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Encapsulation of nucleic acids in carbon nanotubes: thermodynamics and kinetics — Selective
and controlled delivery of genetic cargo to a living cell, using encapsulation into nanoporous solids, involves a three
step kinetics: i) confinement of the biomolecule, followed by ii) diffusion along the endohedral volume, and finally iii)
ejection of the biological material towards the cellular interior. In order to study the thermodynamic and kinetic proper-
ties associated with the process, we employ atomically detailed computer experiments to probe the encapsulation of
double-stranded canonical B-DNA, (5-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3'), into hydrophobic
and hydrophilic carbon nanotubes with diameters in the range D = 3—4 nm. For that purpose, Classical Molecular
Dynamics simulations are run coupled with well-tempered metadynamics and umbrella sampling algorithms. Physio-
logical conditions employed (310 K, [NaCl] = 134 mM) allow the extrapolation of results to in vivo systems, constitu-
ting a landmark for biomolecular encapsulation in the context of cellular delivery.

A entrega controlada e seletiva de material genético a célula viva, recorrendo a encapsulacdo em sélidos nano-
porosos, é um mecanismo de trés fases: i) confinamento da biomolécula, seguida de ii) difusdo ao longo do poro e,
finalmente, iii) ejecdo da carga bioldgica em direcdo ao interior da célula. De forma a estudar as propriedades termo-
dindmicas e cinéticas envolvidas no processo, utilizam-se experiéncias computacionais ao nivel atébmico para sondar o
confinamento de duplas hélices de B-DNA canénico (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') em
nanotubos de carbono de caracteristicas hidrofébicas e hidrofilicas, utilizando didmetros na gama D = 3—4 nm. Para o
efeito, realizam-se simulagdes de Dindmica Molecular Classica acoplada a algoritmos de metadinamica (well-tempe-
red) e amostragem de chapéu de chuva (umbrela sampling). A utilizacdo de condicGes fisioldgicas (310 K, [NaCl] =
134 mM) permite extrapolar os resultados obtidos para sistemas in vivo, constituindo assim uma contribuicao pioneira

na area do encapsulamento de moléculas biol6gicas com vista a entrega celular.

1. Introducao

Desde a sua preparacdo em laboratério pelos grupos de
Iijima e Bethune [1-3], os nanotubos de carbono de parede
unica (SWCNTs) sdo considerados um dos pilares funda-
mentais da nanotecnologia. Devido as suas propriedades
mecanicas, elétricas e fisico-quimicas [4], varios estudos
tém-nos proposto para aplicacdes tdo diversas [5] como de-
sign de compésitos [6], sensores quimicos [7], agentes de
separacdo de vapores organicos [8] e nanomateriais para
armazenamento de H,eCH, [9,10].

Geralmente sdo sintetizados recorrendo a técnicas de
deposicao de vapor quimico (CVD) ou descarga de arco
elétrico [4,11,12], conduzindo a sélidos puramente hidro-
fébicos; podem no entanto ser modificados com o objetivo
de se obter uma distribuicao de carga elétrica positiva: i)
dopando quimicamente a rede de grafeno com dopantes do
tipo p, ii) aplicando um campo elétrico ao longo do sistema,
e/ou iii) utilizando estratégias de funcionalizacdo quimica
[13-15]. Sob o ponto de vista geométrico, os SWCNTs
sdo essencialmente estruturas unidimensionais (1D) que
podem ser racionalizadas pensando numa folha de grafite
dobrada no espaco de acordo com um certo vetor diretor.
O cilindro resultante é constituido por uma malha hexago-
nal de atomos de carbono sp?, circunscrevendo um volume
interno de didmetro D (Figura 1), e formando assim um
paradigma para estudar a adsorpcdo fisica de moléculas or-
ganicas leves (CH,, C,H,, C,H, C,H, C,H,, CO,, CO) em
s6lidos nanoporosos [10,16-21].
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Quando carregados eletricamente, os nanotubos de car-
bono podem interagir de forma seletiva com macromolé-
culas biolégicas, tais como proteinas e dcidos nucleicos,
de forma semelhante a conducao biomolecular através de
canais na membrana celular, tais como o poro de a—hemo-
lisina [22,23]. Sendo a entidade responsavel pela trans-
missdo de informacdo genética entre geracdes, o acido
desoxirribonucleico (DNA) é uma molécula fundamental
para as ciéncias da vida. Os estudos pioneiros de Watson
e Crick permitiram decifrar a estrutura da dupla hélice de
DNA [24], e muito se tem acrescentado desde entdao ao ma-
nancial de informagdo disponivel sobre acidos nucleicos.
A semelhanca dos SWCNTs, também a molécula de DNA
pode ser considerada como uma entidade 1D, com as res-
petivas nucleobases alinhadas ao longo de um eixo central
que percorre toda a dupla hélice (Figura 1).

Dada a semelhanca dimensional entre a molécula de
DNA e os SWCNTs, sistemas mistos contendo o acido
nucleico encapsulado no nanoporo foram recentemente
propostos como formas alternativas de entregar (seletiva-
mente) material genético ao interior de células. A entrega
controlada de cargas biolégicas utilizando esta estratégia
[26,27] ajuda a mitigar os problemas classicos associados
a terapéutica via oral, que geralmente conduzem a degra-
dacdo das biomoléculas causada pelas condigdes drasticas
de pH caracteristicas do trato gastrointestinal. Geng et al.
[28,29] demonstraram recentemente a penetracao espon-
tanea de nanotubos através da bicamada lipidica de um
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Figura 1 — Cima) Nanotubo de carbono de parede tinica: o sélido é re-
presentado pela malha de liga¢des sp? C — C. Baixo) Dodecamero de Di-
ckerson da forma candnica de B-DNA, 5-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*
TP*TP*CP*GP*CP*G)-3' [25]. As nucleobases individuais sdo coloridas
de acordo com a sua natureza quimica: (encarnado) adenina, (ptrpura)
timina, (azul) guanina e (azul claro) citosina; o esqueleto de fosfatos é re-
presentado por uma linha negra ao longo da dupla hélice. Figura adaptada
da ref. [41]. Copyright (2016) American Chemical Society.

lipossoma, formando um hibrido que é incorporado em
células vivas de mamiferos e que atua como um nanoporo
através do qual fluem ides e DNA em direcdo ao interior
da célula; o mecanismo global depende fortemente das
diferencas de pressdo osmética através da membrana ce-
lular [29].

