Crick®.

O DNA esta sempre empacotado de forma a ‘acomodar-se’ em um espaco de
dimensdes micrométricas, tanto em estruturas abertas como nos procariocitos (células
primdrias, sem nucleo — bactérias) ou densamente empacotado em uma unidade especifica
(no nacleo celular), como nos eucariécitos (as células mais evoluidas, com nicleo).

Como ‘regra’, cada célula carrega uma copia da molécula de DNA; e em
organismos pluricelulares, as copias sdo idénticas em cada célula. O DNA ¢ separado em
genes; unidades fundamentais da hereditariedade (o numero de genes varia de alguns
milhares até algumas dezenas de milhares por cépia), a maioria dos quais codificando
produtos necessarios a vida celular ou suas contribuigdes para a vida de organismos

multicelulares.




A informagdo genética formal (ou codigo seqiiencial) estd sempre depositada
sobre uma unica fita da dupla hélice, embora ambas as fitas carreguem genes.

O DNA pode ser considerado como um depoésito passivo de informagdo, como
expressdo da informagdo genética sdo necessarias varias etapas (ou passos) executadas
por ‘equipamentos’especializados. A expressdo do gene envolve sucessivamente a
transcri¢do e tradugdo. Na transcri¢do, o gene € transcrito do DNA por uma enzima, RNA
polimerase (RNAP), em RNA mensageiro, mRNA, enquanto na tradu¢do o mensageiro €
traduzido para o produto genético (proteina), por uma fabrica especial, o ribossomo. A
expressdo do gene ¢ cuidadosamente controlada e regulada para assegurar o produto
genético em quantidades e no tempo e lugares corretos, requeridos pelas circunstancias
reais (intra e/ou extracelular). Ao descrever a transcrigdo com mais detalhe, depara-se

com processos ndo lineares, o que tem estimulado pesquisas neste sentido, pelo mundo.

11-1.2 — Acidos Nucléicos

(4-6)

A cadeia dos acidos nucléicos' ™’ € composta de unidades pentose (furanose)

conectadas por unidades fosfato em alternancia regular. Bases purina e pirimidina sfo
atreladas as unidades agticar em uma seqiiéncia que fornece o codigo genético; (figuras

I -1, 7). A unidade, base, agtcar, fosfato ¢ denominada um nucleotideo.

= 7 o . e -
S aracay - e = N afucar

|

i
hase ) hase

Figura II-1: Uma cadeia de unidades nucleotideos




Duas classes de acidos — nucléicos sdo especialmente importantes, aquela na qual
o agucar ¢ D — Ribose (chamados acidos - ribonucléicos RNA) e aquela na qual o agticar
é 2 — Desoxi — D — Ribose (chamados acidos - desoxirribonucléicos ou DNA) (Figura 11 -
2). O DNA ocorre no nucleo celular (nos eucariotos) e nos procariotos (sem nucleo, mas
com membrana celular) ocorre interiormente 8 membrana celular, distribuido dentro da
estrutura da célula, e é o material que transmite informagdo genética de uma geragdo a

proxima (em algumas viroses, 0 RNA desempenha esse papel).

OH

Figura Il — 2: (a) D - Ribose, (b) 2 — Desoxi — D — Ribose

Ligado ao acucar estd um heterociclo nitrogenado, a base. Esta pode ser uma

purina ou uma pirimidina. Cada tipo de 4cido contém apenas quatro diferentes tipos de

bases nitrogenadas: O DNA contém adenina, guanina, citosina e timina, enquanto que 0

RNA contém adenina, guanina, citosina e uracila.

11-1.3 — Estrutura e funcdes dos Nucleotideos.

Os nucleotideos sdo, dentre todos os componentes moleculares de células vivas, os
mais versateis considerando suas propriedades fisicas e quimicas. Nenhuma outra classe

de moléculas participa de tantas e tdo diversas fungdes essenciais a vida.




Os acidos nucléicos sdo polimeros, cuja unidade ¢ denominada um mondémero,

assim iremos agora ver os componentes de um nucleotideo, o monémero, dos acidos

nucléicos.

Um nucleotideo ¢ uma associa¢gdo de acgucar, fosfato e base, sendo ele o
mondmero do polimero mostrado em duas formas similares nas figuras II — 1 e Il - 7. As
bases dos nucleotideos sdo moléculas planares, aromaticas (anel benzénico), e

heterociclicas; derivadas de uma pirimidina ou de uma purina (Figura II - 3, 4).

Timuna

Figura Il — 3: Bases pirimidinicas de acidos nucléicos; a Citosina (C) ¢ encontrada no

DNA e RNA, a Timina (T) € encontrada apenas no DNA e a Uracila (U) apenas no RNA.

Adenina Guanna

Figura Il — 4: Bases purinicas de acidos nucléicos; as duas formas, Adenina (A) e
Guanina (G) sdo encontradas no DNA e no RNA.

Quando uma das bases esta ligada a pentose, o glicosideo resultante ¢ denominado
nucleosideo (Figurall - 5). Os nucleosideos sdo chamados adenosina, guanosina,

citidina e uridina.




e

C*‘““—C H

C:
|
-

OH OH (ouH)

Figura Il - 5: Esquema de um nucleosideo.

A unidade repetitiva de um polimero tipo acido nucléico ¢ um nucleosideo com
um grupo fosfato ligado ao carbono 5° (Figura II — 6). A molécula ¢ chamada nucleosideo
monofosfato ou nucleotideo. Um nucleotideo pode ter mais de um grupo fosfato, como no
caso do ADP e do ATP. Nucleotideos sdo as unidades basicas formadoras dos acidos

nucléicos.

B
618 ki v b e )

A iy
Hu i i i\—‘—/ H
‘i,” i ‘. ,‘E_l 3 :
Ribonucleotideo Desoxirribomucleotideo

Figura I — 6: Esquema de nucleotideos: a base purica ou pirimidinica esta ligada ao
C1°, e pelo menos um fosfato também esta ligado.

Nos ribonucleotideos a pentose € ribose, e em desorribonucleotideos (ou apenas
desoxinucleotideos) o agucar é a 2° — desoxirribose, isto €, o grupo hidroxila ndo esta

presente. Observe que os nimeros marcados com apdstrofo se referem aos atomos da




pentose, enquanto os ndo assinalados referem-se aos atomos da base nitrogenada. O grupo

fosfato pode estar ligado ao C3’ e ao C5 da pentose (Figura II - 6).
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I1-1.4 - Polinucleotideos

De maneira similar a mostrada na figura II — 1, a cadeia polinucleotidica, pode
ser representada como na figura 11 — 7. Para formar um écido nucléico os nucleotideos
sdo interligados por l[g@cﬁes fosfodiéster. Esta ligagdo esta mostrada na figura Il - 8. O
grupo fosfato liga o carbono 3” de um nucleotideo ao carbono 5 de outro, formando a
ligagdo fosfodiester. A cadeia polipeptidica consiste de uma “espinha dorsal” de
agucares interligados por grupos fosfato com diferentes bases emergindo da cadeia
(Figura II -8). O 4cido ribonucléico, RNA, ¢ constituido de uma cadeia polinucleotidica

com este arranjo, diz-se que ele possui “fita inica” Figura Il — 8.

— acucar +— fosfato — agtcar -— fostato

1
base | i~ hase

i T
U ——— e

Figura Il - 7: Representa¢do esquematica da cadeia polinucleotidica.
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Figura Il — 8: A ligagdo diéster fosfato (ou fosfodiéster) numa cadeia polinucleotidica
une o Carbono 3’ de um nucleotideo ao Carbono 5° do nucleotideo seguinte.

Nos acidos nucléicos, as bases purinas estdo atadas a cadeia principal por uma
ligagdo entre o Nitrogénio 9 (das bases) com o Carbono 1°, designado 1" por estar da
pentose agucar. As bases pirimidinas estdo atadas por seu Nitrogénio 1 das bases com o
Carbono 1° da pentose. A ligagdo fosfato entre unidades pentose conecta o Carbono 5°
de uma com o Carbono 3” da sua vizinha. A cadeia ¢ convencionalmente escrita com a
unidade pentose 5° — OH, a esquerda e a 3’ — OH a direita, como mostrado na figura Il

-9,
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Na molécula de DNA duas dessas cadeias estdo enroladas uma na outra, numa

conformagdo helicoidal segundo a regra da mio direita em relagdo a um eixo comum,

como deduzido em primazia por James Watson e David Crick em 1953,

Como se pode ver na figura Il - 10, as duas cadeias sdo conectadas por pontes de

Hidrogénio entre as bases, as quais estdo no interior da hélice.

Figura I - 9. Segmento de uma das fitas do DNA. As bases que aparecem a
direita na figura original acima®, sao respectivamente: Adenina, Guanina,
Citosina e Timina.

Os planos dos anéis de agucar (os quais sdo realmente dobrados) sdo
aproximadamente perpendiculares aos planos das bases. Os requisitos relativos a

distribui¢do espacial dos atomos na molécula sdo tais que uma adenina deve estar
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emparelhada com uma timina da outra cadeia enquanto uma guanina deve estar
emparelhada com uma citosina.

II1 - 1.5 - A composicdo das bases do DNA

Embora pareg¢a ndo haver regras na composi¢do dos nucleotideos em moléculas
tipicas de RNA, o DNA possui um nimero de residuos de adenosina igual ao de timina

(A=T) e um namero de residuos de guanosina igual ao citidina (G=C). Essas relagdes

conhecidas como ‘regra de Chargaff™®, foram descobertas em fins dos anos 40

(Séc.XX) por Erwin Chargafl, que desenvolveu o primeiro método quantitativo
confiavel para a analise da composigdo do DNA. O significado da regra de Chargafl
ndo foi compreendido imediatamente, mas agora se sabe que a base estrutural para essa
regra ¢ derivada da natureza da dupla fita do DNA acima descrita.

A composi¢do das bases do DNA difere bastante entre os diversos organismos.
Em diferentes espécies de bactérias, o conteiido G + C varia de 25 a 75%, contuda, €
mais ou menos constante entre espécies relacionadas, por exemplo, em mamiferos, G +
C varia de 39 a 46% (Tabela Il - 1).
Tabela IT - 1: Propor¢des molares de bases (moles da base por 100 moles do fosfato) em
DNA de varias fontes, dados de varios autores.

Fonte de DNA Adenina Guanina Citosina Timina
Timo bovino 28.2 21.5 21,2 27.8
Esperma bovino 28,7 222 20,7 27.2
Medula de rato 28.6 214 204 284
Homo Sapiens 303 19.5 199 303
Germe de Trigo 273 22.7 16.8 27.1
Fermento (levedura) 31,3 18,7 17,1 329
E. coli 26,0 249 252 239
M. Tuberculosis [5.1 349 354 4.6
$X174 243 245 18.2 32.3

AVA
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A Figura II — 10 mostra o emparelhamento entre pares de base, todas as bases
sdo emparelhadas desta maneira ao longo de todo o comprimento da hélice, portanto, as
cadeias devem ser necessariamente complementares na seqiiéncia. Elas também correm
em sentidos opostos, a seqiiéncia principal de atomos das cadeias vai de um sentido em

uma cadeia e a um sentido oposto na outra.

N

' <

N
w4

Figura IT — 10: Pares de bases de Watson — Crick. Acima temos dois pares de bases da

dupla hélice do 4cido desoxirribonucléico (DNA), estas estruturas sdo internas a dupla
hélice e cada cadeia compde uma fita e como temos duas cadeias, temos duas fitas. Em
cima uma guanina estd conectada por trés pontes de hidrogénio (linhas tracejada) a

citosina; em baixo temos a adenina conectada a timina por trés pontes de hidrogénio.

A dupla hélice de DNA pode assumir varias estruturas distintas, dependendo da
composi¢do do solvente e da seqiiéncia de bases. As principais variantes sio B - DNA,

A - DNA e Z - DNA, cujos dados geométricos estdo indicados na Tabela Il — 2.




Tabela II — 2: Principais Caracleristicas geométricas das estruturas do A-, B-, e Z —

DNA‘S.{!}

Sentido da hélice
diametro

pares de base

por volta helicoidal
tor¢io da hélice
por par de base
passo da hélice
{elevagdo por volta)
elevagio da hélice
por par de base
inclinagdo da
perpendicular ao
hélice

sulco maior

base
eixo da

sulco menor

conformagdoc do anel de
ribose

ligagdo glicosidica

A

a direita
~26 A
11

33°

20°

estreita
profunda
larga e rasa

C3’ - endo

B

a direita
~20 A
10

larga e profunda

estreita
profunda
C2’ - endo

£

a esquerda
~18 A

12 (6 dimeros)

60° (por dimero)
45 A
3.7TA

7

acentuada

estreita e
profunda

C2° - endo em
pirimidinas

C3” - endo em
purinas

anti (pirimidina)
syn (purina)




1I-1.6 - Aspectos Geométricos da Hélice do DNA

O DNA ¢ um polimero de desoxirribonucleotideos unidos por ligagdes
fosfodiéster que formam uma fita dupla (figuras; Il - 6, 8 e 15). A forma mais comum

do DNA ¢ conhecida como B — DNA e possui as caracteristicas estruturais descritas por

James Watson e Francis Crick®, ou seja:

1. — As duas fitas polinucleotideas antiparalelas sdo enroladas em tormo de um eixo
comum, com orientagdo a direita produzindo uma dupla hélice com ~ 20A de
diametro.

