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Estudo de DNA por Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

Elisa Garcia Pereira, Cilaine Veronica Teixeira
Instituto de Fisica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Objetivo

Caracterizar estruturas formadas por DNA linear com o lipidio brometo de dimetil
dioctadecil amonio (DDAB), visando neutralizar a carga do DNA sem formar liposso-
mos.

Introducao

A fim de realizar a transfeccao de DNA em células eucarioticas necessitamos de um
veiculo de transfeccao. Este veiculo deve neutralizar a carga do DNA, uma vez que
tanto ele quanto membranas fosfolipidicas de células sao carregados negativamente.

Com base em estudos anteriores [1] escolhemos utilizar o lipidio brometo de dimetil
dioctadecil amonio (DDAB) como veiculo de transfecgao.
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Figura 1: Estrutura do DDAB. Fonte: [2]

Para estudar o comportamento da mistura do DNA com DDAB utilizamos fragmentos
de DNA, com tamanhos que variam entre 400 e 700 pares de base.

Essas estruturas podem ser observadas por AFM (Atomic force microscopy ), que
nos permite ver diretamente a sua forma e medir seu tamanho aproximado.
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Figura 2: Principio de funcionamento do AFM. Fonte:|3]

O AFM ¢ um método que interpreta as forcas e interacoes entre a amostra e a sonda.
A atracao ou repulsao entre elas é analisada através de um laser que é defletido pela
sonda e monitorado por um detector (Figura 2).

O modo de contato intermitente (tapping mode), no qual a sonda oscila sobre a
amostra, tendo assim uma resolucao de aproximadamente 1nm e sem danificar a su-
perficie. Esse modo permite a utilizacao de Microscopia de Contraste de Fase (PCM)
que parte do principio de que diferentes materiais causam diferentes interacoes sonda-
amostra e, portanto, alteram a fase de oscilacao da sonda.

A imagem que reproduz a altura da amostra fornece informacao sobre o tamanho
e a conformacao das estruturas, enquanto que a fase indica a presenca de materiais
diferentes. As duas imagens juntas permitem a caracterizacao da amostra depositada.

Resultados Experimentais

As amostras observadas sao apresentadas a seguir, junto com as imagens obtidas:
Observamos primeiro o DNA puro:
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Figura 3: Topografia: 10 ng de DNA puro sobre a mica.

Figura 4: Amostra de DNA com DDAB. Razao DDAB:DNA = 1,325:1,em ng. Ima-
gem da esquerda: Topografia. Imagem da direita: Fase. As esferas grandes
podem indicar agregados formados por DDAB e DNA. As estrias podem
corresponder a fragmentos de DNA linearizado. Os esferoides obtidos sao
formados provavelmente por excesso de DDAB na solucao e podem ser
toxicos [1].

Figura 5: Imagem de topografia de amostra de DNA
com DDAB, razao 0,6625:1 DDAB:DNA em
ng. Aglomerados e um filamento que associa-
mos a um DNA neutralizado pelo DDAB, ja
que este necessita estar associado com alguma
molécula de carga positiva para que se ligue
a mica. Como pode-se observar muito pouco
DNA ligado a mica, e este se liga a mica ape-
nas na presenca de cargas positivas (no caso
do DDAB), parece que a quantidade de DDAB
adicionada nao é suficiente para se ligar e neu-
tralizar todo o DNA. (Escala 551,2 nm)

Figura 6: Imagem de topografia de amostra de DNA com
DDAB.Razao DDAB: DNA de 1,06:1 em ng.
Observamos varios aglomerados, notavelmente
menores que no procedimento 1, e nao obser-
vamos as ~estrias’.

Os resultados obtidos até o momento indicam que a maior concentracao utilizada
(2,65 ng de DDAB:2 ng de DNA) tem excesso de DDAB, e forma grandes agregados,
o que nao é desejavel. A concentracao menor usada (1,325 ng de DDAB: 2 ng DNA)
parece nao formar agregados, porém parece nao ser suficiente para se ligar ao DNA
presente. No entanto, a imagem nao ¢ conclusiva. Na concentracao intermediaria os
agregados formados sao menores, mas nao observamos as ”estrias”, que seriam o DNA
linear ligado ao DNA. D possivel que haja fragmentos de DNA nao ligados ao DDAB,
mas como o DNA puro nao se fixa a mica, esses fragmentos nao podem ser observados.

Em continuacao, faremos calculos tedricos de otimizacao das concentracoes utiliza-
das, e investiremos na utilizacao da técnica experimental para reproducao dos calculos,
onde o desafio maior serd obter a aderéncia do DNA complexado ao substrato de mica.

Agradecemos a Barbara Canto, pela operacao do AFM e treinamento.
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