Para poder ser considerada uma forma eficaz e segura
de terapéutica para o Homem, os sistemas DNA@SWCNT
necessitam prementemente de serem caracterizados quanto
a dindmica e energética dos fenémenos que conduzem ao
encapsulamento. O mecanismo global [27,30] é descrito
por uma cinética de trés passos: i) encapsulacdo da biomo-
lécula no nanotubo, seguida de ii) difusdo ao longo do na-
noporo e finalmente iii) saida/ejecdo do material biol6gico
em direcdo ao interior celular.

O presente trabalho aborda estes aspetos utilizando
uma metodologia derivada da mecanica estatistica, combi-
nando Dindmica Molecular Classica (CMD) com Metadi-
namica (well-tempered) e amostragem de chapéu de chuva
(umbrella sampling), escolhendo sistemas modelo para
descrever os nanotubos e as cadeias de DNA; para o efeito,
utilizam-se dois tipos distinctos de nanotubos, hidrofébi-
cos e hidrofilicos. Torna-se importante salientar que sdo
utilizadas condigdes fisioldgicas em todos os sistemas es-
tudados (310 K, 1 bar, [NaCl]= 134 mM), permitindo as-
sim aos resultados e conclusdes serem extrapolaveis para
sistemas in vivo. Os métodos e moléculas utilizados sdo
descritos na Seccao seguinte, os resultados obtidos apre-
sentados e discutidos ao longo da Seccdo 3 e finalmente
estabelecem-se algumas consideracoes gerais na Secgao 4.
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2. Moléculas e Métodos
2.1. DNA, solvente fisiologico e SWCNTs

Todas as moléculas utilizadas no presente trabalho sao
descritas utilizando campos de forca atomisticos, incluin-
do carga elétrica em cada atomo; considerando a natureza
atomistica dos modelos, os hibridos DNA@SWCNT con-
tém 1,5-1,8 x 10° particulas. As energias dispersivas sao
calculadas utilizando o potencial (12,6) de Lennard-Jones
e regras de mistura de Lorentz-Berthelot [31, 32]. A dupla
hélice de DNA ¢é conferida flexibilidade total, utilizando
para o efeito o campo de forcas AMBER99sb-ildn [33,34],
e incluindo os refinamentos propostos por Lindorff-Larsen
et al. [34]. A parametrizacdo classica de Aqvist e Dang [35]
é utilizada para descrever o par iénico Na*Cl-, [NaCl]=134
mM, e o modelo de 3 centros proposto por Jorgensen e
colaboradores para descrever as moléculas de H,0 [36].
A forma canénica B-DNA é a conformacdo predominante
em células vivas, e portanto utiliza-se o dodecamero de Di-
ckerson [25], 5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP
*GP*CP*G)-3' (Figura 1), para estudar o encapsulamento
de 4cidos nucleicos. Apesar de possuir um comprimento
inferior ao seu analogo genémico, o dodecamero de Di-
ckerson possui caracteristicas estruturais semelhantes ao
DNA de A-bacteriéfagos [37], tais como o raio de giragdo
e o didametro da dupla hélice, Rcyr% 0,7-1 nm e D = 2 nm,
tornando-o o candidato ideal para propositos biol6gicos.

Calculos tedricos anteriores utilizando feixes de nano-
tubos [38], verificaram a existéncia de um diametro critico,
D =4.16 nm, para além do qual os sélidos colapsam quan-
do expostos a pressdo hidrostatica atmosférica. Recente-
mente, Kobayashi et al. [39] validaram experimentalmente
aquele limite superior utilizando uma técnica refinada de
deposicao de vapor quimico, e sintetizaram SWCNTs com
D =4 nm, assim obtendo sélidos de didmetro maior do que
aqueles preparados por CVD convencional. Considerando
este importante desenvolvimento experimental, utilizam-
-se aqui dois nanotubos de didmetro distincto, ambos de
simetria ziguezague e com comprimento L = 8 nm, no-
meadamente D = 4 nm (51,0) e D = 3 nm (40,0). O efei-
to de densidade de carga elétrica sobre a encapsulacdao
é monitorizado utilizando nanotubos com cargas elétricas
nominais q = +0.05 e7/C, [13,14,40,41], mimetizando s6li-
dos dopados com agentes do tipo p e nanotubos puramente
hidrofébicos expostos a um campo elétrico; os nanoporos
resultantes possuem carga elétrica total Q = +156 e~ (40,0)
e Q=+199 e (51,0), que é neutralizada em solucdo adicio-
nando uma quantidade apropriada de NaCl para obter forca
ionica fisiologica.

2.2. Metodologia e Dindmica Molecular Cléssica

O DNA é inicialmente colocado numa célula de simu-
lagdo ortorrdmbica contendo o SWCNT, (x Xy xz) = (11 %
11 x 15) nm, alinhado com o eixo principal do sélido (z)
e a uma distancia de 0,5 nm do término mais préximo. A
célula é solvatada com H,O (p = 1 g/cm?), a forga i6nica do
meio ajustada com NaCl (134 mM) e o sistema monitori-
zado até atingir o equilibrio (p, T) (Figura 2).

A implementacdo técnica e realizada utilizando o motor
de CMD Gromacs 4.6.7 [42] e o esquema de Verlet para
integrar as equacdes de Newton com um passo temporal
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de 2 fs; a visualizacdo das trajetérias moleculares é feita
com o VMD 1.9.3 [43]. De forma a manter um controlo
estricto sobre as condigdes fisiolégicas, utilizou-se um ter-
mostato de Nosé-Hoover (310 K) [44,45] e um bardstato
de Parrinello-Rahman (1 bar) [46], em solugdo aquosa de
NaCl, e aplicaram-se condigdes fronteira tridimensionais.
Para as interacdes de Coulomb e de van der Waals truncou-
-se o potencial a 1,5 nm (cut-off), e aplicou-se o método de
malha de particulas de Ewald (particle-mesh) para calcular
a eletrostatica de longo alcance [47,48] utilizando interpo-
lagdo cibica e um espagamento maximo da rede de Fourier
de 0,12 nm.

