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Resumo:

A unidade fundamental da cromatina é
o] nucleossomo que consiste em,
aproximadamente, 146 pares de bases do DNA
enroladas ao redor de um octamero central de
proteinas conhecidas como histonas.

Ao longo das ultimas duas décadas, o
pincamento Optico se tornou uma técnica para
analisar os complexos DNA-HISTONA, através
da técnica podemos retirar propriedades
mecanicas exclusivas sobre conformacdes
moleculares.

Nosso objetivo € caracterizar a
interacdo  DNA-Histonas mapeando as
carateristicas dos condensados do DNA
induzida pela histona, caracterizar a interacao
eletrostatica no meio e retirar propriedades
fisico-quimica com isso podemos aobter
informagdes sobre como se dar interag&o no fio
de cromatina.

Estudos desta natureza fornecem
pistas importantes a respeito do mecanismo de
acdo do farmaco in vivo, conhecimento
essencial para melhorar a eficiéncia dos
tratamentos quimioterapicos ja existentes.
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Introducdo:

O estudo das interagcbes DNA-
HISTONAS constitui um campo interdisciplinar
de conhecimento, com importancia
fundamental tanto no entendimento de varios
processos intracelulares basicos (divisdo
celular, transcricdo, traducdo). As proteinas
histonas tem a funcdo de regular o
empacotamento do DNA, nessa dinamica
celular o DNA, varia sua conformacdo varias
vezes [1].

A dindmica celular esta continuamente
envolvida em uma“dancamolecular‘com muitas
proteinas. Estas proteinas sdo responsaveis
por orquestrar 0 armazenamento, manutengao
e transferéncia de informacéo genética [1]. Ao
longo das ultimas duas décadas, o pingamento
Optico se tornou uma técnica para analisar 0s
complexos DNA-proteina, através da técnica
podemos retirar propriedades mecanicas
exclusivas sobre conformag¢des moleculares.

A unidade fundamental da cromatina é
o] nucleossomo que consiste em,
aproximadamente, 146 pares de bases do DNA
enroladas ao redor de um octamero central de
proteinas conhecidas como histonas. Essas
proteinas, inicialmente, foram consideradas
como componentes meramente estruturais,
mas agora séo reconhecidas pelo importante
papel que desempenham na manutencdo do
equilibrio dindmico da cromatina o octamero é
formado por quatro histonas que sdo H1, H2a,
H2b, H3 e H4 [1].

Nosso objetivo é configurar a interacao
DNA-Histonas mapeando as carateristicas dos
condensados do DNA induzida pela histona e
em seguida analisar a interacdo DNA e
Doxorrubicina, estando o DNA condensado
pela histona. Este tipo de experimento esta
numa conformacdo muito proxima que é
encontrado no nucleo celular, onde o DNA esta
fortemente compactado formando a cromatina.
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Metodologia:

Nesse trabalho, noés utilizamos
pincamento Optico, técnica experimental que
consiste basicamente de um laser fortemente
focalizado pela objetiva de um microscopio
Optico. Ao interagir com pequenos objetos
dielétricos, este laser € capaz de captura-lo em
um poco de potencial [2,3]. A Figura 1 mostra a
montagem  experimental  utilizada para
realizacdo das medidas
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Figura 1: Montagem experimental utilizada para as
medidas [4]

Nosso trabalho desenvolvido no
Laboratério de  Fisica  Biologica do
departamento de Fisica da Universidade
Federal de Vigosa, consiste, basicamente, em
estudarmos as alteracbes nas propriedades
mecéanicas do DNA ao interagir com farmaco e
com as proteinas. A partir dos pontos
experimentais conseguimos obter parametros
mecanicos para a molécula de DNA e os
complexos DNA - farmacos/compostos.
Utilizando o modelo ted6rico deduzido por Marko
e Siggia [5], ajustamos as curvas obtidas e
extraimos os parametros importantes para as
nossas analises que sdo: o comprimento de
persisténcia, A (esse parametro nos fornece
informacéo sobre a elasticidade da molécula) e
o comprimento de contorno, L (é a distancia
ponta - & - ponta do polimero quando este se
apresenta totalmente esticado). O modelo WLC
prevé o comportamento da for¢ga em fungéo da
extensao para polimeros semi-flexiveis, como a
molécula de DNA. Este comportamento pode
ser resumido com a equagéao