. — Os planos das bases nucleotidicas, que formam pares unidos por pontes de
Hidrogénio sdo quase perpendiculares ao eixo da hélice. No B — DNA, as bases
ocupam o centro da hélice, ao passo que o esqueleto de agucar-fosfato ocupa a
posig¢do externa, formando as cavidades maiores e menores (ver figuras II - 15).

. — Cada par de bases possui aproximadamente a mesma largura (ver figura IT —
10). o que contribui para a simetria quase perfeita da molécula de DNA,
independentemente da composi¢do das bases. Os pares de bases A-T e G-C séo
interconversiveis: eles podem substituir um ao outro na dupla hélice, sem alterar
as posi¢des do atomo C1° do esqueleto aguicar-fosfato. Da mesma forma os pares
de Watson — Crick podem ser alterados (i.e., alteragdo de G- C paraC - Gou A
~TparaT - A).

. — O B - DNA “ideal” tem cerca de 10 pares de bases (pb) em cada volta (cada
pb promove uma tor¢do de 36° na hélice) e, como as bases aromaticas possuem
uma espessura de van der Walls de 3.4A, a hélice possui um passo de cerca de

34A (ver, por exemplo, figura Il - 11 e II - 15).
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As geometrias dessas moléculas estdo resumidas na Tabela I1 — 2. Aspectos da
estrutura B — DNA podem ser vistos também na figuras Il — 15. Em condigGes
desidratantes, 0 B — DNA sofre uma alteragdo conformacional reversivel para A —
DNA, que possui uma hélice mais larga e achatada, do que o B — DNA, e como este €
orientada para a direita. O A — DNA possui 11 pb por volta e um passo de 28A, o que
lhe confere um espago axial oco (ou buraco axial). No A — DNA, o eixo ndo atravessa
os pares de bases, porque estes estdo inclinados 20° em relagdo a este eixo. Por este
motivo 0 A — DNA possui uma cavidade maior mais profunda e uma cavidade menor
muito rasa.. Assim, o A — DNA pode ser descrito como uma fita chata enrolada em
tomo de uma cavidade cilindrica de 6A de didgmetro™®.

Cerca de 25 anos ap6s a descoberta de Watson — Crick , foi encontrada uma
dupla hélice orientada a esquerda. Essa estrutura denominada Z — DNA possui 12 pares
de bases por volta, um passo de 45A, uma cavidade menor mais profunda e uma

cavidade maior n3o distinguivel.

II - 1.7 - Flexibilidade do DNA

As formas estruturalmente distintas do DNA; A, B e Z, parecem ndo poder
sofrer interconversdo in-vivo. Em vez disso, a transigdo de uma forma para outra requer
condigdes fisiologicas incomuns, por exemplo; baixa umidade ou influéncia de
proteinas que se ligam ao DNA. Além disso, moléculas reais de DNA desviam-se das
estruturas ideais descritas acima e na Tabela II — 2.

Estruturas por Raios — X de segmentos de B — DNA revelam que residuos

individuais alteram significativamente a conformagdo média de uma maneira que

depende da sequiéncia. Por exemplo, pode ocorrer entre duas bases de um par uma saida
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da situagdo planar por elevagdo de 0.5A, juntamente com uma tor¢do de alguns graus

(ver figuras Il — 11a, 11b e 12), se o DNA tiver 10° pares de bases, essa alteragdo ¢
2

multiplicada por um nimero muito grande, levando a uma altera¢do conformacional

significativa.
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Pequenas mudancas conformacionais, juntamente cam assimetrias na estrutura
espacial da pentose e aindh das ligagtes acicar — fosfato, ocontribuem para a fonmacgo
da estrutura helicoidal e para o aparecimento dos sulcos maior e menor, permitindo que
a nmolécula gigante de INA se acamode (por miltiplas translagdes, rotagdes e torgdes
tanto de bases quanto de pares de bases, interpar e intrapar) em espacos daminimes
dimensdes. Essas variacdesconformacionais parecem ser importantes para o

reconhecimento da seqiiéncia especifica do DNA pelas proteinas que processam a

informacdo genética. Na verdade é essencial que essas moléculas sejam dotadas de

flexibilidade para serem carpactadas dentro das células. As hélices do [NA podem
adotar diferentes tonalidades de aurvatura, variando de angules discretos até ddoras aan

adngulos agudos.
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A conformagdo de uma unidade nucleotidica como indicado nas figuras [1 — 13 ¢

14, ¢ especificada por seis dngulos de tor¢do que descrevem a orientagdo da base ao
redor da ligagdo glicosidica (a ligagdo que une C1 a base). Apesar de parecer que os sete

graus de liberdade por nucleotideo poderiam produzir nucleotideos altamente flexiveis.

AVA
AVAVA

2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 16 17

18



2]

esses angulos de tor¢do estdio sujeitos a uma variedade de limitagdes internas que
restringem muito a liberdade rotacional. A rotagdo de uma base em torno de uma
ligagdo glicosidica (dngulo ) € bastante limitada. Conforme se observa no esquema da
figura 11 — 14, os residuos de purina possuem duas orientagdes estericamente
(geometricamente) permitidas, conhecidas como conformagdes “syn™ (do grego “com”™)
e “anti” (do grego “contra™). Nas pirimidinas apenas a conformagdo “anti” é estavel,

porque ha interferéncia estérica do agticar com o substituinte C2 da pirimidina.

Figura Il - 13: Os sete dngulos de torgao que determinam a conformagao de

uma unidade nucleotidica.

Na maioria das duplas hélices de acidos nucléicos, todas as bases estdo na forma
anti. A excegdo € 0 Z — DNA, no qual os residuos alternados de pirimidina e purina sdo
anti e syn , respectivamente.

A flexibilidade do anel de ribose, também ¢ limitada. Os angulos de um

pentagono regular sdo de 108°, um valor proximo do tetraedro (109,5°). Assim, seria de
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se esperar que o anel de ribofuranose fosse planar. Entretanto, nessa configura¢do os
atomos se acumulam em congestionamento. Para aliviar esse congestionamento. que

acontece mesmo entre atomos de hidrogénio, o anel torna-se ligeiramente, ndo planar.

Na grande maioria de nucleosideos e nucleotideos conhecida, quatro dtomos do
anel sdo considerados coplanares em alguns centésimos de angstron. ¢ o atomo restante
fica fora do plano por varios décimos de angstron.

No agucar, o atomo fora do plano ¢ quase sempre C2* ou C3" (figura Il — 2). As
duas conformagdes mais comuns sdo conhecidas como C3* —endo ¢ C2" — endo: “endo™
(do grego ‘endon’, dentro), indica que o atomo fora de lugar esta no mesmo lado do anel
que C5°, de forma mais explicita’endo” significa que o atomo deslocado ficou situado
dentro da regido entre os trés atomos restantes ¢ o atomo C5’; o deslocamento em
diregdo ao lado oposto a C5° colocara o atomo deslocado fora da regido descrita acima.
por isso ele ¢ denominado de conformagdo “exo’ ou “fora de™.

Finalmente, se os angulos de tor¢do da cadeia agucar — fosfato (angulos o a £ na

figura I — 13) fossem completamente livres para rodar, muito provavelmente a estrutura

dos acidos nucléicos ndo seria estavel. Contudo, esses angulos s@o realmente bastante
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restriteos e isto se dewe a forcas de atracio e repulsio (dgpendentes das distribuicdes das
cargas localmente) entre o anel da pentose e ¢s gnyos fosfato e, nos polinucleotidecs,
devido a interferéncia espacial entre os residos (ver figas IT - 14). O resultaco gldal
é que as cadelas de agicar - fosfato ch dpla hélice sSo rigides, airdk que os angulos
conformacionais de acicar — fosfato sejam razoavelmente livres de restrictes.

Caro o didretro da hélice é de 208, as bases adjacentes estio sgparadas por
3.4A, sendo cada ura rodada por 36° am relacdo a seus vizinhos, entdo, 10 bases

carpletam un giro da hélice. Assim, podamos dizer que um vez que as bases estio

parcialmente empilhadas, a hélice possui um passo de 34A (Figura II - 11).

Cada par de bases possui aproximedarente a megm larqura (Figura IT — 10), o
que contribui para ure simetria quase perfeita da molécula de INA, indgpendente da
carposicdo das bases. Os pares A - T e C - G sdo interconversiveis, eles podem
substituir um ao outro na dupla hélice, sam alterar as posigdes do ataw Cl’ do

esqueleto acucar - fosfato.
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I1-1.8 - A Estrutura secundiria do DNA

Difracdo de Raios - X fol extensivamente usada no estudo da arquitetura
molecular do INA, por diversos pesquisadores. Usando informaghes dbtidas amm esta
técnica, juntamente oan dbservagdes quimicas, Watson e Crick propuseram a idéia de
que a molécula de INA é amnstituida por ume dipla fita ma forma de um hélice destra,
can as duas cadeias de nucleotideos enroladas em tomo do mesto eixo e mantidas
juntas por ligagdes de Hidrogénio entre as bases. Fazendo modelos a@n escala eles foram
cgrazes de mostrar que as bases podiam encaixar ali se elas fossam arranjacas em pares
can ura pirimiding em ua fita e um purina na ocutra. A equivaléncia do nimero de

adenina e timina, bem ca no de guanina e citosina, (primeiramente doservado por

Chargaff®) sugeria que estas bases aparecessem acs pares desses dois tipos camw

indicado na figura II - 10.

Os pares de base sdo planos e podam ser enpilhados s em cima dos outros,
oaro numa pilha de pratos, de tal formma que a moléaula é realnente representada aoo
uva escada espiral, cam os pares de bases formando os degraus (figuras II - 15).

As duas cadeias de nucleotidecs sdo de polaridades qpostas no sentido que o
nucleotideo terminal de um fita tem carbao &  livre, emqento a fita anplarantar,
tan un terminal 3’ livre nos témmincs frontais. Isto significa qe as dms fitas carrem
em direcdes opostas (figuras II - 15).

A notacgo curta para descrever duas fitas de INA ansiste an escrever a fita e
polaridade 5'0J 3" na linha de cima da seqiiéncia cam a fita camplementar de
polaridade oposta, logo abaixo, por exemplo:

5" - AGGTC - 3’

3" - TCCAG -~ 5
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U conseqincia inportante da configuracdo do enparelhamento de bases enomtrada
no DNA é que a ordem na qual as bases ocorrem em uma seqiiéncia determina

autaraticamente a ordem na qual elas ocorrem na cadeia carplementar. Além desta

condicio essencial, ndo existem restrigBes score a segincia de bases ao longo das

cadeias.




Figura II - 15: A dupla hélice do IMA. A cadeia principal de uma delas
estd desenhada com tracos mais fortes de tal maneira que as duas cadeias
podem ser distinguidas.
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11-1.9 - Graus de liberdade dos pares de bases

Os graus de liberdade dos pares de base do INA sdo melhor visualizados em um

sistam de eixos ortogonais, (kyz de orientacdo pela méo direita, cam indicado ma

figura II - 12, onde a origem é localizada préximo ao N1 da purina do par scb
oonsideracio. O par de bases pode ser considerado oaro sendo planar e perpendicular
ao eixo da hélice. (z é tamd ao lago deste eixo, Oy vai de C6 (pirimiding) para C3
fourina) . De modo que (x intercepta as ligagdes de hidroggnio do par (figura IT - 16).

Primeiro, a flexibilidade das ligagdes H possibilitan libendhdes rotaciasis entre
as bases do par aowo indicado ma figua IT - 16. Estas ratagdes ndo sdo necessariarente
caplanares. Ma figura 11 - 16, os movimentes individiais camo <<deertura>>, <<torcio
helicoidal>> e <<ddora>> correspondam a rotagdes am tormo dos eixos Qx, Oy e Oz,
respectivamente. As bases de cada par, também tém liberdades translacionais;
<<escalonamento>>, <<estiramento>> e <<cisalhamento>>, também mostrados na

figura II - 1le6.
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Figura II - 16: Purinas e pirimidinas estdo esquemstizadas oo retangulos; meior e

menor respectivamente. Também sdo mostrados os principais graus de liberdade:

rotacionais e translacionais, intra e inter pares de base, bem camw seus nares.
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II-2 - FORCAS QUE ESTABILIZAM O DNA

I1-2.1 - Introducao

s a descricdo dos aspectos estruturais pertinentes acs acidos nucléicos, am
destaque ao INA, consideramos agora as forcas que mentém essas estruturas.
As interacgtes funchmentais a serem estudadas sSo aquelas entre as kases. Estas
interagtes estdo divididas em dois tipos, as no plano das bases, devidas as ligactes de
Hidrogénio, e as perpendiculares ao plano das bases, chawedas de enpilharento de
bases, estabilizadss, principalmente, pelas farcas de van der Walls, dispersio de Iondm

e efeitos hidrofdoicos. Arbas sdo individualmente acessiveis a mensurarentos e tém

sido dojeto de investigagfes detalhadad’. Destacamrse as ligagtes de Hidrogénio que

exercem papel importante no que se refere ao cédigo genético(s’.