2.3. Metadinamica (well-tempered)

Por forma a obter superficies de energia-livre associa-
das ao mecanismo de encapsulamento, utilizou-se o algo-
ritmo de metadindmica (well-tempered) proposto por Par-
rinello e colaboradores [49, 50]. Sumariamente, o0 método
altera a dinamica de Newton ao introduzir um potencial
Gaussiano dependente do tempo, V(®,t), no Hamiltoniano
classico, assim evitando que o sistema fique constantemen-
te preso em minimos de energia locais e conduzindo a uma
exploracdo mais eficiente do espago termodinamico.

O potencial V(®,t) é uma funcdo dos chamados para-
metros de ordem (ou variéveis coletivas), @(v) = [¢,(v),
¢,(0), ..., ¢ (v)], estando eles proprios relacionados com
coordenadas microscépicas do sistema real, v, de acordo
com a equacao 1:
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onde ¢ é o tempo de simulagdo, W=t w € a altura de um
Gaussiano individual, 7, é o intervalo de tempo a que a
contribuicdo para o potencial V(®,t) é adicionada, w €é a
altura inicial dos Gaussianos, AT é um parametro com di-
mensoes de temperatura, o, ¢ a amplitude dos Gaussianos
e n é o numero de variaveis coletivas do sistema real; no
presente caso utilizou-se 7, = 0,1 ps, @ = 0,1 kJ/mol, AT =
310 K ec, = 0,1 nm. De notar que quando AT - 0, o algo-
ritmo aproxima-se de uma simulagdo classica recuperando
a dindmica de Newton.

Uma vez que os nanotubos de carbono sdo essen-
cialmente 1D simétricos, as superficies de energia-livre
sdo construidas em funcdo de dois parametros de ordem,
Py = |m_ R:;wcnrrl e ¢y = |ﬁ— Rsc,sz onde R
é o vetor posicional do centro de massa da biomolécula
({Rpwa)) e do nanotubo ((Ryycwr)), projetado no eixo z,
ou dos pares base (GC) localizados em términos opostos
da dupla-hélice, ((Fgc1)) e ((Rge,,)). Dadas as definicdes
de pardmetros de ordem, ¢, mede a distancia entre a mo-
lécula de DNA e o centro do nanotubo e ¢, corresponde
ao comprimento da dupla-hélice medido entre pares base
terminais (GC). Os nanotubos e o dodecamero de Dicker-
son possuem comprimentos de L = 8 nm e L = 3.8 nm
(Figura 1), respetivamente, pelo que qualquer valor
¢y = AL = (I°WENT — 1PN4y /2 < 2.1 nm corresponde a um
hibrido DNA@SWCNT onde a biomolécula se encontra
completamente encapsulada; a fronteira ¢,> 5.9 nm indica
auséncia de encapsulamento.

QUIMICA vol. 41, n.° 145, abr—jun 2017

A superficie tridimensional de energia-livre de Gibbs
é construida somando os potenciais Gaussianos de acordo
com F(&t) =—{[(T +AT)/ATIV(&t)}. A convergéncia do
método para a obtencdo de uma superficie correta encon-
tra-se discutida na literatura [49,51]; no limite de tempos
suficientemente longos, [dV(#.t)/dt] = 0 e a técnica de
metadindmica garante a convergéncia da respetiva super-
ficie de energia-livre. Uma abordagem alternativa que
conduz a energia-livre independente do tempo assenta na
integracao de F(®,t) ao longo da porgao final do célculo de
metadinamica [51], e portanto a energia-livre é matemati-
camente obtida a partir da equagdo 2, onde t _, € o tempo
total de simulagdo e v € a janela temporal sob a qual a inte-
gracao é realizada.

F(@) = — [0 V(@ t)dt

teat—18 2)
Cruz et al. realizaram [40,52] testes de convergéncia

utilizando janelas de v = 10 ns e verificaram que a pro-

priedade F(®) tinha convergido apds os primeiros 40 ns

de simulagdo.

2.4. Amostragem de Chapéu de Chuva (umbrella sampling)

Foram também realizadas simulagdes independentes
utilizando a técnica de amostragem de chapéu de chuva
[53,54]. Considerando um sistema composto por N parti-
culas idénticas, o método altera o Hamiltoniano cléssico,
H, que depende da energia potencial, /(3" ), e cinética,
E(p"), adicionando um potencial harménico e indepen-
dente do tempo, V(@) = (k/2)(® —0%)?, de acordo com
H(rY, pY,0) =U(GN) + E(pY) + V(0); k é a constante de
forca harmoénica (k = 1 kJ/mol no presente trabalho), © é
um pardmetro de ordem e ®° = 4,1 nm corresponde a posi-
¢do da restricdo imposta a amostragem de chapéu de chu-
va; 8 = [Rgg, — Rieoz| € 0 comprimento de DNA medido
entre nucleobases complementares (GC) localizadas nos
términos da dupla hélice, e que é analogo ao parametro de
ordem ¢, utilizado nos calculos de metadindmica.

Quando o potencial V(®) é utilizado no Halmiltoniano,
obtém-se uma probabilidade de distribuicao do sistema en-
viesada, P?(®), através de uma distribuicdo de Boltzmann
ao longo de O, e portanto assumindo que o sistema é ergo-
dico [54]:

pb(@) = Lezp{BUG)+v(e+)]}5[6" T e]ar
. | eJ.P{_ﬁ[U[-,-]+V[ﬂr{_r))]}d”r

3)

onde = (1/ksT), k_ é a constante de Boltzmann, é a fun-
¢ao delta de Dirac, e N é o niimero total de particulas do
sistema. Uma vez que o potencial V(®) depende apenas
do parametro de ordem O, e a integracao do numerador é
realizada sobre todos os graus de liberdade exceto ©, a pro-
babilidade ndo enviesada do sistema real , P%(®), é obtida
a partir da equacao 4:

P%(@) = P2(0)expf"'eT
4)

onde I' = —(1/8)In{e~#¥'®)} ¢ independente de ® e os pa-
rénteses triangulares representam uma amostragem feita
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sobre o ensemble. A reconstrucao do perfil real (ndo en-
viesado) de energia-livre, ou potencial de forca média
(PMF) [55], consistente com a energia-livre de Gibbs,
PMF(©) = —=kgTInP*“(®), é realizada utilizando o método
de andlise por histogramas médios [55-57].