kgT | 2 1 1
b=t ——=],
A l L 4 (1 z)* 1]

s

onde kg é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura absoluta, A € comprimento de
persisténcia e L o comprimento de contorno, z
é a extensdo da molécula de DNA. A Figura 2
descreve a curva tipica da componente da for¢a
x extensdo do DNA, o ajuste é feito utilizando o
modelo WLC dado pela equacao (1).
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Figura 2: Curva de forga X extensdo para uma molécula
de DNA do bacteri6fago Lambda. Circulos: dado
experimental. Linha sdélida: ajuste com o modelo WLC [6]

Resultados e Discusséao:

Na condensacdo do DNA, pouco se
sabe sobre a magnitude e a origem das forcas
que atuam nas fibras de cromatina, que
regulam as caracteristicas genéticas. Estas
fibras mudam de conformacéo de acordo com a
evolucdo da compactacdo do DNA no ciclo
celular.

Uma maneira de responder a estas
perguntas € estirar uma Uunica fibra de
cromatina por suas extremidades para
determinar padrdes mecanicos como ja
discutidos anteriomente. Em NOSsos
experimentos utilizamos um conjunto de
histonas produzido pela Sigma-Aldrich, cujas
proteinas foram extraidas de timo de bezerro as
histonas produzida pela Sigma-Aldrich esta na
forma cristalizada e as proteinas contida sao (
H1, H2a, H2b, H3 e H4).

Nas figura 03 e 04 temos as curvas
tipicas forca por extensédo obtidos no regime de
altas e baixas forcas, para algumas
concentracdes de histona.
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Figura 03. Curvas de forga por extensdo obtidos no regime
de entélpico (altas forgas). As curvas de variagdo de
concentragdo de histonas, onde temos: o DNA puro
representada pela cor vermelha Chistonas = 0; e as
concentragfes de histonas temos, azul Chistona = 0,04g/L;
verde Chistona = 0,0067g/L; preto Chistona = 0,2¢g/L.
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Figura 04: Curvas de forca por extensdo obtidas no regime
entrépico (baixas forcas). As curvas de variacdo de
concentragdo de histonas, onde temos: o DNA puro
representada pela cor vermelha Chistonas = 0; e as
concentracdes de histonas temos, azul Chistona = 0,04g/L;
verde Chistona = 0,0067g/L; preto Chistona = 0,14g/L; roxo
Chistona = 0,29/L.

No regime de altas forcas, podemos
constatar um aumento na concentracdo de
histona h&d uma diminuicdo no platd de
desnaturacdo até a sua extincdo. Sabemos que
na dinémica celular, o DNA compacta e
descompacta, e uma das causas dessas
mudancas de conformacgéo da molécula é a sua
interacdo com as histonas. As concentracfes
dessas proteinas variam de acordo
comafungdo especifica da cromatina [1].
Realizamos medidas variando a concentragao
de histonas no complexo de DNA e obtivemos
padrdes mecéanicos da interacdo DNA-histona
gue estao relacionados com a condensacédo do
DNA. As Figuras 05 e 06 descrevem esses
resultados.
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Figura 05: Grafico do comprimento de contorno em fungéo
da variacdo de concentragdo de histonas
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Figura 06: Grafico do comprimento de persisténcia em
fungéo da variagdo de concentragdo de histonas

Podemos observar que, nas Figuras 05 e
06 quando aumentamos a concentracao de
histonas 0 comprimento de contorno e de
persisténcia diminuem. Essas mudancas
conformacionais mostram que a molécula
esta compactando.

Conclusoes:

Podemos concluir que as histonas
compactas o] DNA fortemente. No
desenvolvimento dos experimentos nés
tentamos fazer medidas do complexo DNA-
histona e em seguida intercalar o complexo
usando Doxorrubicina, mas a estruturado
octamero formado pelas histonas impede que o
intercalante se acople nos pares de base do
DNA [26,28,29]. Nossos préximos
experimentos iremos manipular as
concentracdes de histonas para que o
nucleossomo fique numa conformagdo que
facilite a intercalacdo. Essa mudanca estrutural
da formacdo do octdmero é devido alguma
anomalia em uma das proteinas que regulam o
nucleossomo.
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