Os grupos fosfatos sdo carregados negativamente, isto deveria ccasionar ure
grance repulsdo eletrostatica. Entretanto, em solucdo aquosa, a blindagem ccasicnada
por ins positivos € kastante intensa o que possibilita negligenciar interagdes de lago

alcance de natureza eletrostatica, no estudo do DNA.

I1-2.1.1 — Desnaturacio

Quando uma solucdo contendo INA é aquecida acima de ure temperatura
caracteristica sua estrutura nativa entra em colapso, as duas fitas coplarentares

separan-se e assunam ue conformacdo aleatdria de cadeias sinples (Figura 1T1-17).
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Figura II - 17: Uma representacdo esquematica da desnaturacdo do DNA.
Esse processo de desnaturagdo € acarpanhado por ura nudanca qualitativa nas
propriedades fisicas do DNA. Por exenplo, a alta viscosidade de solugdes de DA
nativo, oriunda da resisténcia a defamacio das noléaulas rigidas e da fanm cilindrica
da dupla hélice, diminui drasticarente quando o [NA se deconpde em fitas sinples de
conformacido flexivel. Do mesmo modo, a absorbancia (uma das técnicas de
nonitoramento utilizadas) do [INA na regido ultravioleta, que é praticamente devida as
bases aramticas, auenta ~ 40% na desnaturacdo (Figura IT — 18) an ansegiéncia da
ruptura das interacdes eletrdnicas entre bases vizinhas.

O monitoramento das nudangas na absorbdncia em um Unico carprimento de

onda (normalmente 26003) cam o aumento progressivo da temperatura revela que o

aurento na absorbincia ccorre @n ue faixa estreita de taperatura (Figura I - 19).
Isso indica que a desnaturacdo do NA € un fendmeno cooperativo no qual o colapso
de um parte da estrutura desestabiliza o restante. Fm analogia can a fusdo de um

salido, a figura IT - 19 é denaninada curva de desnaturacao, e a tarperatira no paito
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médio é definida camo temperatura de desnaturacdo, Ty ou ainda T, do inglés
‘melting’.

A estabilidade da dupla hélice de DNA e, portanto sua T4, depende de
uma série de fatores, incluindo a natureza do solvente, as identidades e

concentracdes dos ions na solucido e o pH.

Figura IT - 18: O espectro de absorbéincia ao UV do INA e E. ooli mativo e desmaturado
pelo calor. Cbserve que a desnaturacdo ndo muda o aspecto geral da curva de

absorbdncia, mas apenas aumenta sua intensidade.

II-2.2 - Caracterizacao das ligacoes de Hidrogénio

Dentre os diversos tipos de ligagdes quimicas existentes na natureza, estamos
agora particulammente interessados nas ligacdes de Hidrogénio, ou pontes de
Hidrogénio, camo se convencionou chamar. Estas ligacdes desempenham um papel
fundarental na estabilizacio da estrutira seandiria dos &cidos mcléioos e tam caxdter

prioritariamente eletrostéatico.




Temperatura (°C)
Figura II — 19: Um exemplo de uma curva de desnatura¢gdio do DNA. A absorbéncia
relativa e a razdo da absorbancia (normalmente medida a 2600A) na temperatura indicada
e a 25°C. A temperatura de desnaturagdo € a temperatura na qual metade do aumento

maximo da absorbancia ¢ alcangada.

Em geral, uma liga¢do de Hidrogénio é formada se um atomo de hidrogénio (H)
conecta dois atomos X e Y, de eletronegatividades mais elevadas, esquematicamente:
X — H-reeeY

O comprimento da liga¢do € efetivamente dado pela distancia entre os atomog X

e Y. o atomo H faz a conexdo entre X e Y (como uma ponte), dai a origem do nome

desta ligagdo.

Como as ligagbes de Hidrogénio, sdo essencialmente eletrostaticas em sua
natureza, sua intensidade (refletida no comprimento da distancia H Y) depende das
cargas parciais, locadas em X, H e Y. Interagdes de pontes de Hidrogénio entre bases no

DNA sio do tipo N— H:--N, N— H---O.
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Elas sdo “moles™ (maleaveis, f{lexiveis), e sutilmente direcionais. Comparadas
com ligagdes covalentes, com comprimento, intensidade e orienta¢do bem definidas: as
ligagdes de Hidrogénio sdo 20 a 30 vezes mais fracas (Tabela II-3). Por esta razio, elas
sd0 mais suscetiveis a tor¢des e/ou estiramentos, e isto resulta em geometrias mais
variaveis para o sistema X — H---Y. a Tabela Il — 4 apresenta as distancias e dngulos

caracteristicos entre os alomos participantes de uma ligagdo de hidrogénio.

Tabela II - 3: Comparacao de alguns valores de energia em ligagdoes Covalentes
ede H

Tipo de ligagago ~ Comprimento Energia Energia p/estirar

covalente em A em kcal/mol de 0,1 A

(kcal/mol)
C-2 1,54 £ 0,02 83,1 3,25
C-H (noetano) 1,09+0,02 98,8 3,60
Ligagao de H 27502 356 0,1
O-H-- 0O

Sob a influéncia de uma ligagdo de Hidrogénio, as cargas sobre os
atomos envolvidos sdo modificadas devido a polarizagdo, sendo que o H torna-se mais
eletropositivo e X, Y tornam-se mais eletronegativos. Este efeito conduz a um aumento
nas afinidades de X e Y, para aceitar mais ligagdes de Hidrogénio. Se Y é o atomo de
Oxigénio, de um grupo Hidroxila, o Hidrogénio agregado a ele também sera afetado
pela polarizagio, tornando-se um melhor doador. Uma vez que esta cooperatividade
mantém - se em geral para sistemas bifuncionais X . onde cada

doador desempenha simultaneamente o papel de aceptor e vice — versa, isto pode
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envolver hidroxilas de nucleosideos, bem como bases considerando que estas mostram

formalmente uma estrutura analoga.

Tabela 11 - 4: Algumas caracteristicas geométricas de ligagoes de Hidrogénio

envolvidas em interagoes base - base.

Distancias ou dngulos

Sistema ini Maxima Média
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I1-2.3 - Interagoes entre atomos nao Ligados

De modo geral. existem interagdes que ocorrem entre todas as moléculas e entre
todas as partes das moléculas. Interagdes intramoleculares ocorrem entre partes da
mesma molécula; interagdes intermoleculares ocorrem entre duas moléculas diferentes.
As forgas podem ser atrativas ou repulsivas dependendo das propriedades dos grupps e
das distancias entre os grupos interagentes"™®.

Todos os atomos e moléculas se repelem a distancias muito curtas. A energia de
dois atomos aumenta muito rapidamente se eles sdo comprimidos dentro de um mesmo
espago. A repulsdo pode ser calculada usando a mecénica quantica; isto provém do fato
de ndo podermos colocar mais do que dois elétrons em um orbital eletronico. A repulsdo
aumenta de forma aproximadamente exponencial em curtas distancias. Por conveniéngia
matematica, tém-se usado modelos simples de repulsiio por superposigdo eletronica. O
modelo mais simples de estrutura molecular para atomos ¢ conhecido como modelo de
esferas rigidas. Dois atomos sdo considerados como tendo energia de interagdo ‘zero’
até que entrem em contato a distincia de esfera rigida: a energia de interagdo entdo vai
subitamente para infinito. Esta € a figurag¢do que serve como uma base para modelos de
preenchimento do espago que sdo projetados para dar um sentido para o tamanho e

forma da molécula.

Uma aproximagiio melhor é a de uma repulsio que depende do inverso da

décima segunda poténcia da distancia; assim o escape ocorre muito rapidamente, mas

ndo tanto quanto no modelo da esfera rigida. A repulsdo entre dois atomos quaisquer €

representada como:

U(r) = Bijf'l'ijm_

AVA
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A distancia entre os atomos i e j é representada por r. A constante B; € positiva e
dependente de ambos os atomos. Sua unidade deve ser energia vezes distancia elevada a
12 ? poténcia.

A figura Il - 20, mostra a energia potencial de repulsdo entre dois dtomos de
Oxigénio em duas moléculas de dgua. A energia de interagdo € essencialmente zero até
a distincia entre os atomos ser igual a 3A; e entdo a energia cresce rapidamente.
Recordando que a forga é o negativo da inclinagdo do grafico, de energia vs distancia,
podemos ver na figura II - 20 que a forga repulsiva, aumenta rapidamente para
distancias menores que 3A. A repulsdo pode ser entre dois atomos em uma molécula
(repulsdo intramolecular) ou entre dois 4tomos em duas moléculas diferentes (repulsio
intermolecular). Esta repulsio universal entre dois atomos ou duas moléculas a
distancias curtas é chamada repulsdo de van der Walls em homenagem ao cientista
holandés que a investigou experimentalmente. O raio de van der Walls é determinado da
distancia entre dois atomos, onde a energia de repulsdo comega a crescer rapidamente.

Para dois atomos de Oxigénio a energia de repulsdo comega a aumentar rapidamente em

cerca de 3A, portanto o raio de van der Walls para o Oxigénio é aproximadamente

1.5A. Uma maneira de detectar ligagdes de hidrogénio entre dois dtomos € testar se a
distancia entre os atomos eletronegativos é menor que a soma de seus raios de van der
Walls. Se dois atomos de oxigénio, ou dois dtomos de nitrogénio, ou, ainda, um atomo
de nitrogénio e um de oxigénio estdo distantes 2.8A, aproximadamente, um do outro

entdo, provavelmente, eles estdo sempre ligados por ponte de Hidrogénio.
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grafico U em kJ/mol
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Figura Il - 20: Energia potencial repulsiva de intera¢do de dois atomos. Equacao

(1) é usada com B; = 412800 kJ-mol-A12, r esta em A.

Por outro lado, todos os dtomos se atraem uns aos outros mesmo se forem
eletricamente neutros. Esta atragdo ¢ causada por flutuagdes da nuvem eletronica. Um
dipolo instantaneo ocorre em um atomo que induz um dipolo opostamente dirigido em
um dtomo vizinho. Esta energia de interagdo devida a flutuagdes dipolo induzido -
dipolo induzido sempre se torna mais negativa quando a distancia entre 0s atomos
diminui; a forga é sempre atrativa. A energia depende do inverso da sexta poténcia da
distancia entre os dois atomos. Esta intera¢do é chamada atracdo de London, devido a
Fritz London que derivou a equacgdo explicando os efeitos, A teoria € puramente
mecédnico-quantica; ndo existe analoga classica. A magnitude da interagio ¢
proporcional & polarizabilidade de cada um dos grupos envolvidos. A polarizabilidade
pode ser pensada como uma medida da mobilidade ou facilidade de movimentagdo dos

elétrons em uma molécula. A energia de atragdo de London entre dois atomos de
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Oxigénio em duas moléculas de agua estd mostrada na figura Il — 21. A expressdo da

energia potencial é dada por

U(r) = - Aij:"rijﬁ

onde a constante A;; depende de ambos os atomos, i € J, r;; € a distdncia entre eles ¢ a

unidade de A € energia vezes distancia a sexta poténcia.

grafico U em kJ/mol

F
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Figura IT - 21: A flutuagdo da atracao dipolo-dipolo induzido de London.

Equacao (2) é usada com Aj; = 1046 kj-mol-1-As, r esta em A.
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Tabela 11 - 5: Parametros A; e B; para a energia de interacao London-van der
Walls entre atomos em moléculas. Estes valores dependerao das ligacdes a volta
de cada atomo. A energia de interagao é calculada das equacdes (1) e (2). A
altima fila fornece a soma dos raios de van der Walls para os atomos.

H-H 0.0 e O..H o C)
Ajj (kJ-mol-1.A) 222 1048 1796 440 613 1348
Bij (kJ-mol-1.A) 21300 413500 1387000 89200 182300 751400

Soma dos raios de 2,40 3,04 3,40 2,72 2,90 3,22

van der Waals (A)

As energias de interagdo atrativa e repulsiva podem ser somadas para
compreender a intera¢fo liquida e a for¢a liquida nas partes interagentes. Esta soma ¢

chamada de interagdo London—van der Waals. Isto esta ilustrado na figura Il — 22 onde a

atragdo r° da figura Il — 21 ¢ adicionada a repulsdo r''?. A curva na figura Il — 22 é

denominada potencial 6-12. Note o minimo na energia em 3A. Se ndo houver nenhuma
outra forga agindo, a distancia de equilibrio entre os dois 4tlomos interagentes é 3A. Se
a distdncia comeca a aumentar uma for¢a de atragfo é sentida, se a distincia comega a
diminuir uma forga de repulsdo é sentida.

O minimo na curva de energia € caracterizado pela soma dos raios de van der
Walls dos atomos. Este € o valor de maxima aproximagdo dos atomos, a ndo ser que
hajam outras forg¢as atuando sobre eles.