Todos os calculos de metadindmica e amostragem de
chapéu de chuva foram realizados em conjunto com as
simulacdes de dindmica molecular, modificando o cédigo
original de CMD com o conjunto de rotinas Plumed 1.2.2
para o calculo de energia-livre [58].

3. Resultados e Discussao

Inicialmente a uma distancia de 0,5 nm do nanotubo
(Figura 2a), o 4cido nucleico difunde da solucdo em dire-
¢do ao término mais proximo (Figura 2b), sujeito a uma
atracdo eletrostatica forte (~—3,5 x 10° kJ/mol). Ai, a dupla
hélice equilibra-se dando origem a alguns rearranjos estru-
turais, e ap6s uma janela temporal de 3,4-15,42 ns, que é
funcdo da topologia e carga elétrica do sdlido, fica com-
pletamente encapsulado (Figura 2c) sendo o tnico grau de
liberdade restante a difusdo ao longo do volume interno do
nanotubo (Figuras 2d-g).

De forma a tornar a analise mais clara, abordar-se-do de
forma separada as propriedades de equilibrio e dindmicas
dos hibridos DNA@SWCNT.

Ny
ATIRRRRNN

3

’, i,
", .
i

Figura 2 — Trajet6ria observada para um &cido nucleico exposto a um
nanotubo eletricamente carregado e com D = 4 nm. a) Configuracao
inicial com o DNA a uma distancia de 0,5 nm do término mais préximo,
b) a encapsulacdo comega em consequéncia de atragoes eletrostaticas for-
tes entre 0 DNA e o sdlido, conduzindo a c) confinamento completo da
biomolécula, e seguido de d-g) translacao molecular dentro do volume
interno. Legenda: ocre: dupla hélice de DNA; cinzento claro: nanotubo;
encarnado: H,0 e azul: ides de Na* e Cl". Adaptado de [59].
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3.1. Energias-livres

As superficies bidimensionais de energia-livre obtidas
a partir do algoritmo de metadinamica (equagoes 1 e 2) sdo
representadas na Figura 3, destacando os dominios energe-
ticamente mais estéveis. E de salientar que os resultados
foram obtidos em condic¢Ges isotérmicas e isobaricas (310
K, 1 bar), e, assim, as energias na Figura 3 sdo equivalentes
a energia-livre de Gibbs; o estado de referéncia correspon-
de a dupla hélice de DNA em solugdo eletrolitica, antes de
ocorrer encapsulacio. E curioso notar que quando a topolo-
gia (40,0) é puramente hidrofébica (q = 0), ocorre inibicdo
de encapsulamento por parte do sélido e assim a superficie
correspondente ndo pode ser determinada, encontrando-se
ausente da Figura 3.

Os resultados obtidos para ambos os sélidos (51,0) in-
dicam claramente a existéncia de varios minimos locais
contidos dentro do nanotubo, ¢,< 2 nm, e ligados entre eles
por uma rota termodindmica que implica uma penalizagcdo
< 5 kJ/mol associada a difusdo da molécula entre minimos
adjacentes.
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l:]lﬂ
=

§

Figura 3 — Superficies de energia-livre de Gibbs. ¢, ¢ a distancia entre
centros de massa do DNA e do SWCNT, projetada ao longo do eixo prin-
cipal do nanoporo (z), e ¢, corresponde ao comprimento da dupla hélice.
Os minimos de energia livre encontram-se sempre distribuidos ao longo
do volume interno dos nanotubos, ¢,< 2 nm, ligados entre eles por uma
rota termodindmica e com uma penalidade de energia-livre < 5 kJ/mol. O
ensemble completo de minimos locais €, (¢,, ¢,) nm: (0,12; 4,11), (0,62;
4,16), (1,31; 4,16) e (1,80; 4,12) para (51,0; g=0); (0,1;3,78), (0,67;4) e
(1,75;4,1) para (51,0; g=+0.05 e7/C); (0,1;3,31), (0,4;3,25), (0,65;3,25),
(0,85;3,6), (1,05;3,25) e (1,2;3,25) para (40,0; q= +0.05 e/C). Figura
adaptada da ref. [41]. Copyright (2016) American Chemical Society.

O minimo absoluto de energia-livre a (¢,, ¢,) = (0,1;
4,1) nm (q = 0) desloca-se para (¢,, ¢,) = (1,7; 4,1) nm
quando o s6lido é eletricamente carregado (q = + 0.05 e’/
C), indicando que o centro do nanotubo deixa de ser o do-
minio energeticamente mais favoravel. O aumento ligeiro
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no comprimento da dupla hélice de ¢, = 3,8 nm (correspon-
dente a forma candnica B) para ¢, = 4,1 nm ocorre através
de uma expansdo eldstica da molécula [52].

Quando o didmetro do nanotubo é reduzido para D =
3 nm e mantida uma densidade de carga elétrica ndo-nula,
o minimo absoluto de energia-livre aparece localizado em
(¢,, ¢,) = (1,05; 3,25) nm; por oposigdo ao seu analogo pu-
ramente hidrofébico, a topologia carregada (40,0) favorece
a encapsulacdo de dcidos nucleicos. E de salientar que o es-
pago de fases coberto por ¢, € maior do que nas topologias
(51,0), e inclui agora formas ndo estaveis (transientes) que
sdo o resultado de compressdo severa ao longo da dupla
hélice (¢,< 3 nm).

De forma a validar os resultados de metadinamica e si-
multaneamente conduzir um teste de autoconsisténcia aos
calculos, realizaram-se simula¢des independentes utilizan-
do o0 método da amostragem de chapéu de chuva (equacdes
3 e 4). Para o efeito, construiu-se um parametro de ordem
© que por analogia com ¢, corresponde ao comprimento da
dupla hélice (Figura 4).

