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RESUMO

N Neisseria meningitidis, bactéria aerébica Gram negativa, causa infec¢gdes meningococicas
que podem resultar em doengas severas incluindo meningite, sepsis e pneumonia. Uma vez
que a administracao precoce de antibiéticos esta relacionada as baixas taxas de morbidade e
mortalidade, € de crucial importancia iniciar o tratamento o mais rapido possivel. A
administragcdo de antibidticos aos pacientes com suspeita de infecgdes meningocécicas
antes da coleta de material bioldgico tem sido uma pratica comum que pode prejudicar o
diagndstico microbiologico por cultura bacteriana. A abordagem nos ultimos anos tem sido o
desenvolvimento de técnicas alternativas que possam ser utilizadas para se obter o
diagnéstico etioldgico. Técnicas de biologia molecular, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), tem sido desenvolvidas para melhorar a sensibilidade e especificidade da
deteccdo de microorganismo e aliadas a Nanotecnologia podem ser U(teis para
desenvolvimento de métodos alternativos de diagnostico. Foi realizado o estudo entre a
interacdo do DNA e nanoparticulas de silica mesoporosa SBA-15 e SBA-16 através de
retardacdo em gel e dicroismo circular. Depois foi padronizada PCR para N. meningitidis
ATCC 23247 Sorogrupo B com a utilizagdo de primers do gene synD, através de gradiente
de MgCl,. Também foi determinado o Limite de Deteccédo (LD) de DNA da PCR e entdo a
reacdo foi adjuvada com nanoparticulas de silica mesoposa SAB-15 e SBA-16. Resultados
de retardacdo em gel e dicroismo circular sugerem interacdo fraca entre DNA e estas
nanoparticulas e a alteragcdo desta interagdo quando foram submetidos a PCR. A
concentragdo de MgCl, determinada foi de 1,25mM e o LD de DNA foi de 3,13 pg/uL, e a
utilizacdo de MSN em reacdes de PCR Convencional para a deteccao de N. meningitidis nao
demonstrou aumento da sensibilidade da técnica.
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ABSTRACT

Neisseria meningitidis, Gram-negative aerobic bacteria, which cause meningococcal disease
can result in severe diseases including meningococcal meningitis , sepsis and death. Since
the early administration of antibiotics is related to lower rates of morbidity and mortality, it is
crucial to start treatment as soon as possible. The administration of antibiotics to patients with
suspected meningococcal disease before the collection of biological material has been a
common practice that can harm the microbiological diagnosis of bacterial culture. The
approach in recent years has been the development of alternative techniques that might be
used to obtain the etiologic diagnosis. Molecular biology techniques such as the Polymerase
Chain Reaction (PCR) have been developed to improve the sensitivity and specificity of
detection of a microorganism and allied Nanotechnology may be useful for development of
alternative methods of diagnosis. Study the interaction between DNA and SBA-15 and SBA-
16 was performed by gel retardation and circular dichroism. After PCR was standardized for
N. meningitidis Serogroup B ATCC 23247 by using primers Synd gene through MgCI2
gradient. It was also determined the Limit of Detection (LOD) DNA PCR and then the reaction
was adjuvated with silica nanoparticles mesoposa SAB-15 and SBA-16. Results of gel
retardation and circular dichroism suggest weak interaction between DNA and these
nanoparticles and the change of this interaction when they were subjected to PCR. The
MgCI2 concentration determined was 1.25 mM and the DNA was LD 3.13 pg / uL, MSN and
use in standard PCR reactions for the detection of N. meningitidis showed no increased
sensitivity of the technique.
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1. INTRODUCAO

Neisseria meningitidis € uma bactéria que desenvolve infec¢cdes que levam ao
desenvolvimento da Doenga Meningocécica (DM). A DM pode se manifestar em trés estados
clinicos: meningite, sepse e pneumonia (Kim, Blaise 2012, Ministério da Saude 2009, Taha
2000, WHO 2010). O inicio dos sintomas € subito e morte pode se seguir em poucas horas.
De 10 a 15% dos pacientes ha defeitos neuroldgicos persistentes, incluindo perda de
audicao, disturbios de fala, perda dos movimentos dos membros, retardo mental e paralisia. A
DM ocorre esporadicamente em todo o mundo, com variagbes sazonais e responde por uma
propor¢cao de meningite bacteriana endémica. (WHO 2010).

Os principais alvos do diagnoéstico molecular da N. meningitidis sdo os genes
responsaveis pela sintese de polissacarideos de capsula juntamente com o0s genes
constitutivos, ou seja, aqueles indispensaveis ao metabolismo normal das bactérias (Harrison
et al. 2011, Vogel 2010, Zhu et al. 2012, Whang et al. 2012).