A curva da figura I — 22 também € conhecida pelo nome de curva de Lennard-
Jones, mesmo nome dado também a equagdo resultante da soma de (1) com (2). Valores

das constantes A;; e B;; para diferentes pares de atomos sdo mostrados na tabela II - 5.
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grafico U em kd/mol

-0.51

Figura Il - 22: A energia de interagao London-van der Walls (Lennard-Jones) de
dois dtomos de Oxigénio, em duas moléculas de agua. A curva é U = B/r12-

A/t%; 6 um potencial do tipo 6-12. r esta dada em A.




I1-2.4 - Interacoes: Base—Base ao longo da cadeia.

” 3.6
Bases empilham-se umas sobre as outras como contas em um colar )

Associagdes base — base entre as duas caderas, via ligagdes de Hidrogénio, sdo
observadas em solventes ndo aquosos e nos estados: gasoso e cristalino.
Adicionalmente, bases no estado solido sdo encontradas quase que exclusivamente
empilhadas de tal forma que um plano de base esta a distancia de van der Walls, ~ 3.4
A, e paralelo ao proximo plano, num arranjo muito mais ao longo das cadeias que entre
elas. Em meio solvente aquoso o empilhamento de bases acontece da mesma maneira.

Dipolos, sistemas com elétrons—mn, ¢ momentos de dipolo—dipolo induzido,
sdo importantes no empilhamento das bases. Adicionalmente, temos que considerar as
evidéncias apresentadas para considerarmos a contribuicdo devida as forgas de
dispersdo de London e ainda lembrar que efeito hidrofébico também esta envolvido.

Os anéis aromaticos ndo polares ndo possuem momento de dipolo e cristalizam
em uma arruma¢do ao longo do eixo vertical com moléculas adjacentes mais
perpendiculares entre si do que paralelas. Se, porém, um nitrogénio for introduzido em
uma delas, para criar um momento de dipolo, as moléculas orientam-se paralelamente
umas as outras e formam longas pilhas.

Os modelos de empilhamento nas estruturas cristalinas de bases, nucleosideos e
nucleotideos sugerem que forgas entre dipolos permanentes sdo apenas de importancia
menor para a estabilizagdo das pilhas de bases. Antes, parece que as interagdes
dipolo—dipolo induzido desempenham o papel principal, com o dipolo permanente,
predominantemente no C=0 ou nos grupos C—NH>, superposto sobre o sistema
aromatico da base adjacente.

O empilhamento vertical de bases vai muito além do estado dimérico® (Figura
I — 23). Experimentos cuidadosos de sedimentagdo mostraram que 0 processo €
reversivel com um incremento constante de energia livre para cada passo sugerindo que
a adi¢do de uma base a uma outra ou a uma pilha existente € aditiva e ndo cooperativa e
assim segue um comportamento isodésmico (cada passo € independente e mostra 0s
mesmos pardmetros cinéticos e termodinamicos). As bases sdo ligadas umas as outras
em oligo e polinucleotideos, isto provoca interagdes de empilhamento entre bases
adjacentes dando origem a estruturas estaveis, de fita unica ou estruturas helicoidais. A

estabilidade destas hélices é afetada por sua estrutura, com poli (A) sendo
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principalmente helicoidais e poli (U) mostrando predominancia de espiras aleatorias a
temperatura ambiente.
Na maioria dos casos as formagdes seguem um mecanismo com duas

configuragdes, a saber, helicoidal (empilhado) e espiras aleatorias (nio empilhado).

Figura 1l - 23: Empilhamento de bases em meio solvente aquoso vai além do

estado dimérico e segue comportamento isodésmico em amplo sentido; i.e. cada
passo é independente e mostra 0s mesmos pardmetros cinéticos e

termodinamicas®.

II-2.5 - Interacdes HidrofObicas e Dispersao de London

O empilhamento de bases € estabilizado por contribuig¢des entropicas: icebergs e
cavidades na dgua. Se uma base ¢é dissolvida na agua, as moléculas individuais de soluto
tendem a agregar-se e reduzir o numero de contatos soluto — solvente; atingindo em
alguns casos um sistema de duas fases. Este efeito hidrofobico € de particular interesse
em macromoléculas biolégicas porque contribui para a estabilizacdo das estruturas
secundaria e terciaria dos acidos nucléicos.

Embora largamente aceito em amplo sentido, o efeito hidrofébico é ainda
matéria de debates. As agregagdes de moléculas de soluto em agua tém sido explicadas
de duas maneiras: a primeira delas observa que se uma molécula hidrofébica ou ndo
polar € dissolvida em agua, moléculas de d4gua aglomeram-se em volta de sua superficie.
Elas adotam uma estrutura “tipo Iceberg’e perdem entropia. Por outro lado, se as

moléculas de soluto se agregam, sua superficie exposta a dgua é diminuida e moléculas
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estruturadas de agua sdo liberadas, resultando em um ganho total de entropia para a
agua, o que estabiliza o complexo soluto. Outra explicagdo estabelece que para uma
molécula do soluto adentrar a agua ele deve criar uma cavidade contra a tensdo
superficial da dgua. Se duas ou mais moléculas de soluto agregarem, grandes cavidades
sdo formadas e a superficie diminuida, levando a redugdo da tensdo superficial o que
promove este processo.

Forgas dipolares e de dispersdo de London conferem especificidade ao processo
de empilhamento. As for¢as hidrofébicas sozinhas ndo sdo capazes de explicar certos
efeitos, como por exemplo, o fato das purinas empilharem melhor que pirimidinas.
Essas propriedades individuais estdo relacionadas com os sistemas eletrénicos das bases
e sdo devidas principalmente as forgas de dispersdo de London e a interagdes entre
dipolos.

Como reconhecido por London, a principal contribuigdo para a efetividade
continuada das forgas atrativas de van der Walls entre atomos em contato muito
proximo reside em interagdes eletro — cinéticas entre os sistemas. Em qualquer instante,
a distribui¢iio de carga eletronica no interior de grupos atdmicos é assimétrica devido a
flutuagdes das nuvens eletronicas. Portanto, dipolos criados em um grupo de atomos,
polarizam o sistema eletrénico dos atomos ou moléculas vizinhos, induzindo assim
dipolos paralelos os quais atraem um ao outro. Essas forgas sdo aditivas e diminuem
com a sexta poténcia da distancia. Elas sdo independentes da temperatura e aumentam
com o produto das polarizabilidades parceiras. Quando as bases possuem, em adigao,

um momento de dipolo permanente, os dois efeitos eletronicos, dispersdo de London e

dipolos permanentes, se combinam para produzir efeitos apreciaveis, os quais sdo mais

pronunciados nas bases purinas, que nas pirimidinas.
Ligagdes de Hidrogénio em pares de bases dependem apenas da sua composi¢io

enquanto que empilhamento € influenciado por composigdo e seqiiéncia.
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Tabela II - 6: Energias de empilhamento total [kcal/ mol-dimero] para os

dez possiveis dimeros no arranjamento tipo B - DNA obtidas por calculos da

Quimica Quantical®).

Empilhamento Energias de Empilhamento
de Dimeros kcal/mol*dimero

a-Setas designam direcdo das cadeias de agicar - fosfato e
apontam de C3* de uma unidade agicarpara C5'da
préxima, ambos os Carbenos atrelados & mesma ligacdo
fosfodiéster.

A equagdo de London pode ser escrita considerando as relagdes de van der Walls
e Lennard — Jones. A relagdo para a interagdo de dispersdo de energia em dois atomos

ou moléculas, idénticos é dada por,

W(r) = - Cyisp/1° (1-3)

Se considerarmos as moléculas como esferas rigidas e com didmetro o, sendo

que a interagdo entre o par de moléculas ¢ dada por London, a constante C ¢ dada por:
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C = 9ab/(47°N,’) = 1.05 -107ab; onde a (dado em dm®atm-mol?) e b (dado em

dm® mol™) sdo as constantes que aparecem na equagio de estado de van der Waals

(Apéndice A -1, equagdo A-2, pagina 73) e Ny € o numero de Avogadro.

I1-2.5 - Formacdo e Ruptura da Estrutura da Dupla Hélice Mostra

Comportamento Cooperativo

Uma hélice com o passo como motivo repetitivo basico pode ser considerada
como se fosse um reticulo cristalino unidimensional. Uma analogia formal da ordem
helicoidal e cristalina € refletida em propriedades fisicas: Ambas se rompem
subitamente em uma certa temperatura (fusdo ou desnaturagdo) e ambas crescem e se
propagam depois de um nicleo (semente) ter sido formado.

Temperatura de desnaturagdo, Tm, € uma das grandezas que caracterizam uma
dupla hélice. O empilhamento de bases ¢ acompanhado pela redugdo na absorgdo UV
(hipocromicidade) de forma que o espectro ¢ um monitor eficiente na formagdo e
ruptura (desnaturagio) da dupla hélice. Se a temperatura de uma solugo contendo dupla
hélice de DNA (ou RNA) for lentamente elevada, a absor¢do UV aumenta subitamente
em uma certa temperatura porque a ordenada dupla hélice se dissociou, ou desnaturou.
O ponto médio da transicdo € chamado temperatura de desnaturagdo Tm. Esse valor
corresponde a 50% de transi¢do. A figura (II — 24) ilustrag@o processo de desnaturagdo.
No caso da figura apresentada essa propriedade refere-se ao RNA. Resultado
semelhante é obtido para o DNA. Na situag@o destacada na legenda da figura, nota-se na
temperatura (49°C = 322K) uma variagdo abrupta na absorbincia U.V., indicando a
ruptura da molécula nessas condigdes na temperatura T = T,, correspondente ao ponto

no qual nitidamente inicia-se a brusca mudanga estrutural.
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Absorbancia (eixo vertical), Temperatura (°C)(eixo horizontal)

Figura IT - 24: Perfil de desnaturagao de transi¢ao cooperativa hélice « cadeia

aleatoria, em duplas hélices oligo (A) oligo (U) para varios comprimentos de
cadeias, de 8 a « nucleotideos. No caso da nossa figura T esta por volta de
49°C = 322K. As curvas representam as variagoes na absor¢ao do ultravioleta de
290nm na forma de efeitos hipercromicos (eixo vertical) definidos como: 100 -
(Ec - E1)/(Ec - Eo), onde Et = absor¢ao na temperatura T (eixo horizontal), Ec =
absor¢ao com 100% na forma aleatdria e Eo é a absorsao quando o DNA esta
intacto. As concentragoes estao entre 5e 11,3 mM oligonucleotideos, 50mM de

solugao de NaCl na forma tamponada em pH 6.9©),
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Tabela Il - 7: Valores experimentais da temperatura de desnaturagao, Tm, em

graus Celsius, para polimeros sintéticos de DNA com seqiiéncia definida.

|
Polinucleotideos Tw (°C) Experimental®

!Poli(dA-d'l")-poIi(dA-dT) 45,0
Poli(dA-dA-dT) epoli(dA-dT-dT) 49,2
Poli(dA) epoli(dT) 53,0
Poli(dG-dA-dA) epoli(d T-dT-dC) 64,5
| Poli(dG-dT-dA) epoli(dT-dA-dC) 66,8
| Poli(dA-dA-dC) epoli(dG-dT-dT) 70,2
| Poli(dG-dA) epoli(dT-dC) 713
 Poli(dG-dA-dT) epoli(dA-dT-dC) 72,0
| Poli(dG-dG-dA) epoli(d T-d€-dC) 76,3,
Poli(dG-dT) epoli(dA-dC) 77.4
Poli(dG) epoli(dC) 87.8
Poli(dG-dC) epoli(dG-dC) _ 992

@ A temperatura de fusao (desnaturagao) Tm a vérias intensidades idnicas foram

interpoladas para 19,4 mM Na*®9),

Na Tabela I — 7 estdo apresentados os resultados experimentais para a

temperatura de desnaturagdo para varias seqiiéncias da dupla fita em condigdes

; ; X (5.6
experimentais padrio®®.
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IITI - MODELO VIBRACIONAL

I11. 1 - Descricdao do Modelo

O processo geral da dinidmica interna do DNA ¢ bastante complexo.
Entretanto, é possivel escolher modelos simplificados que permitam analisar

propriedades especificas. Nestes casos, a geometria do modelo ¢ fundamental.

O modelo de Barkley e Zimm®: é o mais simples deles, a molécula de DNA ¢

um bastdo (ou fita) longo, homogéneo e elastico (figura - la), cuja forma
corresponde 4 imagem que pode ser vistas em microfotografias eletronicas. Este
modelo sugere apenas dois movimentos dominantes, rotagdo e torgdo do cilindro
em torno do seu eixo. Assim, muitos movimentos e estruturas internas do DNA,
ndo sdo considerados.

Para melhorar a descrigio da dindmica do DNA, foi proposto outro
modelo, consistindo de dois bastdes eldsticos, longos e fracamente interagentes,
que estdo enrolados um no outro para produzir a dupla — hélice (figura - 1b)®.
Cada fita, simula uma, das duas cadeias de polinucleotideos da molécula de
DNA. O modelo proposto assume uma posi¢do intermediaria entre o modelo de
Barkley e Zimm e o modelo mais préximo do exato (figura Ic), usado em

simulagdes computacionais.