3.75 nm

Probabilidade
= o =
] £ H

(51,0), g=0
(51,0), g=+0.05
(40,0), g=+0.05

PMF (kJ/mol)

el

3.5 4.0

® (nm)

Figura 4 — Probabilidade de distribuicdo e potencial de forca média
(PMF) do DNA encapsulado. Porque o pardmetro de ordem @ foi de-
finido como o comprimento da dupla hélice, os dois picos observados
para as topologias eletricamente carregadas identificam claramente o
maximo de probabilidade correspondente as conformagoes de equilibrio
(6= 3,73-3,75 nm), mas também duas outras formas nao candnicas de
DNA, a ©= 4,29 e ®= 3,51 nm. Simbolos sdo os resultados das simula-
¢Oes e as linhas correspondem a ajustes utilizando estatisticas de Gauss;
preto: (51,0) q = 0, azul escuro: (51,0) g = +0.05 e”/C e azul claro: (40,0)
q = +0.05 e”/C. A curva Gaussiana para a topologia (40,0) foi obtida no
intervalo ®> 3,5 nm. Figura adaptada da ref. [41]. Copyright (2016) Ame-
rican Chemical Society.

Os perfis sdo Gaussianos em torno de ®, com maximos
no dominio 3,73-3,75 nm de acordo com os minimos de
energia-livre obtidos para ¢, (Figura 3), e, portanto, con-
sistentes com o comprimento de B-DNA canénico de 3,8
nm. Vimos anteriormente que o confinamento de DNA
num SWCNT (51,0) hidrofébico conduz a uma expansao
elastica da dupla hélice de cerca de 0,3 nm, localizada
essencialmente em términos opostos [52]. Apesar dos
maximos de probabilidade dominarem por completo a
paisagem energética, é de notar o aparecimento de duas
outras formas de DNA quando g = + 0,05 e7/C, em lados
opostos dos picos Gaussianos a ®= 4,29 nm (51,0) e ©=
3,51 nm (40,0): o didmetro de nanotubo desempenha um
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papel crucial no comprimento assumido por um acido nu-
cleico encapsulado.

3.2. Eletrostatica

Considerando apenas os nanotubos eletricamente car-
regados, os hibridos DNA@SWCNT revelam claramente
uma separacdo de densidade de carga elétrica, I" (x,y) (Fi-
gura 5), com contribuicdes dominantes do préprio sélido
mas também do par iénico Na*Cl".

5 6
(y) (nm)

Figura 5 — Densidade de carga elétrica. As caixas de simulagdo com os
hibridos DNA@SWCNT foram divididas em 100 fatias de 0,11 nm de
largura, e cada fatia integrada ao longo da direcdo x ou y para obter uma
densidade de carga volumétrica, (x, y). a) NaCl (azul), DNA (encarnado),
sistemas completos (DNA@SWCNT+H,0+NaCl) (cinzento); b) densi-
dade de carga de NaCl e c) densidade de carga dos sistemas completos.
O DNA ¢ representado por uma superficie ocre, a H,0 pelos seus dtomos
de O (encarnado) e os ides CI- por esferas azuis. Cores claras e escuras
correspondem as topologias (40,0) e (51,0), respetivamente. Os SWCNTs
encontram-se alinhados ao longo da diregdo (z) e assim o seu eixo princi-
pal é perpendicular ao plano (x, y); o volume dos sistemas corresponde a
(x xyxz) = (11 x 11 x 15) nm (as linhas a tracejado indicam as fronteiras
externas do sélido (51,0)). Adaptado de [59].

Os picos na Figura 5b sdo atribuidos aos ides Cl-, que
se encontram em contacto direto com as paredes soélidas
e a mediar as interagdes com o acido nucleico. Os perfis
eletrostaticos obtidos para o NaCl sdo na realidade uma
fotografia nanoscépica em torno das nanotubos, revelan-
do a existéncia de blindagem entre a solucao e o volume
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interno do poro. Considerando &, como a distancia entre os
picos das paredes externas, 7,8 nm e 3,1 nm (51,0) e 7,4 nm
e 3.5 nm (40,0), e &, como a mesma propriedade em relagdo
as paredes internas, 7 nm e 3,8 nm (51,0) e 6,6 nm e 4,3 nm
(40,0), entdo existe uma constante de blindagem ¢ = (),
abaixo da qual o sistema encapsulado ndo possui meméria
eletrostética da solucdo: ¢**? = 1,6 nm e ¢*? = 1,5 nm.

Devido a natureza atomistica dos nossos modelos, o
desdobramento dos picos de I' (x, y) na Figura 5c marca a
distingdo entre a parede grafitica externa e interna, a tltima
das quais contacta diretamente com a biomolécula. Estan-
do fortemente correlacionada com as paredes, a densidade
de carga no volume interno do sélido corresponde essen-
cialmente ao acido nucleico e aos ides CI-. E de notar que,
dependendo do didmetro exato do nanotubo, a densidade
de carga associada ao DNA esta fortemente localizada nas
paredes (D = 4 nm) ou concentrada ao longo do centro do
nanoporo (D = 3 nm). Esta observacgdo é consequéncia do
volume-livre disponivel, pois as energias de interacdo aci-
do nucleico/s6lido sdo muito semelhantes para ambas as
topologias (~ 4,1x 10® kJ/mol) [41]; a molécula de DNA
ndo possui graus de liberdade para se acomodar ao longo
do solido (40,0) exceto na direcdo z paralela ao eixo prin-
cipal, inibicao essa que é levantada para a topologia (51,0)
permitindo assim ao acido nucleico deformar-se elastica-
mente e explorar as dimensoes x e y.

No presente trabalho, o ambiente eletrostatico a vol-
ta da molécula de DNA é monitorizado utilizando a dis-
tribuicdo de carga associada ao par iénico Na*Cl. Para o
efeito, determinaram-se os respetivos mapas de densidade
numérica (Figura 6) separando as contribui¢oes do catido
e do anido. A parte do volume de exclusdo corresponden-
te as paredes do soélido, a densidade de Na* encontra-se
homogeneamente distribuida dentro e fora dos nanotubos,
formando essencialmente uma distribuicao de carga con-
tinua. Por oposicdo, os ides Cl~ encontram-se distribuidos
em dominios ndo-homogéneos, e concentrados ao longo
das paredes internas, sendo a sua densidade decrescente
a medida que se aproxima do centro (x, y) do nanotubo
(zona ja fortemente populada por carga negativa resultante
da biomolécula).

