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Introducao e Justificativa

A vacinacao € um metodo muito adequado para evitar os transtornos causados por
doencas infecciosas. Na década de 50 iniciaram-se 0s primeiros estudos sobre vacinas
de DNA! Porém, ha apenas algumas décadas os primeiros trabalhos mostravam sua
eficiéncid’’Varios fatores sdo Importantes para o éxito da vacina. Alem da capacidade de
Imunizacao, a estrutura usada para o transporte do DNA deve ser estavel até o momento
em que este deve ser liberado no organismo, e nao pode ser toxica.

Objetivo

Este trabalho tem como objetivo caracterizar a estrutura formada por DNA em
solucdo aquosa nao salina por espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS).
Servindo assim como referéncia a parte inicial de um projeto que estuda estruturas que
podem ser utilizadas para a confeccao de vacinas, a fim de produzir e caracterizar
agregados formados por DNA com surfactantes.

DNA

O Acido Desoxirribonucleico (DNA) tem um formato de hélice dupla e sua principal
funcdo € armazenar informacao genética na forma de uma longa sequéncia de bases
nitrogenadas. Os segmentos de DNA onde estao contidas as informagdes genéticas sao
chamados de genes. E através deles que podem ser confeccionadas proteinas para
diversas funcoes biologicas diferentes.

Amostras

O DNA utilizado foi o DNA gendmico puro de salmao. Na faculdade de Veterinaria da
UFRGS, as amostras foram preparadas tentando reproduzir o procedimento realizado por
Castelletto et al. Diluiu-se o DNA em agua ultrapura em concentragcao de 20 mg/mL. Em
seguida sonicou-se (aplicacdo de ultrassom) a solugcao de DNA para quebra-lo em mais
moléculas de menor comprimento. A sonicacao foi feita em ciclos seguidos de intervalos
para a solucao resfriar.

Em seguida foi realizada eletroforese para determinar o tamanho em pares de bases
das moléculas de DNA em solucdo. O resultado atingido foi uma faixa de tamanho entre
100 e 700 pares de base (pb). Para tal comprimento o DNA seguramente se comportaria
como linear e nao apresentaria supertorcao ou enrolamento. Por fim, da solugcido foram
feitas aliquotas de concentracdes 10 e 20 mg/mL.

Figura 1:

DNA submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo e
observado sob luz UV. Coluna 1, marcador; coluna 2, DNA submetido a 25 ciclos de
sonicacao a 30 W; coluna 3, DNA submetido a 15 ciclos a 65 W e utilizado no experimento
(100 a 700 pb). A seta indica o fragmento de 500 pb do marcador.
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Metodologia Experimental

No procedimento de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) utilizou-se o
equipamento Nano-inXider (Xenocs), do Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia da
UFRGS. Como o equipamento opera em uma camara de vacuo, as amostras preparadas
foram postas em capilares finos de vidro e seladas com cera quente para evitar
vazamentos. O aparelho funciona incidindo um potente feixe de raios x na amostra. O
espalhamento do feixe causado pela amostra € entao registrado por um detector.

A partir do registro da posicao e contagem de fotons realizados pelo detector sao
gerados graficos das curvas de espalhamento. Sobre estas curvas ainda sao aplicadas
correcoes de transmissao, normalizacao do tempo de exposicao e contribuicao do
solvente.

Técnica de SAXS

Técnica para estudo de estruturas de tamanho coloidal. Difracao € produzida pela
interferéncia de ondas espalhadas pelo objeto em seu caminho. No caso de raios x, como
a energia dos fotons € grande comparada a energia de ligacao entre o atomo e os
elétrons, pode-se considerar os elétrons como livres. Entdo, cada um deles sera a fonte
de uma nova onda espalhada

Amplitude F(q) da onda espalhada na direcao de q (vetor de transferéncia de
momento) € a transformada de Fourier da funcao de distribuicao de densidade de elétrons
p(r) do objeto alvo e 20 é o angulo de espalhamento.

F(q)zfp(r)e_iqrdv g=4msin(0)/A

A intensidade I(q) € calculada pelo complexo conjugado da amplitude:

I(q)=FF"

A partir da intensidade I(q) € possivel calcular a funcao distribuicao de distancias p(r)
através do método da transformada de Fourier desenvovido por O.Glatter?

p(r)=1/(27t2){® I(q)qrsin(qr)dq

Através da aproximacao de Guinier pode-se obter o raio de giracao R de particulas
de formato cilindrico:
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Resultados

Atraves de um tratamento de dados prévio sobre o espalhamento das amostras de
DNA a queda de intensidade a baixos valores de q indica contribuicao do fator de
estrutura com o aumento de concentracgao (figura 2).

As curvas para 10 mgl/ml e 20 mg/ml de DNA sao comparaveis as obtidas por
Castelletto’et. al para DNA fragmentado com aproximadamente 120 bp. Castelletto’et. al
obtiveram um raio de giragdo para a secdo transversal de 10,8 A, e na analise deste
trabalho obteve-se 7 A (figura 3), com bp variando entre 100 e 700. Deve-se investigar
ainda se o raio de giracao depende do comprimento da cadeia.
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Figura 2: Figura 3:

Grafico de intensidade relativa detectada versus
vetor de transferéncia de momento. Para baixos
valores de q nota-se contribuicdo do fator de
estrutura com o aumento de concentracao.

concentracao 10 mg/ml.
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Grafico de Guinier. Através da inclinacao da reta
esbocada ¢é obtido o raio de giracao R para
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