Além disto, o foco nos ultimos anos tem sido desenvolver métodos diagnésticos
alternativos que sejam mais sensiveis, rapidos, menos custosos e que possam ser aplicados
em situagcées de campo no caso de epidemias (Boving et al. 2009, Carbonelle et al. 2011,
Harrison et al. 2011, Zhu et al. 2012), uma vez que € DM é uma doenca que se desenvolve
de forma muito rapida e o diagndstico preciso nem sempre € tdo rapido quanto seria
necessario. Assim a presenca de técnicas de PCR no diagnéstico é de extrema importancia
uma vez que elas sao rapidas e apresentam resultados conclusivos.

Portanto a presente dissertacdo refere-se a uma possivel utilizacao de
nanoparticulas de silica no diagnoéstico da DM. Neste primeiro instante um estudo da melhor

eficiéncia da utilizacao das técnicas de PCR na associacao da nanoparticulas SBA 15 e SBA



16 com a bactéria N. meningitidis foi avaliado, para posteriores estudos das mesmas

nanoparticulas com o material bioldgico.

1.1. Meningite

O termo meningite expressa a ocorréncia de um processo inflamatério das meninges,
membranas que envolvem o cérebro e a medula espinhal (Kim, Blaise 2012, Ministério da
Saude 2009, WHO 2010). Pode causar dano cerebral grave e é fatal em 50% dos casos se
nao for tratada (WHO 2010). E frequentemente causada por infecgdes bacterianas, virais ou
fungicas, mas também pode ser desencadeada por hemorragia subaracndidica, processos
inflamatoérios, medicamentos e neoplasias (Boving et al. 2009, Ministério da Saude 2009,
WHO 2010).

As meningites de origem bacteriana e viral sdo as mais importantes pela sua
magnitude e capacidade de ocasionar surtos da doencga, sendo os principais causadores:
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium
tuberculosis e alguns enterovirus, dentre eles Poliovirus, Echovirus e Coxsackievirus
(Ministério da Saude 2009, Taha 2000).

A transmissdo das meningites infecciosas ocorre de pessoa a pessoa, através das
vias respiratorias, por goticulas de secregbes da nasofaringe havendo necessidade de
contato intimo ou direto com as secrecdes respiratdrias da pessoa portadora do agente
infeccioso. A transmissdo fecal-oral é de grande importadncia quando se diz respeito a
meningites causadas por enterovirus (Ministério da Saude 2009, WHO 2010). O periodo de

incubacao é em média de 4 dias, mas pode variar entre dois a dez dias (WHO 2010).



O quadro clinico da meningite é grave e caracterizado por febre, cefaleia intensa,
nausea, vomito, rigidez da nuca, prostracao e confusdo mental, sinais de irritacdo meningea
e alteracdo do liquido cefalorraquidiano (LCR) (Ministério da Saude 2009, Taha 2000). A
presenca de alguns sinais clinicos pode sugerir a suspeita etioldégica. No caso de N.
meningitidis pode surgir exantema (rash) principalmente nas extremidades do corpo.
Diferentemente das demais meningites, as meningites tuberculosa e fungica podem
apresentar evolucdo mais lenta, de semanas ou meses, dificultando o diagnédstico por
suspeicdo. No caso das meningites virais, 0 quadro clinico € semelhante aos das demais
meningites agudas, mas o que chama atencao é o bom estado geral do paciente associado a
presenca de sinais de irritacdo meningea. Quando se trata de enterovirus & importante
destacar que os sinais e sintomas inespecificos que mais antecedem e/ou acompanham o
quadro de meningite sdo: manifestacbes gastrointestinais (vomito, anorexia e diarreia),
respiratérias (tosse, faringite) e ainda mialgia e erupcdes cutdneas (Ministério da Saude
2009).

Mesmo quando a doenca é diagnosticada precocemente e o tratamento é adequado, 5
a 10% dos pacientes morrem, tipicamente 24h a 48h ap6s o inicio dos sintomas. Também
pode causar danos ao cérebro, perda de audicao ou dificuldade de aprendizagem em 10 a

20% dos pacientes que sobrevivem (WHO 2010).

1.1.2. Neisseria meningitidis

N. meningitidis é uma bactéria capsulada Gram-negativa considerada um membro

comensal da nasofaringe humana. Esta coloniza apenas humanos, sendo que nao ha

reservatério animal desta bactéria. Estima-se que 5% a 10% da populagédo seja portadora



assintomatica (Tzeng, Stephens 2000, WHO 2010).

Esta bactéria é tradicionalmente classificada de acordo com as diferenca estruturais
dos polissacarideos presentes na capsula, em 12 diferentes sorogrupos: A, B, C, 29E, H, K, I,
L, X, Y, W135 e Z. Entretanto, os envolvidos em casos epidémicos sao os sorogrupos A, B,
C, Y e W135 (Girard et al. 2006, Ministério da Saude 2009, Zhu et al. 2012, WHO 2010).