Considerando o eixo principal z, torna-se evidente que
existe um segundo volume de exclusdo, modestamente
populado por CI, e particularmente evidente na topologia
(40,0). Os ides Cl~ sdo da mesma natureza eletrostatica que
os grupos fosfato do DNA, constituindo assim espécies
que sdo mutuamente exclusivas, sendo portanto empurra-
dos para os términos do sélido onde a densidade de carga
elétrica do DNA — 0. Como veremos adiante (cf. 3.5 — Ci-
nética) este facto provocara efeitos bastante pronunciados
sobre a difusdo biomolecular ao longo do sélido.

3.3. Densidade biomolecular

De forma a analisar inequivocamente a trajetéria do
acido nucleico, determinaram-se mapas bi-dimensionais
de densidade numérica correspondentes ao DNA (Figu-
ra 7), utilizando histogramas temporais para o centro de
massa molecular. Os vastos dominios azuis na Figura 7,
onde a densidade é aproximadamente nula, sdo atribuiveis
a solucao eletrolitica que o DNA nunca (re)visita apos ter
ocorrido encapsulagao. Que a biomolécula confinada retém
mobilidade translacional torna-se agora evidente, identi-

112

nm?

* (nm) ne x(nm}

Figura 6 — Mapas de densidade numérica de Na*Cl-(q = + 0,05 e/C). E de
notar a 2.* camada de hidratacdo de ides Cl- em torno nas paredes interna
e externa; as linhas a tracejado sdo representacoes pictoricas dos limites
das mesmas [59].

¥ [nm}

Figura 7 — Mapas de densidade numérica de DNA (g = +0.05 e7/C). Os
dominios amarelos e encarnados, onde a densidade se aproxima do mé-
ximo, indicam que o DNA mantém mobilidade translacional dentro dos
nanoporos; as linhas a tracejado indicam as fronteiras dos SWCNTs e as
linhas a preto sdo perfis de densidade 1D ao longo da diregdo respetiva.
Note-se o volume vazio na topologia (51,0) ao longo do eixo principal do
nanoporo e com um didmetro cilindrico de 1.5 nm. Figura adaptada da ref.
[41].Copyright (2016) American Chemical Society.
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ficando para o efeito as zonas amarelas e encarnadas dos
mapas de densidade; nessas zonas, que cobrem uma grande
porcao do volume interno do nanoporo, a densidade aproxi-
ma-se do valor méaximo.

No entanto, e apesar da conservacao de mobilidade, os
mapas de densidade da Figura 7 revelam também que a di-
fusdo molecular é bastante influenciada pelo diametro do
nanotubo: com um didmetro de ca. 2 nm (Figura 1), o acido
nucleico é menos constrangido num poro de D =4 nm, e, as-
sim, devido a razdes entrépicas (volume-livre), o respetivo
deslocamento molecular é mais inibido num SWCNT com
D = 3 nm. Os perfis de densidade 1D indicados na Figura 7
revelam um tinico pico no caso da topologia (40,0), ocor-
rendo desdobramento em dois sinais simétricos em torno
do centro para o solido (51,0). Neste tiltimo caso, observa-
-se uma distancia entre picos de 1.5 nm, que permite inferir
acerca da existéncia de um dominio cilindrico vazio ao lon-
go do eixo principal, onde a densidade se aproxima de zero;
além disso, aqueles dois picos estdo em contacto préximo
com as paredes eletricamente carregadas, indicando que o
DNA é agora completamente mével no plano (x, y).

3.4. Eixos de dupla hélice

A mobilidade molecular entre fronteiras sélidas ocorre
via um processo de autodifusdo (cf. 3.5 — Cinética), mas o
acido nucleico também recorre a um mecanismo que envol-
ve rotacao em torno do eixo molecular.

Por forma a conseguir visualizar este tltimo fenémeno
em detalhe, o dodecamero de Dickerson (Figura 1) foi se-
parado nas duas cadeias que o constituem, e cada uma delas
foi utilizada para monitorizar o espaco de fases. Atribuin-
do cores distintas a cada eixo de cadeia tnica, os resultados
encontram-se graficamente ilustrados na Figura 8 para dife-

(51,0) (40,0)

& ¢
i

A

l

Figura 8 — Ensembles de eixos de cadeia tinica para 0 DNA encapsulado (q
=+0.05 e7/C). Cada eixo individual liga dois atomos de fésforo localizados
em términos opostos de cada cadeia, resultando assim duas cores para duas
cadeias que compdem a dupla hélice. Os nanotubos estdo alinhados de for-
ma paralela ao eixo z, com didametros D¢ = 4 nm e D#% = 3 nm.
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rentes perspetivas sobre os sistemas DNA@SWCNT; é de
salientar que o nanotubo se encontra orientado ao longo da
direcdo z. Apesar de nao representados na Figura 8, resul-
tados idénticos foram obtidos para a topologia hidroféobica
(51,0) [52].

Os ensembles obtidos para as duas topologias sdo evi-
dentemente distintos. Globalmente, os resultados para o
nanotubo (51,0) estdo distribuidos de forma quasi-isotrépi-
ca, em claro contraste com o ensemble anisotrépico carac-
teristico do solido (40,0). Este facto pode ser interpretado
em termos de penaliza¢des entropicas impostas a molécu-
la de DNA quando confinada ao nanoporo mais estreito,
penalizacOes essas que sdo bastante mitigadas quando o
volume-livre aumenta. Neste tltimo caso, os ensembles
conformacionais na Figura 8 evidenciam semelhancas com
uma forma tipo toroidal no plano (x, y), cujo centro se en-
contra largamente despopulado. No entanto, mesmo sendo
uma entidade flexivel, o dodecamero ndo pode ser sobre-
-esticado sem incorrer num aumento do correspondente
PMF (Figura 4), e assim a projecdo em (x, y) contém re-
gides opostas simétricas nas fronteiras (dominios préximo
das paredes), onde a densidade de eixos de cadeia tinica é
menor.

Os mapas de densidade molecular (Figura 7) revelaram
que a molécula de DNA tende a ocupar uma regido espa-
cial centralmente localizada em relagdo ao volume interno
do nanoporo (40,0), e, assim, a distribuicdo dos respeti-
vos ensembles de eixos encontra-se densamente populada
naquela regido interna. Fisicamente, para se acomodar no
plano (x, y) do nanoporo com D = 3 nm, a dupla hélice teria
que sofrer uma deformacao severa, forcando o esqueleto
de fosfatos a dobrar-se em dire¢do ao centro, e assim pro-
vocando repulsdes eletrostaticas entre eles [60].