Passando para modelos discretos, a situagdo mais simples é considerar
uma cadeia formada por discos (ou contas) conectados umas as outras por molas
longitudinais (figura - 2a). Uma complexidade adicional pode ser obtida
adotando um modelo planar e discreto constituido de duas cadeias de discos (ou
contas) conectadas umas as outras por meio de molas longitudinais e
transversais (figura - 2b), sendo o coeficiente de rigidez das molas

longitudinais maior que o das transversais. O modelo da figura - 2b foi

inspirado em Peyrard-Bishop'®’
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(3)

Para cada par de bases, no modelo adotado inclui dois graus de

liberdade (u, e v,) que correspondem aos deslocamentos das bases de suas
posigdes de equilibrio ao longo da diregdo das ligagdes de hidrogénio que
conectam as duas bases em um par, os movimentos longitudinais da cadeia sdo
desconsiderados nesta abordagem. Segundo investigagdes anteriores sobre o
DNA (ver, por exemplo, ref. [7]), uma boa fungdo para simular as ligagdes de

hidrogénio é o potencial de Morse, que sera adotado por nés.

Potencial de Morse
0147
0.121

0.1

015 01 b5 O 0B 01 015
¥
Figura 3.- Curva é representativa do Potencial de Morse em eV e y em A. Os
parametros a e D (ver equagdo IIl - 4), estdo relacionados com a abertura da

curva e a profundidade do pogo de potencial

Em relagdo as interagdes de empilhamento, é considerado um acoplamento

harménico, de forma que o Hamiltoniano para o modelo é:

Z Yo m(#2 + V) 4% k[ (n = up1)? + (Vo = Va1)?] + V (up - Va) (111-1)
N

onde V(u, - v,) € o potencial de Morse, m representa a massa dos nucleotidios
e k ¢ a constante de mola que liga os nucleotideos ao longo da cadeia. Por
simplicidade, sdo negligenciadas as inomogeneidades devidas as seqiiéncias de
bases e as assimetrias das duas fitas. Usamos também uma mesma massa m para
as bases e adotamos igual procedimento com a constante de acoplamento ao
longo de cada fita. O potencial de Morse é um potencial médio, representando as
duas ou trés ligagdes que conectam as duas bases em um par, cujos parametros
obtidos podem ser estimados a partir de resultados experimentais. Outros

(10,11)

potencias tém sido sugeridos, dentro deste modelo, para simular as

ligagdes de Hidrogénio. Entretanto, o potencial de Morse tem sido o mais usado

para este fim7'"1%)
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Podemos obter resultados fisico-matematicos mais concisos e adequados,

se descrevermos os movimentos das duas fitas em termos das varidveis:
Xy = (Up+vy)/ V2 (111-2)
Ya= (Un-va)/ V2 (111-3)

que representam, respectivamente, os movimentos transversais das bases em fase
e fora de fase, em relagdo ao eixo da dupla fita.
O Hamiltoniano (III-1), apds a insergcdo de (I1I-2) e (III-3), pode ser reescrito

como:

H = H(x) + H(y) = Z:p.ﬁf(zm + % k (X = Xn1)’} + Z{qﬁf{zm) + % k (ya -
N N

Va1)? + Dlexp(-a+/2y,)-11} (111-4)

onde p,=m x,, q, = my,, D e a sdo pardmetros do potencial de Morse (Figura 3)

que serdo fixados mais adiante.

Para uma cadeia contendo N pares de bases, a fung¢do parti¢gdo cldssica,
dada em termos do Hamiltoniano (I11-4), pode ser fatorada como:
Z2=2y-2yZp 2, (I11-5)
Em termos da coordenada de momento p a fungdo partigdo é escrita como

uma integral gaussiana e pode ser calculada analiticamente. Assim, temos

L

Z=T] | dpa-expl-p-pa’/(2m)] = (2mmky-T)*" (111-6)

n=1 0
Como usual, B=1/(kgT) onde kg é a constante de Boltzmann (8,6 10° eV/IK) e T
corresponde a temperatura em kelvin.
Por analogia, podemos afirmar que Z, = Z,, ou seja:

=[] | dawexpl-p-aa/(2m)] = (2nmks-T)"" Q-0

n=

Agora vamos calcular a fungdo partigdo com respeito a coordenada x, Z,

N

Z=T] | dxo expl-a (%0 - x0.0)') (11-8)

n=]
Observa-se que esta expressdo corresponde a uma seqiiéncia de integrais
gaussianas o que permite obter a solu¢do analitica:

Zi = (2IpK)™" (111-9)
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Finalmente, para calcular a func¢do particio Z, devemos lembrar que ela
tem a seguinte forma:

[ dyaexpl-Bf(ynn-1)] (111-10)

onde temos do Hamiltoniano (I111-4):
£(Ya,¥n-1) = [(1/2)k (Yo = ¥a1)® + V(¥a)] (III-11)

e, portanto:

o

Z,-=f dyidys...dya...dyy exp{-B Y. [(1/2)k(yn = ya.0)*+V(ya)]} (111-12)
o N
Voltando a relagdo (I11-10), podemos escrever:
_r dy,dy;----dyn exp[-Bf(y2-yi)-----Bf(yn-yn-1) | (111-13)

Inserindo uma fungfo delta, esta equagdo pode ser reescrita:

Z,= J dydy; ...dy,...dyn 8(y-vi) - {[exp-B- f(y2 - y1)]...[exp-B- f(yn - yn-1)

[exp-B-f(yn - )1} (ITI-14)

Por outro lado, a fungdo delta pode ser formalmente expandida: d(y1 -

y)=E qn'(jz) yi(y1), o que permite obter a fungdo partigdo na seguinte forma
i

Z,= ), j dydy,...dyn w1 (p){lexp-B- f(y2 = yi)l...[exp-B- f(yx - yn-1)]
1 it}
[exp-B-f(yn - ¥)]}¥i(y1) (HI-15)

Agora vamos introduzir o operador de integral de transferéncia

como sendo:
j dyn-1 [exp-B-f(¥a.Ya-1)] Wi(¥a-1) = [exp-Be1] Wi(yn) (111-16)

E importante observar que o operador integral de transferéncia s6 fornece solugdes analiticas
exatas se por meio dele chegarmos a uma equacio tipo Schrodinger e a fun¢do de onda que nele
aparece satisfizer esta equagéo.

Assim, podemos escrever:
[ dyi[exp--(vayn) I¥i(y1) = [exp-Ber]¥i(y2) (111-17)

e assim por diante, para cada par de coordenadas consecutivas.
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Este operador pode ser aplicado N vezes, introduzindo autovalores € a cada

passo. Este processo conduz a

™

Z, =Y [exp-Ber]™ = exp — BNeo] {I+exp[-BN(e1-e)]exp[-BN(ex-€1)]...}  (1II-18)

=0

Como N ¢ um valor muito grande o resultado é dominado pelo autovalor do
estado fundamental €,. Assim, os termos exponenciais dentro de chaves (Eq. 111-18)

podem ser desprezados restando apenas a unidade, dai obtemos:
Z, = exp|-Npeo] (11-19)

Por outro lado, conhecendo o valor de f(va,¥n-1), dado pela equagdo (11I-11), o

operador integral de transferéncia ¢ escrito como:

f dyn1 exp{-B[1/2 k(ya - Ya-)**V)1} Wi (yn-1)= exp(-Ber) ¥ (vn) (IT1-20)

Expandindo a fun¢io Wi(va-1) em série de Taylor em torno de y,, obtemos:

W(Yor) = o) + [ty (ABYdy)y-yn + [Gory) /2NA¥ A )y + . (121

Assim, a integral na varidvel y,.1, expressdo (I1I-20), pode ser escrita:
exp[-BV(Y] [ dyat expl-(BK /2) (n - Ya1)?] {¥i(3n) + [Vt - o) ¥ +

(a1 = yu) 72! Wi} = exp (-Ber) ‘P (¥n) (111-22)
onde o termo do potencial foi colocado em evidéncia uma vez que nele ha apenas
dependéncia da variavel y,

Considerando a expansdio até a segunda ordem, a integral acima pode ser

dividida em trés partes exatamente integraveis:

I dyn1 exp[-(BK/2)( ¥ - ¥a-)’] Wi (y) = 27 /() Wi () (111-23)

f dyn-1 exp[-( BK/2) (¥a— Yn-1)2] (a1 = ¥n ) Wi (va) = 0 (IN-24)
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w0

[ dvmr expl-BR2 v O3 2 Wi = (12) [T PR 1 (n25)

Nos célculos foi usado a substitui¢do de varidveis: w = y, — Va1, 0 que evidencia o
aparecimento de integrais gaussianas. Foi lembrado também que a integral entre
extremos simétricos de uma fung¢do com integrando impar € igual a zero.

Voltando a equagdo (111-22) e usando as integrais acima, obtemos:
exp[-BV(yn)] /27 /(Bk) -[1+1/(2Bk)d*/dya")} Wi(ya) = exp(-Ber) ‘Pi(Ya) (111-26)

Formalmente podemos entender a expressdo entre colchetes, como a expansdo de

uma exponencial:

exp {(2Bk)d¥dy, 2} =1+V/(2Bk)(d%/dy?)+... (I11-27)

Desta forma, o operador integral de transferéncia pode ser reescrito da seguinte

maneira;

J dyn-1[exp-Biyn,yn-1)¥i(yn-1)=exp{ U(Zﬁk)dzfd}f’nz-(ﬁv(\’n)ﬂ“ 1/2in(20/8K) } ¥i(y»)

(111-28)
Juntando esta nova forma com a defini¢do do operador integral de transferéncia, na
relagdo (I11-26), obtemos:

2 2
exp{1/(2pk) d /dyn - BV(vn) + 1/21n(21/Pk)} Wi(va) = exp|-Bei] Pi(vn) (111-29)
ou, finalmente
2 .

(V2R%K) d /dya+V(ya)} W(ya) = {ertl(2 B)In(2/(BK)} W(va) (iH-30)
Esta equagdo ¢ formalmente idéntica a equacgdo de Schrédinger, ela permite estudar a

fungdo parti¢do Z, e obter informagdes sobre o problema.

II1.2 - Estiramento médio dos pares de bases

Considerando a equagdo (IlI-4), temos que o Hamiltoniano para o modelo é
entdo dado por
-5 2 . 2 2 2
H=Y" {[(1/2)mx o +k/2(Xa-Xn1) }H[(I/2)M Y o +(K/2)(YaYa1) +D [exp(-ayn)-1] }
N

(II-31)
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Observa-se que a parte do Hamiltoniano que depende da varidvel x, esta
desacoplada da parte em y, e corresponde meramente a uma cadeia harménica, sem
potencial substrato. Ela é bem comportada e ndo contribue para a abertura dos pares de
base, assim podemos ignorar este termo na analise estatistica deste modelo. Portanto,
iremos nos concentrar apenas a parte do Hamiltoniano que depende de vy,

Hy= Y {[(1/2m) y,,2+(kr’2) (y,.-yn.l)z] + Dlexp(-ay,,}-llz} (111-32)
=

Uma vez que estamos interessados na transi¢do térmica de desnaturagdo da
molécula, a abordagem, natural € investigar a mecdnica estatistica do modelo. Devido
ao carater unidimensional do modelo e como as interagdes sdo restritas a interagdes
entre os vizinhos mais proximos, isto pode ser tratado analiticamente, incluindo néo
linearidades, pelo método do operador integral de transferéncia. Para uma cadeia
contendo N unidades com condigdes de contorno periddicas, a fungdo parti¢do classica,
dada em termos do Hamiltoniano (I1I-32), fornece os seguintes resultados:

N
Z=[ T1 dynexpl-Bilynyn1)] (11-33)
S n=1
Onde f(ya.ya1) denota a energia potencial em y, do Hamiltoniano (IlI-32). A integral
acima pode ser calculada exatamente, no limite termodindmico de um nimero muito
grande de particulas, (N —> = ) usando as autofun¢des e auto valores do operador
integral de transferéncia como indicado anteriormente.
Uma quantidade usada para caracterizar a desnaturagdo da molécula é o

estiramento médio <y> das liga¢des de hidrogénio que € dada por:

<y>=(UZy) [ [T vaexpl-Bfiynyn1)] dya (111-34)

Como o modelo é considerado homogeéneo, o resultado ndo depende do sitio particular
considerado. Esta integral pode ser determinada com o auxilio do método da integral de

transferéncia e formece:

N N
<y>=[Y <o) lylom>e™u Y <omdir)> ™) (I11-35)
n=1

n=1

onde ®(y) seriam as solugdes para a equagdo tipo-Schrodinger (11I-30) com a fung¢do
V(ya) dado pelo potencial de Morse. No limite para N grande, o resultado é dominado

pelo autovalor inferior €,, associado com a autofungdo normalizada ®,(y). Portanto,
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E=<@, |y | ©,>= j’ O, (v)ydy (11-36)

Neste caso, o problema de autovalor na integral de transferéncia é reduzido a

seguinte equacdo tipo Schrodinger:

1B d2Dvdy?] + Die -2¢") @y (¥) = (6150 -D) I(¥) (I11-37)
com sy = (1/2 B)In(Pk/2n).