Na Figura 1 pode-se visualizar a estrutura da capsula de N. meningitidis. A membrana
externa contém pilli e outras proteinas, pequenas cadeias de lipopoli(oligo) sacarideos,
fosfolipidios e  polissacarideos de capsula, sendo estes Ultimos sdao os principais

contribuintes para a viruléncia de N. meningitidis (Tzeng, Sthephens 2000).
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Figura 1: Esquema ilustrativo dos componentes da membrana externa de N. meningitidis capsulada (adapatado

de Tzeng, Stephens 2000).

Os polissacarideos de capsula possuem importante papel em propriedades
antifagocitarias e antibacterianas desta bactéria durante a invasdo da corrente sanguinea ou

LCR. Também fornecem propriedades protetoras e antiaderentes as quais promovem a



transmissao, propagacdo e sobrevivéncia da bactéria dentro e fora de compartimentos
intracelulares (Tzeng, Sthephens 2000)

Tais polissacarideos séo sintetizados pelo operon syn sendo compostos por derivados
do acido sialico ou acido N-acetil-neuraminico que podem se apresentar como
homopolimeros (no caso dos sorogrupos B e C, compostos pelo acido a-2,8 e a-2,9 N-acetil-
neuraminico, respectivamente) ou heteropolimeros (como no caso dos sorogrupos Y e W135,
compostos por 6-D-glicose e 6-D-galactose ligados ao acido a-1,4-N-acetil-neuraminico,
respectivamente). Ja o sorogrupo A, frequentemente isolado em paises do cinturdo africano,
tem seu polissacarideo capsular composto por a-1,6-N-acetil-manosamina-1-fosfato e o
operon syn possui seu homdlogo conhecido como operon myn, o qual € composto pelos
genes mynA-C, implicados na sintese capsular dos meningococos pertencentes a estes
sorogrupo (Tzeng, Sthephens 2000).

O fendmeno relacionado com a variagdo capsular desta bactéria, em que ha uma
transferéncia de material genético entre dois clones, é conhecido como switch capsular. Tal
processo, promove a alteragdo de um sorogrupo a outro através da transmissédo horizontal
de material genético, transformando por exemplo linhagens do tipo C em linhagens do tipo B,
ou linhagens do tipo C em linhagens do tipo W135 (Taha 2000, Tzeng, Sthephens 2000).

Os genes responsaveis pela sintese de polissacarideos de capsula sdo um dos
principais alvos do diagnoéstico molecular destas bactérias juntamente com os genes
constitutivos, ou seja, aqueles indispensaveis ao metabolismo normal das bactérias (Harrison
et al. 2011, Vogel 2010, Zhu et al. 2012, Whang et al. 2012), assim verifica-se a necessidade

de estudar mais este ramo para o mais rapido e eficiente diagnostico da doenca.



1.1.3. Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial é realizado através da cultura de materiais biolégico do
paciente. Quando suspeita-se de meningite o material escolhido € o LCR, mas quando ha
outras manifestacées da DM como pneumonia e sepse s&o analisados escarro e sangue,
respectivamente (Ministério da Saude 2009, WHO 2010).

ApGs o isolamento da bactéria do material biolégico séo realizados testes simples
como Gram, oxidase e catalase e outros testes fenotipicos que completam a identificacao do
microrganismo (Carbonelle et al. 2011, Kotilainen et al. 1998). Os testes fenotipicos podem
ser realizados através de kits comerciais, métodos automatizados, ou mesmo série
bioguimica manual e, em geral, consomem de 18 a 30 horas e, em alguns casos, podem ser
imprecisos na identificagdo de espécies (Carbonelle et al. 2011). Nesta fase também podera
se determinar o sorogrupo de N. meningitidis através de testes de aglutinacdo com
anticorpos (Girard et al. 2006, Zhu et al. 2012). Paralelamente sdo realizados testes de
susceptibilidade a antimicrobianos tanto manuais como automatizados, que, além de ajudar
na identificagdo do microrganismo, proporcionam alternativas ao tratamento do paciente que,
neste momento, ja estard recebendo antibidticos de amplo espectro e, em casos de
epidemias, podem sugerir alternativas para a contencdo da doenga (Carbonelle et al. 2011,
Ministério da Saude 2009).

A administracdo de antibiéticos em pacientes com suspeita de meningite no momento
da admissao no hospital e a posterior coleta de materiais biolégicos € uma pratica comum e
pode alterar significativamente a detec¢do destes microrganismos por cultura do material
biolégico, j& que pode ter acao bactericida ou bacteriostatica, dificultando o crescimento do

microrganismo em meio de cultura apropriado. Além disso, como a meningite pode ser



causada por baixa carga microbiana, muitas vezes 0 microrganismo nao consegue ser
recuperado pela cultura do material biolégico (Boving et al. 2009, Kotilainen et al. 1998, Taha
2000).