3.5. Cinética

O estudo das propriedades dinamicas dos hibridos
DNA@SWCNT foi realizado de forma independente e
apos se terem desligado os potenciais de metadinamica e
de amostragem de chapéu de chuva, V[®(v), t] e V(O), rea-
lizando novas simulacdes de DMC durante ~ 0,08 0,1 ps.

A andlise temporal das trajetérias moleculares decorre,
habitualmente, no ambito das equacGes de Stokes-Einstein
ou de Green-Kubo [31,61], que se tornaram no método
de facto para a obtencdo de coeficientes de autodifusao;
ambos os formalismos sdo matematicamente equivalentes
[62]. Baidakov e Kozlova determinaram o coeficiente de
autodifusdo para fluidos de Lennard-Jones monitorizando
o deslocamento quadrado médio (equagdo de Einstein) e
as funcdes de autocorrelacao da velocidade (equagdo de
Green-Cubo), concluindo que ambas as metodologias pro-
duziam resultados autoconsistentes dentro do erro de cal-
culo (0,5-1,0%) [63].

Os dados de transporte obtidos a partir das simulagoes
de CMD sdo analisados neste trabalho calculando o coefi-
ciente de autodifusdo da dupla hélice de DNA, D,, utili-
zando a equacdo de Stokes-Einstein [64] para relacionar
Deff com o deslocamento quadrado médio (MSD) do centro
de massa de acordo com a equacdo 5, onde r(t) é o vetor
posicional no tempo t, e os parénteses triangulares repre-
sentam uma amostragem feita sobre o ensemble de todas
as configuragdes. O célculo de D, a partir da equacdo 5
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resulta do mapeamento tridimensional do espaco de fases,
assim constituindo uma propriedade translacional efetiva.

Degy = lim 2 ([r(®) — F(O)T?) -

Os resultados para nanotubos hidrofilicos encontram-se
registados na Figura 9, juntamente com os componentes
individuais de MSD ao longo das direcdes x, y e z; foram
ja apresentadas as conclusdes para um sélido hidrofébico
(51,0) [65]. A titulo de comparagdo, apresentam-se também
os regimes classicos de difusdo indicados por linhas cin-
zentas, nomeadamente balistico (MSD o ), Fick (MSD o t)
e carreira-unica (MSD oc t2). A analise cuidadosa dos dados
revela que a translacdo biomolecular comeca no regime de
Fick e é de curta duracdo (< 2 ns), permitindo nesse regime
calcular Deff(ﬂ"’) =0,954 x 10° m%s e Deff("""’) = 0,537 x
107 m?s, utilizando a equacdo de Einstein (equagdo 5). A
magnitude destes valores é metade da propriedade corres-
pondente a topologia hidrofébica (51,0), D, =1,713 10°°
m?/s; a atracdo eletrostatica entre as paredes sélidas e o aci-
do nucleico induz um abrandamento na difusdo molecular
em topologias hidrofilicas quando comparada com sélidos
puramente hidrofébicos.

DNA@(51,0)
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Figura 9 — Representagdo logaritmica de deslocamento quadrado médio,
MSD = [ r(t) —r(0)]%e curvas de ocorréncia relativa (MSD®®-®/MSD?P)
(@ = + 0.05 e7/C). As linhas cinzentas correspondem aos regimes clés-
sicos de difusdo, balistico (MSD oct?), Fick (MSD oct) e carreira tinica
(MSD«t"?), e as linhas tracejadas a preto indicam um patamar de 0,33
nos perfis de ocorréncia. O tempo normalizado (1) corresponde a T = t/t*,
onde t é o tempo medido e t*' é o tempo total de simulagdo. Legenda de
cores: preto) 3D, purpura) x, encarnado) y e azul) z [59].

Para além do dominio de aplicabilidade da lei de Fick
(t > 2 ns), ocorre uma transicdo para o regime de carreira-
-tinica e a difusdo do DNA segue uma lei t2. A normaliza-
¢do dos perfis de MSD unidirecionais pela correspondente
quantidade 3D de acordo com MSD®®@/MSD?P, revela
a existéncia de um mecanismo nunca antes observado: a
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difusdo é altamente anisotropica ao longo do nanoporo
(51,0), mas ndo necessariamente no analogo (40,0). Na
verdade, a curva de ocorréncia de MSD® normalizado (Fi-
gura 9) contribui com mais de 66% para o respetivo valor
de MSD?P, contribuindo com menos de 33% no caso do
poro (40,0). A existéncia de um volume de exclusdo ao lon-
go de z foi ja discutida anteriormente, cuja consequéncia é
o deslocamento dos ides Cl~ em dire¢do a términos opostos
e tornando o acido nucleico responsavel pela densidade de
carga negativa no centro do poro. Esse volume de exclusdo
¢ também responsavel por dois mecanismos distinctos de
translacao entre topologias: enquanto que no sélido (51,0)
o DNA move-se ao longo do poro favorecendo a direcao z,
quando o didmetro é reduzido para 3 nm o modo predileto
de translacao corresponde a uma rotacdo ao longo do eixo
da dupla hélice [59].

Regra geral, o deslocamento quadrado médio,
MSD = ([r(t) — r(0)]*), pode ser descrito por uma lei do
tipo MSDoct*, onde o expoente é um indicador do modo
predominante de translacdao, nomeadamente x = 2 (balis-
tico), k = 1 (Fick) e k = 1/2 (carreira unica). Este dltimo
caso, onde o MSD aumenta menos do que linearmente com
o tempo, cai na categoria geral de sub-difusdo, e é trivial
demonstrar que, incorDoranI(!i_q_ra lei t“ na equagdo 5 con-
duz a p_;;ect™* " cmsD” = . Torna-se assim evidente
que o coeficiente de autodifusdo decresce com o aumento
do tempo, sendo uma consequéncia natural a resisténcia a
translagcdo causada pela existéncia das paredes do sélido;
para nanoporos, apenas no limite de tempos muito longos
(ps) é que este regime sub-difusivo volta ao mecanismo de
difusdo normal [64]. Assim, os coeficientes de autodifusdo
obtidos a partir dos dados de MSD registados na Figura 9
devem ser considerados com especial atengdo, e utilizados
como estimativas da difusdo de dcidos nucleicos genomi-
camente longos em nanotubos carregados.