A equagdo (I1I-37) é formalmente idéntica a equagdo de Schrodinger para uma
particula em um potencial de Morse, de maneira que ela pode ser resolvida

5
exatamente'" fornecendo:

Do(y) = (v/2.2)"2d)*"?)/|T(2d-1)]"*exp]-d-exp(— V2 ay)]-exp|-(d-I/2)- /2 ay] (11I-38)
onde d = (f/akD)"®> %  Quando d<1/2 a solugio fornece
um espectro discreto. o qual corresponde a autofungdes localizadas. Para d = %2 podemos
estabelecer uma temperatura critica T, = |2 (sz)"zfak,;]. Se d > % ow, em outras
palavras, a temperatura é maior que Ty, a equagdo de Schrodinger tem apenas estados
deslocalizados. Portanto, nés podemos considerar T, como a temperatura de
desnaturagio.

A expressdo do autovalor do estado fundamental para a equagio (I11I-37) é
(14,15)

também conhecida

€ = (12P)In(Bk/2 7 ) + (@/B)|D/2k]"? - (a° /ﬁzk) (111-39)

e vale:

Procurando dar realismo as propriedades do sistema em estudo, as constantes que

1722 Assim, foi

aparecem no modelo foram fixadas usando resultados experimentais
considerado que a massa de cada particula vale m = 300 a.m.u.; o Tator de escala
espacial do potencial de Morse é dado por a = 4,45 A™ ; a energia de dissociagdo € D =
0,04 eV: e a constante elastica das molas que simulam as intera¢oes de empilhamento
em cada cadeia foi fixada como sendo k =0.,06eV/AZ"*'_Com estes valores obtivemos
a temperatura de desnaturagdo T,, ¥ 361K (Ver apéndice C).

Podemos também trabalhar com o estiramento médio das bases, ou seja. com
<y>. Esta granderza é calculada pela expressdo (Il1I-36) usando a fung¢do de onda
apropriada para o potencial de Morse dada em (I1I-38). A integracdo pode ser feita
numericamente permitindo a andlise do resultado de <v> em fun¢do da temperatura, T.
A integragdo € feita usando o programa Maple, os detalhes podem ser vistos no

Apéndice B, e o resultado ¢ mostrado na figura IlI-3. Esta figura mostra o

comportamento do estiramento médio, dado em angstron, em fung¢do da temperatura,
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dada em kelvin. O intervalo de temperatura adotado foi de 100K até 365K. Nota-se que

a curva ascende lenta e gradualmente até por volta de 300K, sendo que em torno de
360K ocorre uma acentuada divergéncia caracterizando a desnaturagdo térmica. Esta

temperatura reforca o valor obtido pela andlise direta da funcdo de onda feito

anteriormente.




II1.3 - Capacidade calorifica

No caso em que T < T,. nos determinamos a fung¢do particdo e podemos

calcular a energia livre do modelo juntando as diferentes contribuigdes em Z, ou seja,
2y Zy, Zye Z, . Assim, obtemos

3 =-kgT In(Z) = -(NkgT/2)In(2amkpT)+Ne, (111-40)
com €, dado por (I11-39).

Por outro lado, conhecendo a energia livre podemos determinar a capacidade

calorifica pela definig¢do:
Cv =-T 3/0T? = (3/2) Nkp + (a%kp>N/4k) T (11-41)

Para valores de T>Tp., devemos manipular o sistema de forma diferente, pois
havera desnaturagdo e conseqiiente rompimento das ligagdes de Hidrogénio, o potencial
de Morse ndo mais atua e obtemos um Hamiltoniano mais simples para o sistema.

Considerando que ndo mais existem interagdes tipo potencial de Morse entre as
fitas adjacentes, teremos uma configuragdo de fitas 'disjuntas'. O Hamiltoniano para este

sistema pode ser expresso como''®"

N
H= Y [P.(2m) + Q/(2m) + K/2(un -t .t ¥ + K/2(Va - Vat)’] (11-42)

que corresponde ao Hamiltoniano (III-1) com potencial entre as cadeias nulo, V(u, —v,)

= (. Os dois primeiros termos representam a energia cinética do sistema, onde

P,=mu e Q,=mv,
O Hamiltoniano (I11-42) tem as variaveis desacopladas. nestas circunstancias a

func¢do parti¢do correspondente € dada por




x

z-2zpzazuzy =[] t| dPoespl-pPIC) | dQuexpl-HO(2m)

n=1 an

j- dun exp|-Bk/2(Un-Un-1)°] I dva expl-Bk/2(Va-va1)’1} (111-43)

Todas as integrais envolvidas na fungdo particdo acima sdo do tipo gaussiana e

podem se resolvidas analiticamente levando a:
Z,=Z,= (2nmkpT)V? (111-44)
Z.=Z,= Ca/p)y™* (1L1-45)
Assim, a fungiio parti¢édo total é escrita como:
Z = 2mmkpT)N2a/Bk)N => Z = (m/k)¥ ks T (111-46)

Considerando a defini¢do de energia livre em termos da fung¢do parti¢do Z (IlI-

40), temos:
3= -kgT - In(Z) = -NkpTIn(m/k) -2NkpTIn(2akpT} (HI-47)

Agora considerando a defini¢do de capacidade calorifica em termos da energia livre
(I11-41), temos:

C.=-T&*3I/0T* = 2kpN (111-48)
ou finalmente se quisermos expressar de forma mais conveniente, temos

Cv/kpgN =2 (111-49)
Este resultado mostra que a capacidade calorifica (C,) permanece constante apds a

temperatura de desnaturagio.

A figura 5 mostra um grafico de C,/kgN contra a temperatura. A capacidade
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calorifica aumenta linearmente com a temperatura, como dado pela relacdo (I1I-41), até
a temperatura de desnaturagdo (T = T, = 361 K):. apos este valor Cy permanece

constante.

Figura - 5: Calor especifico (Cv/ksN) como fungao da temperatura absoluta (T).

Este grafico foi obtido usando as condigoes para T<Tp e T>Tp.
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IV - MODELO ROTACIONAL PARA A MOLECULA DE DNA

IV.1 - Descricao do modelo

Vamos considerar um modelo rotacional para a molécula de DNA. Para isto, podemos
supor que o analogo planar, discreto de nosso modelo ird consistir de duas cadeias de discos conectados
uns aos outros por meio de molas longitudinais nas mesmas cadeias e pontes de Hidrogénio transversais
entre discos vizinhos em cadeias diferentes”. O Hamiltoniano do sistema ¢ dado por
H=Y {(1¢* w2+ 1952 (12K @rn - Praa) + (@2 - 200) ] + V(Qra - @20)} (IV-1)

N
onde V(pin - @2,) € 0 potencial para as interagdes de pontes de hidrogénio. Estamos
considerando que todos os nucleotideos tém o mesmo momento de inércia I e as interagdes de
empilhamento sdo todas do tipo harménico simples com constantes de acoplamento, Kk,

iguais. Na equagdo (IV-1) @1, € @2, representam os angulos de rotagdo dos enésimos discos

de suas posigdes de equilibrio, ver figura IV-1.

<z

R

Figura IV-1: Seccdo reta do modelo constituido por duas pilhas (cadeias) de discos.

A equagdo (IV-1) pode ser reescrita em termos das variaveis:
Xo - (@1t P20 )/ V2
Vn (Q” In~ @P2n )"'r \/5

ou seja:
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HE/RDIFA/2K( X %03+ Y H@/2D] + (/2K ya —¥ar)® + V(2 ¥}

(Iv-4)

Neste caso, os momentos p, e g, estdo associados a momentos angulares, assim como as
Variaveis Xa € Vn.
A fungdo parti¢do para N pares de bases, é:

N
2=2,22.2;=[] | dpwdgrdxody,e®™ (IV-5)

n=1

Os procedimentos para o calculo de Z sdao analogos aos adotados no capitulo anterior
para o movimento vibracional. As integrais em p,_q e x sdo do tipo gaussianas e avaliadas
diretamente
Z,=Z~2nlkpT)"* e
Z=(4n/Bk)N2.

Para determinar a integragdo em y usamos novamente o operador integral de
transferéncia. e a equacgiio tipo Schrodinger a ser estudada é andloga a equagdo (I11-30),
ressalvando a defini¢do das varidveis que agora representam grandezas angulares. Essa
equacdo é:
1B /Ay, V(Y2 ya)} wilyn)={ert (1/2B)In(2 7 /BK)} wasa) (AV-6)
onde

so = (1/2B)In(2 7 /BKk). (IV-7)

IV.2 - Potencial para pontes de Hidrogénio na molécula de DNA

Existem varios tipos de potenciais sendo usados para simular as pontes de hidrogénio
Sig i 9.17 = i
em termos de variaveis angulares”'”. A fun¢do potencial que propomos neste trabalho para

as pontes de hidrogénio é:

V(V2ya) = @kBY2) [1 - cos2(v2 ya)] + af 1-cos (2 ya)] (IV-8)
onde a ¢ Kk sdo constantes a serem determinadas. Este potencial € do tipo dupla sine-Gordon e
tem sido usado em varios contextos ligados ao estudo de sistemas moleculares

como, por exemplo, transporte de protons em cadeias unidas por pontes de hidrogénio™®.
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Figura IV-2: Um ciclo do potencial dupla sine-Gordon, mostrando um pogo de
potencial profundo ladeado par dois mais rasos
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Figura IV-3: Periodicidade da fungdo potencial dupla sine-Gordon.

Usando esse potencial na equagdo tipo Schrodinger € possivel determinar a “fungdo de onda™

e o autovalor do estado fundamental. Eles valem, respectivamente,

wo = Aexp|akB’cos(V2 v)]

€

2n

g€y =a+sg=a+ l[%} (Iv-10)

2B

onde A ¢ a constante de normalizagdo. A relagdo entre os parametros do potencial sugerido é

importante para determinar a solugdo analitica indicada acima. Métodos algébricos podem ser

empregados para obtengdo desta solugdo, contudo esse resultado pode ser facilmente
verificado por substituigdo direta na equagéo diferencial (IV-6).

O potencial usado, assim como as autofungdes obtidas, é periddico. Para a analise a

ser realizada sera considerado apenas o primeiro periodo. Nos observamos que as autofungdes
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possuem periodicidade idéntica a cos(V2 v). assim as variaveis variam entre extremos Vo =%
n/N2. O mesmo se verifica para o potencial.

Usando o operador integral de transferéncia, sabemos que a diferenga média entre os

angulos @) e ¢, (A8 = @ - @) esta relacionada com <y> (=<@; - @2>/V2 = AB/N2 que vale:

(v)= T ywidy (AV-11)

Yo

O valor médio de y que € 2 do valor maximo — temperatura de desnaturagdo.

Esta relacao é anédloga a obtida no caso vibracional (111-36).
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Para fixar os parametros identificamos o ultimo termo da fungdo potencial com o
potencial de sine-Gordon. A combinagdo da informagdo obtida da dinimica do modelo sine-
Gordon com dados de espalhamento de néutrons, levou os autores da ref [19] a proporem
valores para os parimetros k e a. Trabalhos teéricos encontrados na literatura®>" tem usado
estes valores para analisar a dinimica do sistema. Nesta linha de agdo fixamos a = 5,3x10" eV
ek=2eV.
<y> em radianos no eixo vertical e Temperatura T (K) no horizontal

<y> em radianos no eixo vertical e Temperatura T (K) no horizontal

vm

600 800 1000

Temperatura T (K)

Figura IV-4: Variagdo da diferengca média <y> = (¢s- q)g)lﬁ entre os angulos

(radianos) da cadeia como fun¢ado da temperatura (K).

A figura IV — 4 mostra a variagio da diferenca angular média, A8 = ¥2 y, como
fungdo da temperatura. A curva é obtida numericamente a partir da expressio (IV-11) com a
autofun¢do indicada de (IV-9). A constante de normalizagio ¢ obtida por integragdo
numérica.

A curva apresentada na figura mostra um crescimento rapido no inicio, estabilizando
a altas temperaturas. O valor assintotico (T — ) fornece uma variagdo angular A8 = 1.8 rad
=103 °. O valor mediano para A6 € 0,904 rad ou cercade 52 °, 0 que ocorre a T = 386 K. Esta
temperatura ¢ proxima ao valor encontrado experimentalmente para poli CG, 372 K. Estes

resultados parecem indicar a existéncia de desnaturagio térmica induzida por movimentos
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rotacionais dos pares de base. Entretanto uma analise da capacidade calorifica em fungdo da

temperatura para o modelo mostra a inexisténcia de uma transigio.

IV.3 — Capacidade Calorifica

A capacidade calorifica pode ser determinada da energia livre, que por sua vez pode

ser obtida da fung¢io parti¢do. No modelo adotado temos:

A :(%J' (;—E]'  exp(-Npe,) (IV-12)

onde foram usadas as relagdes expressdes analiticas obtidas para Z,. Z, e Z,. Usando o valor

de € por (IV-10) obtemos a expressdo final para a fungdo parti¢éo.

