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Introducao e Justificativa

A vacinacao € um metodo muito adequado para evitar os transtornos causados
por doencas infecciosas. Ha apenas algumas décadas, pesquisas mostravam a
eficiéncia’ de vacinas de DNA, com exemplos de aplicacoes em AIDS, malaria,
tuberculose e terapia contra tumores. Varios fatores sao importantes para o éxito
da vacina, como a capacidade de imunizacao e a utilizacao de uma estrutura

estavel e nao toxica para o transporte do DNA.

Objetivo

Este trabalho € a parte inicial de um projeto que estuda estruturas que podem
ser utilizadas para a confeccido de vacinas de DNA. Dessa forma, tem-se por
objetivo estudar a estrutura de DNA em solugdes aquosas salinas e nao salinas por
meio de SAXS (Small Angle X-Ray Scattering). E em paralelo acompanhar
procedimentos de preparacao de amostras de DNA para estuda-las por AFM

(Atomic Force Microscopy).

Amostras
Preparadas em ano anterior, as amostras sao compostas de populacao de DNA

de comprimento entre 100 e 700 pb a 10 mg/mL em solucao de agua pura ou salina
(NaCl)a 0,015 M e 0,15 M.

Metodologia Experimental

No procedimento de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) utilizou-
se 0 equipamento Nano-inXider (Xenocs), do Centro de Nanociéncia e
Nanotecnologia da UFRGS. O aparelho funciona incidindo durante horas um
potente feixe monocromatico de raios x (A = 1.54 A) na amostra acondicionada em
capilar vedado, e a radiacao total espalhada € medida por um detector em 2D. As
curvas sao Iintegradas azimutalmente para obtermos curvas de intensidade
espalhada em funcao do vetor de espalhamento (/(q) vs q) onde g=4rrsin(6)/A. Das
curvas obtidas deve-se subtrair o espalhamento do solvente, levando-se em
consideracao a transmissao do solvente, do capilar vazio e da solucao com o DNA

na concentracao estudada.

Técnica de SAXS

O espalhamento Thomson acontece quando fotons colidem de forma elastica
com elétrons fortemente ligados. Como resultado, cada um destes elétrons oscila
com a frequéncia do foton incidente, tornando-se uma nova fonte de onda. Entso,
essa radiacao espalhada se propaga e ocorre interferéncia que € caracteristica da
geometria e densidade eletronica das particulas. O vetor de espalhamento € dado
por g=41sin(6)/A e orienta a radiacao que se espalha em angulo 26 ao atingir a
amostra.

As particulas de DNA tém formato cilindrico muito alongado, para este caso
pode-se isolar a intensidade de espalhamento /c(q) devido apenas a sua secgao
transversal. A intensidade Ic(q) relaciona-se por uma transformada de Fourier com
a funcao distribuicao de distancias pc(r) (tambem da secao transversal) e que foi
determinada atraveés de /¢(q), pelo método da transformada inversa de O.Glatter.
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A intensidade Ic(q) também pode ser vista pela multiplicacao de um fator de
forma da particula F(g) e um fator de interferéncia entre particulas S(q). A

Intensidade € proporcional densidade numerica de particulas N.

Io(q) = NF(q)S(q) (2)

Além disso, através da aproximacao de Guinier pode-se obter o raio de giracao

R de particulas, que no caso de particulas cilindricas infinitivamente longas:

lm 1.(q) = HQ(A[,&)E(&_GQREQ (3)

q—U

Resultados e Analise

As amostras de DNA em agua pura; DNA em agua a 0.015M NaCl; e DNA em
agua a 0.15M NaCl, e os respectivos solventes, foram medidos durante 2 horas.
Ainda assim, nao se verificam diferencas significativas entre as trés curvas de
espalhamento, apesar da grande flutuacao de intensidade dos pontos,

especialmente para altos valores de q. (vide Figura 1).

DNA(ag.) 10 mg/ml
DNA(aq. + NaCl 0.015M) 10 mg/ml -
DNA(aq. + NaCl 0.15M) 10 mg/ml .
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Figura 1: Logaritmo de Intensidade espalhada versus vetor de espalhamento.

As curvas pc(r) para todas as amostras tém formato de sino, como esperado, o
que aponta distribuicao continua de carga na secao transversal do DNA (vide
Figura 2).

As aproximacoes de Guinier revelam raio de giracao semelhante para as
amostras com sal; a amostra sem sal mostra raio maior que esperado, mas ainda
proximo ao que se espera (raio hélice de aprox. 10 A) pela literatura (vide Figura 3).

Alem disso, obtivemos nossa primeira imagem de DNA em AFM (Figura 4).
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Figura 2: pc(r) de DNA 10 mg/mL em agua
a) pura; b) NaCl 0.015M; c) NaCl 0.15M

Figura 3: Aproximacoes de Guinier e
Raios de giracao das amostras
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