Para analisar mais detalhadamente este fenémeno
determinaram-se curvas de densidade de probabilidade
relativas as velocidades instantaneas, como indicado na
Figura 10; os resultados sdo correlacionados utilizando
a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann a trés dimensdes
(equacdo 6) e uma dimensao (equacdo 7):

3 muy*

m

plv) = (,‘”ksr)a 4 e 2kpT v(x, v.2)

(6)
p(v) = {MF:BT o TKgT v(x), v(y), v(z)

(7)

onde p(v) € a probabilidade, m é a massa, k, € a cons-
tante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e v a velo-
cidade medida ao longo da direcdo respetiva.

Torna-se assim evidente que apesar da mobilidade mo-
lecular ser anisotréopica, tal facto deve-se essencialmente a
razdes entropicas (volume-livre), pois as energias cinéticas
(E = imﬂg_) sdo muito semelhantes independentemente da
direcdo espacial considerada. Geng e Noy realizaram ex-
periéncias in vitro com nanotubos incrustados em purinas
[28], e demonstraram que os correspondentes hibridos sao
capazes de transportar cadeias unicas de DNA (ssDNA)
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Figura 10 — Perfis de velocidade do centro de massa do DNA@SWCNT
(q = +0.05 e7/C). As linhas correspondem a distribuicdes de Maxwell—
—Boltzmann (equagdes 6 e 7), excluindo os primeiros pontos onde a pro-
babilidade (v = 0 nm/ps) = 0.

em direcdo ao interior celular com uma velocidade média
de 1,5 nucleétidos/ms. Pei e Gao estudaram a dindmica de
ssDNA’s curtos (3 oligonucleétidos) utilizando simula-
¢Oes computacionais [66] enquanto aplicavam um campo
gravitacional para induzir difusdo; para as suas topologias
estreitas, D = 1,36 nm e D = 1,89 nm, observaram uma
velocidade de translacdo média de <v> = 16,67 m/s. Mais
recentemente, Liu et al. construiram transistores elétricos
com SWCNTs [67] (comprimentos de 2 pm) e realizaram
medidas elétricas para monitorizar a translacdo de cadeias
longas de DNA num padrdo de [KCI] = 1-2 M, mas nao
reportaram os respetivos dados cinéticos.

Tanto quanto é do nosso conhecimento o presente tra-
balho é o primeiro a estudar a difusdo de duplas hélices de
DNA através de nanotubos eletricamente carregados, em
condigdes fisiologicas. Considerando que as velocidades
instantaneas de translacdo (3D) sdo satisfatoriamente des-
critas por estatisticas de Maxwell-Boltzmann (Figura 10),
o0s respetivos maximos de ocorréncia, <v>"* =27 14 m/s
(D =4 nm) e <y>"* = 2704 m/s (D = 3 nm), sao aproxi-
madamente o dobro do valor observado por Pei e Gao em
nanotubos hidrofébicos [66] e 3,7-3,8 m/s mais lentos do
que a difusdo de duplas hélices em topologias (51,0) primi-
tivas (<v>m* = 30,8 m/s) [65].

4. Conclusao e Perspetivas Futuras

Quando exposta a sdlidos nanoporosos, hidrofébicos
ou hidrofilicos, a dupla hélice de DNA é rapidamente en-
capsulada de uma forma termodinamicamente espontanea
(3,4-15,42 ns), conduzindo a hibridos DNA@SWCNT
que exibem um decréscimo significativo da corresponden-
te energia livre de Gibbs (~ 40 kJ/mol); no entanto, existe
um didmetro critico de D = 3 nm em solidos hidrofébicos,
abaixo do qual o 4cido nucleico evita o encapsulamento
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preferindo permanecer em solucdo aquosa de NaCl.

O comprimento da biomolécula confinada é semelhan-
te a forma canonica de B-DNA (ca. 3,8 nm), no entanto,
as superficies termodinamicas exibem minimos locais de
energia-livre consecutivos (separados por ~ 5 kJ/mol) e
correspondentes a uma compressao/expansao da dupla hé-
lice de 0,25-0,5 nm. O acido nucleico encapsulado man-
tém mobilidade translacional entre os términos do nano-
poro, recorrendo a um mecanismo de difusdo anisotrépica
e de rotacdo em torno do eixo da dupla hélice. As imagens
nanoscopicas obtidas para os mapas de densidade mole-
cular e de eixos de cadeia tnica indicam que a molécula
favorece o posicionamento em contacto préximo com as
paredes internas do nanotubo ou num volume localizado ao
longo do eixo principal z, onde (x, y) % (0,0), dependendo
do didametro e da densidade de carga elétrica do sdélido.

A topologia maior (D = 4 nm) induz sempre uma di-
fusdo anisotrépica na molécula de DNA, mecanismo esse
que é aniquilado quando o didmetro decresce para 3 nm e a
translacdo se torna aproximadamente simétrica ao longo de
qualquer direcdo espacial; para além de uma janela inicial
de 2—4 ns, onde o DNA se difunde de acordo com a lei de
Fick (« t), existe uma transicdo para o regime de carreira
unica (oc t?). Além do mais, a existéncia de carga elétrica
positiva nos solidos conduz a um abrandamento de ~12%
na velocidade instantanea da biomolécula, quando compa-
rada com um soélido (51, 0) puramente hidrofébico.

Para poderem ser utilizados em terapéuticas como
agentes de entrega de biomoléculas ao interior da célula
viva, os hibridos DNA@SWCNT tém ainda que ser estu-
dados quanto a reversibilidade do mecanismo de encapsu-
lamento. Xue et al. utilizaram agentes de enchimento (C)
e atuadores mecanicos (nanofios de Ag) para ejetarem ssD-
NA de dentro de SWCNTs hidrofébicos [68], relacionan-
do a possibilidade de ejecao com as interagdes dispersivas
resultantes da externalizacdo da biomolécula. Os agentes
C,, utilizados evidenciam interacdes dispersivas com 0s
nanotubos de ~ —1800 kJ/mol (~ —7000 kJ/mol para os na-
nofios de Ag), uma ordem de magnitude acima dos valores
observados para encapsulamento em solidos (51,0) [52],
e assim validando a hipo6tese daqueles mecanismos serem
empregues na externalizacdo de dsDNA.
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