(2a\"(4n\""* _d o
Z—[——B——J (ﬁf) exp(NB{a+2—ﬁln(B—kJ:U (IV-13)

E. usando a defini¢do de energia livre, obltemos

S=—k,TInZ =k, Ti- gl +N1n(2ﬂk,;?‘)+ﬁln(m7’ﬂ} (IV-14)
k,T 2 B 5 k

B

Usando a defini¢do de calor especifico (C, =T 8*3/T* ), podemos escrever:

Cy/Nkg =2 (IV-15)
Este resultado confirma a ndo existéncia de transi¢do (desnaturagao) para o

modelo adotado. Entretanto, as caracteristicas da figura IV — 2, principalmente o

crescimento pronunciado, permitem inferir que o movimento rotacional deve atuar

como colaborador na desnaturagdo em conjungcdo com o movimento vibracional.




V - Conclusao

Consideramos os capitulos 11 — 1 e Il — 2 como introdutoérios e parte necessaria a
compreensdo dos capitulos seguintes. A despeito disto, € importante ressaltar as
assimetrias da molécula de DNA, devidas em grande parte ao carater ndo plano da
pentose assim como dos pares de bases. Destacamos também como de importincia
fundamental as forgas devidas as ligagcdes de Hidrogénio, que garantem a estabilidade
da molécula bem como as forcas hidrofobicas e de dispersao de London.

No tratamento do modelo vibracional dividimos o processo em duas regides de
temperatura, T < T, € T > Ty, Esta € uma abordagem clara e simples para descrever a
desnaturagdo térmica do DNA em termos da capacidade calorifica, fornecendo um
comportamento satisfatorio para o fendomeno. Dois importantes resultados obtidos sdo a

temperatura de desnaturagdo e a variagdo do calor especifico como fun¢io da

temperatura. O intervalo experimental da temperatura de desnaturagio® ¢ de 318 K.

para poli(dA-dT) - poli(dA-dT), até 372 K. poli(dG-dC) - poli(dG-dC). Assim, o
resultado T = 361 K € aceitavel (Ver apéndice C).

Ainda referente ao modelo vibracional, uma analise complementar consiste em
explorar a sua dinamica. Estes aspectos ndo foram discutidos neste trabalho mas podem
ser encontrados, por exemplo, nas ref. [12] e [22], usando modelos bastante similares
aos adotados aqui.

O modelo rotacional sugerido também permite a obten¢do de resultados
analiticos usando o operador integral de transferéncia. A abordagem considera o DNA
como composto por duas cadeias paralelas com movimento rotacional dos nucleotideos
tendo lugar em um plano perpendicular com respeito as cadeias. O potencial entre 0s

pares de bases € escolhido como sendo uma fungdo dupla sine-Gordon. Os parametros
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sdo estimados de resultados do modelo dindmico sine-Gordon combinados com medidas
experimentais.

Nos observamos que para temperaturas proximas a de desnaturagdo (~386K), a
diferenga angular média obtida, proxima a 52°, estd na regido onde as ligagdes de
hidrogénio sdo fracas. Contudo, a partir de um ponto de vista tedrico nés ndo podemos
considerar a desnaturagdio do DNA induzida apenas por movimentos angulares. A
analise sobre o calor especifico sugere que outra espécie de movimento deve estar
incluida, no sentido de explicar o processo de desnaturagdo da macromolécula de DNA,
por exemplo, estiramento dos pares de bases. Por outro lado, os resuitados mostram
haver importantes aspectos ligados aos movimentos rotacionais com relagdo a
temperatura de desnaturagdo e seus efeitos na compreensdo deste processo. Assim,
podemos considerar muito interessante um acoplamento dos movimentos rotacional e de
estiramento em um modelo unificado.

Os resultados obtidos para o modelo rotacional sdo robustos no sentido em que a
mudanga dos parametros no intervalo proposto na ref. [19] nao altera as conclusdes.

Alteragdes que modifiquem o valor do produto (a.k) produzem como conseqiiéncia uma

translagdo na curva apresentada na figura IV — 3. Assim, o valor para a temperatura

também varia, mas a forma da curva, o valor angular maximo (104°) e o valor médio
para a diferenca angular (52°) ndo se modificam.

Como destaque. os resultados pioneiros obtidos indicam que o movimenio
angular pode ser importante para diversas propriedades do DNA, como por exemplo,
desnaturagéo local e processos de pré-desnaturagdo. Isto pode ser percebido devido a
forma da curva mostrada na figura IV — 3 e o rapido aumento no valor da diferenga

angular no intervalo de temperatura situado entre 300 e 400 K.
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Destacamos também que a aproximacido da curva do modelo rotacional da
temperatura de desnaturagdo possibilita uma série de novas analises. Podemos
considerar que este modelo pode apresentar ‘bolhas’; e aspectos para estudos sdo, como
calcular bolhas a partir da mecanica estatistica e como explicar a questdo bolha” com
aspectos bioquimicos e sua importancia fenomenologica.

O modelo rotacional possivelmente, trabalha em colaboragio com o modelo

vibracional de forma que um estudo vibro-rotacional é bastante promissor como

complementagdo deste trabalho.
A utilizagdo do operador integral de transferéncia ¢ uma ferramenta potente na

elaboragio desses trabalhos.
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Apéndice A

A - 1 Relagio de van der Waals e parimetros'>*

A distancias interatdmicas muito pequenas, as nuvens de elétrons se superpdem
dando origem a for¢as repulsivas fortes que determinam quanto dois atomos ou
moléculas podem se aproximar um do outro. Estas forgas repulsivas sdo algumas vezes
referidas como—repulsdo de troca, repulsdo de nucleo rigido. repulsdo estérica
ou—para ions— repulsdo de Born, e sdo caracterizadas por terem alcance muito
pequeno e crescimento muito agugado quando duas moléculas se aproximam.
Estritamente, elas pertencem ao dominio da mecanica quéntica e infelizmente ndo existe
uma equagdo geral para descrever suas dependéncias com a distncia. Um namero de
fungdes potencial, empiricas tem sido introduzido ao longo dos anos, todas as quais
parecem satisfatérias até onde elas apresentem uma repulsio crescente para
aproximacgdes pequenas.

Se atomos sdo considerados como esferas rigidas, i.e.. incompressiveis, a for¢a
repulsiva subitamente torna-se infinita a uma dada separacdo interatdmica. Este modelo
simples reflete a observagdo que quando atomos diferentes empacotam-se em liquidos e
sOlidos eles normalmente comportam-se como esferas rigidas ou ‘bolas de bilhar’, de
raios fixos, caracteristicos de cada atomo. Definido desta forma o raio de um atomo
(isolado ou covalentemente ligado) ou molécula esférica é chamado raio de esfera rigida
ou raio de empacotamento de van der Walls. Resultados obtidos de estudos em sélidos,
especialmente cristais com difragdo de raios x ou néutrons e dados de solubilidade de
gas, viscosidade e autodifusdo em liquidos, normalmente fornecem valores que diferem
poucos pontos percentuais. Os raios de empacotamento de van der Walls, da maioria

dos atomos e moléculas pequenas jazem entre 1 e 2 A.
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Conceitos similares aplicam-se a ions em cristais i6nicos, onde o raio de
empacotamento caracteristico é referido como raio reduzido do ion. O raio reduzido do
ion € bastante diferente do raio do ion hidratado de um ion na agua. Note que anions sdo
geralmente maiores que cations; isto porque eles ganharam elétrons antes de perdé-los o
que promove uma repulsio adicional que promove inflagdo do ion.

Também € reconhecido que a distancia entre os centros atdomicos de dots &lomos
unidos por uma ligagdo covalente pode ser expressa como a soma de seus raios de
ligacdo covalente . Raios de ligagdo covalente tinica sao normalmente 0.8 A mais curtos
que os raios ndo ligados (van der Walls)

Considerando tanto os raios covalentes como os de van der Walls de atomos
individuais em uma molécula e os angulos de ligagdo entre eles, nés podemos
estabelecer os raios de van der Walls efetivos de uma molécula. Este conceito €
estritamente valido para moléculas pequenas e aproximadamente esféricas, tal como
CHs4. Bondi (1968) descreve procedimentos para calcular os raios efetivos de van der
Walls de moléculas e grupos de moléculas. Para moléculas muito assimétricas, que nédo
podem ser consideradas mesmo como ‘quase-esferas’. devemos considerar suas

dimensdes de van der Walls ao longo de diferentes eixos moleculares. Por exemplo, em

alcanos o raio efetivo do tipo-cilindro da cadeia paralina ¢ cerca de 2 A, enquanto seu

comprimento total é 1.27 A por ligagdo CH>—CH; ao longo da cadeia adictonando-se ~
2.0 A para cada grupo hemisférico CH; em cada terminal.

Existem muitos métodos diferentes para medir os raios de atomos e moléculares.
Estes incluem dados espectroscopicos e PVT de gases, dados de solubilidade,
viscosidade e difusdo tanto em gases quanto em liquidos, dados sobre
compressibilidade, difragcdo de elétrons, néutrons e raios x em liquidos e solidos. Os

valores para dimensdes moleculares deduzidos destes diferentes métodos podem diferir
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cerca de 30%. Isto ocorre porque cada método mede uma propriedade ‘ligeiramente’
diferente. Assim, raios moleculares, /2, sdo determinados do coeficiente b da equagio

de estado de van der Walls

6/2 = 4.63-b" (A-1)

onde o é a distdncia de aproximagdo maxima, sendo b dado por meio do seguinte
raciocinio abaixo.

Inicialmente vamos ver como o potencial de interagdo de van der Walls entre
duas moléculas pode ser relacionado com as constantes a e b na equagdo de estado de
van der Walls:

(P+a/V)(V-b)=RT (A-2)

Vamos considerar as moléculas como esferas rigidas, com didmetro o, sendo
que o par tem energia de interagdo dada por (Ver: 1. - “c; ver também; -2. - Jacob N.
Israelachvili Ch. 2 - 1992 — 2rd. Ed.. Intermolecular and Surface Forces):

W(r) = -3-a0” h-v/[4-(4-7-g0)1°] = -C/1° para r>0
W(r)= o« para <o
A constante a é dada por:
a=2-1-Cl(n-3)c™ = 2:n-C/c’,
para n = 6. Este valor, entretanto, foi derivado para o caso em que a equagdo de van der
Walls esta expressa em termos de parametros moleculares (Eq. A-2). Uma vez que v =
V/Ny quando V é o volume molar, temos:
a=2-wNy>C/3-c". (A-4)

O coeficiente C da forga de dispersdo de London esta, portanto relacionado com

a constante “a’ de van der Walls por:

C =3-¢>a/2:1Ny?
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A constante “b’ ¢ obtida a partir do volume ndo disponivel para as moléculas se

moverem dentro do volume excluido por mol. Uma vez que uma molécula ndo pode se

aproximar mais do que o da outra, o volume excluido ¢ (4/3) 7 ‘c° ou. (2/3) 1 -c° por

molécula. Assim,

b=(2/3) n >Ny (A-6)
por mol, o qual é quatro vezes o volume molar das moléculas. O didmetro molecular.
portanto ¢ dado por:

o = (3b/27Ng)"? (A7)
Combinando a equagdo acima com (A-5) noés finalmente obtemos para a constante de
interagdo:

C = 9ab/4n’Ny* = 1.05 - 107 ab J:m° (A-8)
Onde a esta em dm®atm'mol™ e b em dm*mol™". A tabela A — 1 mostra como ¢ boa a
concordancia para as moléculas, exceto para a maior molécula CCls, a qual deve ter
uma interagdo mais forte do que a equagdo de London pode determinar.

Tabela A —1: Didmetros moleculares para moléculas nio polares esféricas

Moléculas interagentes | 6(A)

Ne - Ne 3.08

Ar — Ar 3.76

.|

CH,s - CHy 4.00

CCls - CCl4

Xe - Xe




Obs: As constantes "a” e *b’ de van der Walls foram tiradas do Handbook of Chemistry

and Physics, CRC Press 56Ed.

A — 2 Um modelo simples para a interaciio de London — van der Waals”>"

Consideremos dois osciladores harménicos lineares idénticos, separados por
uma distdncia R. sustenta cargas +e com separagdes X; € X;. como na figura A — 1. As
particulas oscilam ao longo do eixo x. Designemos os momentos lineares m(dx,/dt) e
m(dx,/dt) como p; e p, respectivamente. Entdo o Hamiltoniano do sistema ndo

perturbado, e:

H = (1/2m)p,* + (1/2)Bxy” + (1/2m)p,” + (1/2)Bx>°

Cada oscilador desacoplado tem freqiiéncia de ressonancia dada por:
©o = (B/m)"? (A-10)
apropriado para um oscilador harménico simples.
Seja H; a energia de interagdo dos dois osciladores. A geometria esta mostrada
na figura A — Il — 1. A coordenada internuclear é R. Entdo:
Hi = e’/R + e’/(R+x1-x2) — e/(R+x1) — e/(R-x2) .
Na aproximagdo |x1], |x2| << R, temos:
Hi = - 2e’xxo/R* . (A-11b)
O Hamiltoniano total pode ser diagonalizado pela transformagdo dos modos
normais:
Xe= (XHX2)/ V2 1 Xa = (Xi-x2)/ V2

ou, resolvendo para x; e x,.




X1= (X)) V2 X2 = (XeXa)/ V2 (A-13)
Os subscritos ‘s’ e ‘a’ designam modos de vibragdo simétrico e anti-simétrico
respectivamente. Adicionalmente, temos os momentos ps € p, associados com estes

modos.

p1 = (pstpa)/ V2 1 p2 = (pstpa)/ V2

Figura A — 1: Coordenadas dos dois osciladores

O Hamiltoniano total Hy + H; apos as transformagdes (A-13) e (A-14) é:
H = [p&/2m + (1/2)(B - 2e/R*)x7| + [pa2/2m + (1/2)(B - 2€/R*)x,’] (A-15)
As duas frequiéncias dos osciladores acoplados podem ser encontradas por inspegio de
(A-15). dai:
o = [(B £ 2e”/RY)/m|" = wo | £ (1/2)(2e”/BRY)— (1/8)2e*/BR7)* +...] (A-16)
com oy dada por (A-10).

A energia do ponto zero ¢ dada por (1/2)h(e, + ©,); a soma é rebaixada devido a
interagdo pela quantidade
AU = (12)i(Ao, + Aw,) = - hoo(1/8)(2¢”/pRY)? (A-17)
Esta é uma interagdo atrativa que varia com a sexta poténcia negativa da separac¢do dos
dois osciladores.

A polarizabilidade de um oscilador é:

o = momento de dipolo elétrico/intensidade de campo elétrico = e’/B




pelo argumento do capitulo 13 de ‘Introduction to Solid State Physics” - Charles Kittel

- 4th. Ed. — 1971; assim:
AU = - hwea’/2R® = - C/R® (A-19)
onde C = hmea’/2. Esta é a interagio de van der Walls e R = r é a distancia de maxima

aproximagao.
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Apéndice B

Comandos do Maple para cilculo do estiramento médio dos pares de base
Agora vamos fazer a integragdo (85), com o auxilio do sistema Maple 7.

e = ((sqri(2)*a)™(1/2)*(2*d)"(d-1/2)*exp(-d*exp(-sqrt(2)*a*y))*exp( -(1/2)*sqrt(2)*a*

V)" 2)(GAMMA(2*d-1)(1/2));

d:= (b/a)*(2*k*3)"(1/2); (Fizemos D=J: por razdes técnicas do sistema Maple 7).

b:= 1/(kB*T);

kB:=86.17* 107(-6):

a=445;

J:=0.04;

k:=0.06;

d:=127.7584156/T*2(1/2)

se:=«sqri(2)*a)(1/2)*(2*d)"(d-1/2)*exp(-d*exp(-sqrt(2)*a*"y))*exp(-

(d1/2)*sqrt(2)*a*y)"2)/(GAMMA(2*d-1 )*(1/2):

od:= B (2k))"

B:=1/(kgT):

okp:= 0.00008617:

*q:=4 45

*J:=0.04;

«k:=0.06;

od:=127.7584156 2/T:

e =2, l095““(2‘/15mﬁrr)“”-”‘””“ Van "Zyexpl-127.7584156 /2 /T*e™* V2 4l
2

[-4.45(127.7584156 T-1/2 2YhL2
lel : il

« for T from 100 to 361.23 by 10 do ( [T, evalf( int( e, y=0..18) )|)9d;

with(plots):

« pointplot( [[100, .1988992945], [110, .2163692006], [120, .234199071]].
[130,.2524884879],[140,.2713409295],[150.,.29086732).[160..3111897208],
[170..3324454852],[180,.35479224169646].[ 190, 37841411221,[200,.4035297705],[21
0,.4304031701].[220..459358 1977].[230..4907991807].[240..5252403765].[250..56334
9530063],260,.6060143639],[270,.6544478430].[280..7103622970].[290,.7762730336
1.[300..8560635741],[310,.9561295217].[320.1.087964503].[330,1.2749684648].[340,1
'5742097831,[350,2.1454880201,[360,2.5 47204681]], symbol=point, color=black, title
='ym'):#




Apéndice C

Reacio em cadeia de Polimerase (PCR) — Aplicacoes Clinicas em Neurologia*

Prof. Leopoldo Pires**

RESUMO: O autor faz um breve historico sobre a descoberta do DNA (acido desoxi-
ribonucleico) e dos principios que regem a técnica da reagdo em cadeia de polimerase. Sado
descritas as principais fases desta reag¢@o e colocados em destaque sua utilizagao em
medicina, principalmente em neurologia.

PALAVRAS CHAVE: Reac¢ao em Cadeia de Polimerase, PCR.

1. INTRODUCAO:

Desde 1953, quando Watson e Crick elucidaram a estrutura do DNA, que se conhece a
molécula e sua composi¢ao, seqiiéncia de quatro bases nitrogenadas (Adenina, Timina,
Citosina e Guanina) unidas por pontes de hidrogénio e com a formagao da "dupla hélice"
formando moléculas complementares onde adenina (A) liga-se apenas com timina (T) e
citosina (C) apenas com guanina (G) (3439 posteriormente, Com a evolugdo tecnologica
criaram-se varias técnicas para o estudo do cadigo genético, culminando com o "projeto
Genoma Humano" recentemente concluido. Assim abriu-se um horizonte de possibilidades
para o estudo da genética humana e de outros seres vivos, assim como da intera¢ao entre
espécies e, inclusive da possibilidade de "criar" novas espécies através da manipulagao
génica.

Em medicina esta evolugao abriu vasto campo de investigagdo, desde o conhecimento das
doengas geneticamente determinadas a identificagdo de agentes infecciosos, que antes
"escapavam" dos métodos utilizados (bacterioscopia, cultura, etc...) 4678

2- Principios da Rea¢io em Cadeia de Polimerase

A molécula de DNA é bastante estavel, mantendo as ligagdes Adenina-Timina e Guanina-
Citosina através de pontes de Hidrogénio, porém quando aquecida a 94° C rompem-se as
pontes de hidrogénio e separam-se as duas "hélices". O oposto ocorre quando se resfria a
molécula a ( 30 a 65° C) e a mesma volta a se "ligar" voltando a sua forma
Ol"igina]ll4‘l{]'u‘l4,

No final dos anos 80, Kary Mullis descreveu a técnica que revolucionaria o estudo do
DNA, a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction). Ao
contrario das técnicas anteriormente utilizadas a nova técnica era bastante rapida e de
exXecugao simq:alif'tcacla"‘4 :
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A enzima Polimerase adiciona nucleotideos na sequéncia de uma molécula matriz, rota pelo
aquecimento. Esta enzima necessita de um ponto de apoio (seqii€ncia de nucleotideos ja
ligados a esta molécula) para iniciar o sequenciamento. A esta seqiiéncia de 20 a 30
nucleotideos que vao se ligar a cada uma das hélices, delimitando o fragmento a ser
copiado , da-se o nome de PRIMER. A molécula de DNA com suas "hélices" separadas e
cada uma com seu Pn’mer especifico, serdo copiadas e conseqiientemente
duplicadas"z‘lm‘u‘ .

Inicialmente utilizava-se o polimerase de [ischerichia coli, porém esta era inativada pelas
altas temperaturas necessarias a reagao e em cada ciclo era necessario colocar nova amostra
de polimerase. Este procedimento tornava a reagdo mais demorada e dispendiosa. A forma
encontrada para a resolugdo deste problema foi a utilizagdo da polimerase de uma bactéria
que se desenvolvia em fontes termais (temperaturas em torno de 74° C) e que a polimerase
permanecia estavel em temperatura de 94° C, a Thermus aquaticus , e devido a isto a
politmerase utilizada chama-se Taq polimerase]‘3‘4'("]m'm,

3- Fases da Reacio em Cadeia de Polimerase

1? Fase: Aquecimento — Desnaturagdo do DNA — 1 a 5 minutos

Aquecimento da solugdo a 94° C

2" Fase — Resfriamento a 50 a 65° C - Hibridiza¢do — 90 segundos

Nesta fase ha acoplamento dos Primers nos locais pré-determinados. Devido ao
resfriamento, a molécula de DNA tende a se ligar novamente (Formagao de dupla hélice),
mas como existe no meio grande quantidade de primers, estes acoplardo nos sitios
especificos, constituindo assim o local para iniciar o sequenciamento dos nucleotideos, que
ocorrera na 3* fase,

3" Fase — Reaquecimento a 72° C — Agao da Taq Polimerase — Duplicagdo do DNA -2a 5
minutos

Reaquece-se a solugao a 72° C, pois esta € a temperatura ideal para a atuagao da Taq
polimerase, que a partir do primer inicia a adi¢do do nucleotideo correspondente no
sequenciamento criando moléculas complementares (sempre A com T e C com G). Apos
este processo o fragmento de DNA foi duplicado.

Esta seqiiéncia podera ser repetida varias vezes e em cada ciclo havera duglicagﬁo do DNA.
No final de 5 horas teremos milhares de copias da molécula inicial>**%1%>1%

4- Utilizacdo da PCR em Medicina

Baseados no que vimos anteriormente podemos iniciar os estudos da aplicagao da técnica
da PCR em medicina. Note que a reagdo possibilita a copia, teoricamente, a partir de uma
unica molécula de DNA, o que possibilita o dia%n()stico partindo de amostras minimas e
com grau de especificidade em torno de 99,9% ~*7*.

Dentre as utilizagdes podemos citar:

a. Uso em Medicina Legal e Forense

Para a determinagdo de paternidade e identificagdo de criminosos a partir de
amostras recolhidas na cena do crime (gotas de sangue, esperma, fios de cabelos
com bulbos capilares, etc.), e também para os casos de autorizagao de abortos
terapéuticos baseados na identifica¢io de alteragdes genéticas™*'""?,

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



b. Diagnostico e Estudo de Doencas Genéticas

Com a utilizagdo desta técnica podemos fazer estudos para identificar as alteragoes
genéticas que levam a determinadas doengas e identificar o defeito metabolico
conseqiiente desta alteragao, possibilitando novas abordagens terapéuticas. Permite
também identificar os casos de homozigoticos e heterozigaticos , diferenciando
aqueles que desenvolverdo a doenga daqueles que serdo portadores da alteragdo
genética podendo ser feito inclusive em liquido amniotico, possibilitando a
identificao intra-atero destas alteragdes. Vale também para aquelas doengas, que
uma vez identificadas nos orienta a medidas terapéuticas e ambientais, como dietas
por exemplo, podendo assim ter seus efeitos minimizados ou mesmo evitados
(Fenilcetondria p/ex) e também para aconselhamento genético evitando a
transmissao das alteragdes para as geragoes futuras. Com a descri¢ao do genoma
humano varios estudos estdao em andamento e dentre eles podemos citar, entre
outros, as hemoglobinopatias, identificagao de tumores e de micometastases (Tumeor
de prostata p/ex) e especificamente em neurologg,ia as distrofias musculares, coréia
de Huntington e a Sindrome do X-Fragil %46 10111214,

c- Diagnéstico das Doencas Infecciosas e Parasitirias
O diagnostico etiologico das doengas infecciosas sempre foi um desafio na pratica
médica, pois deste depende o tratamento adequado e conseqiientemente a redug@o
da morbimortalidade. Com a técnica da PCR houve uma otimizagao deste processo,
pois partindo de pequenas quantidades de DNA na amostra, podemos identificar
com grande precisdo o agente etiologico. Devemos lembrar que nestes casos
dependemos do uso de primers especificos para cada agente a ser investigado.
Naqueles casos em que o agente a ser estudado apresenta RNA (HIV p/ex) utiliza-se
uma enzima com atividade da transcriptase reversa produzindo-se uma molécula de
DNA a partir da molécula de RNA original e posteriormente aplica-se a reagdo em
cadeia de polimerase para obter inimeras copias do material.
Teoricamente podemos identificar qualquer patdgeno a partir do seu DNA, dentre
os relatados na literatura podemos citar:
VIRAIS: 471
Hepatite HCV (qualitativo e quantitativo), Hepatite HBV, Hepatite HGV
Citomegalovirus (CMV qualitativo e quantitativo)
Herpes simples e Herpes zoster
Epstein-barr
Enterovirus e adenovirus
IC virus
Sarampo, caxumba, rubéola, parvovirus
Papiloma virus (HPV)
HIV (qualitativo e quantitativo — carga viral)
BACTERIANOS 7!
Tuberculose
Legionela
Meningococo, Pneumococo e Haemophilus
Listeria
Chlamydia trachomatis
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Leptospira

Helicobacter pylori

OUTROS PATOGENOS ™"
Toxoplasma gondii,
Mycoplasma pneumonia
Pneumocystis carinii
CONCLUSAO:
Como vimos anteriormente a técnica da PCR proporcionou grandes avangos na pratica
médica, porém ainda ¢ um método de alto custo devendo ser utilizado naqueles casos em
que a sua aplicagdo ¢ fundamental para o diagnodstico. Os exames complementares, por
mais sofisticados que sejam, ndo substituem a anamnese e o exame fisico e, no caso da
PCR, estes orientardo quais primers serao utilizados para a confirmagdo diagnostica.
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» Trabalho realizado no Servigo de Neurologia do Hospital Universitario da UFJF.

** Prof. Adjunto de Clinica Neuroldgica. Mestre em Medicina.
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