Desta forma, o foco nos ultimos anos tem sido desenvolver métodos diagnésticos
alternativos que sejam mais sensiveis, rapidos, menos custosos e que possam ser aplicados
em situacées de campo no caso de epidemias (Boving et al. 2009, Carbonelle et al. 2011,

Harrison et al. 2011, Zhu et al. 2012).

1.2. Biologia Molecular

1.2.1. Reacoes de PCR

A Biologia Molecular é, na atualidade, uma ferramenta muito utilizada para caracterizar
bactérias quanto a Género e Espécie (Griffiths et al. 2005, Passarge et al. 2007).

A técnica mais empregada é a Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR - Polimerase
Chain Reaction). Ap6s extrair o DNA da bactéria de interesse, podem-se produzir varias
copias de pedacos especificos deste DNA utilizando primers. Estes sao sequéncias
conhecidas de DNA caracteristicas de Géneros ou de Espécies de bactérias (Griffiths et al.
2005, Passarge et al. 2007).

Quando se utiliza a PCR convencional, a sintese de DNA é realizada em termociclador
e as copias produzidas poderdo ser visualizadas ap0s a realizacdo de uma eletroforese. Se a
bactéria estudada tiver pedacos de DNA homélogos ao primer, as copias de DNA produzidas
pela reacado de PCR irdo correr pelo gel e formar uma banda correspondente ao tamanho do
primer (Carvalho et al. 2010, Griffiths et al. 2005, Passarge et al. 2007).
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1.2.2. Aplicacoes da Biologia Molecular em Diagnéstico de Neisseria

meningitidis.

As técnicas de PCR sao muito utilizadas no diagnéstico das doencas causadas por N.
meningitis, tanto a partir de extracdo de DNA dos microrganismos isolados do material
biolégico (Boving et al. 2009, Zhu et al. 2012, Whang et al. 2012), tanto como de DNA
extraido diretamente de material bioldgico (Kotilainen et al. 1998, Taha 2000).

O padrdao ouro para a identificacdo molecular de bactérias € o MLST (Multilocus
Sequence Typing) que identifica 7 genes constitutivos, ou seja, genes necessarios para a
manutencao da funcao celular basica em condicoes fisiolégicas normais. No caso de N.
meningitidis estes genes sao: abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC e pgm. Estes genes
codificam enzimas responsaveis pelo funcionamento bioquimico normal de N. meningitis que
sdo, respectivamente: proteina transportadora ABC, adenilato ciclase, chiquimato
desidrogenase, fumarato hidratase, glicose-6-fosfato desisdrogenase, subunidade de
piruvato desidrogenase e fosfoglicomutase. As sequéncias de primers e genes podem ser
depositadas e consultadas abertamente através do PubMLST
(http://pubmist.org/neisseria/) (Harrison et al. 2011, Vogel 2010).

Outros genes especificos da formacédo de capsula também podem ser utilizados para
a determinacao de cada sorogrupo de N. meningitidis. Sorogrupo A: sacB ; Sorogrupo W135:
synG; Sorogrupo X: xcbB; Sorogrupo B: syn D; Sorogrupo C: syn E; Sorogrupo Y: syn F
(Wang et al. 2012, Zhu et al. 2013)

As técnicas de biologia molecular modernas, como a Real Time PCR (RT-PCR),
revolucionaram o diagnéstico de doencas infecciosas, aumentando a sensibilidade e
reduzindo o tempo gasto em laborat6rio. Porém, assim como as técnicas de diagndstico
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laboratorial convencional, podem ser menos sensiveis em alguns casos, exigem pessoal
qualificado e sao de alto custo o que é inadequado ou invidvel em situacbes de campo ou
mesmo em paises em desenvolvimento. Portanto existe uma necessidade de estratégias
alternativas para a deteccao e identificacao microbianas (Azzazy et al. 2006, Carbonelle et al.

2011, llina et al. 2009, Syed et al. 2013).

1.3. Nanotecnologia e Nanodiagndstico

A Nanotecnologia pode ser definida como a utilizagdo de materiais, dispositivos ou
sistemas em nanémetros (nm), ou seja, um bilionésimo de metro de escala. Nanomateriais
como nanoparticulas e nanotubos sdo a principal aplicacdo da nanotecnologia na area da
biologia e medicina. Podem ser classificados de acordo com o material que s&o feitos em
nanomateriais metalicos, semicondutores e poliméricos, sendo que as nanoparticulas de
ouro, magnéticas, fluorescentes e poliméricas sdo as que possuem maior aplicagdo no
diagnéstico de patdgenos e doencas (Kaittanis et al. 2009, Liu et al. 2011, Syed 2013).

A alta superficie em relagdo ao volume dos nanomateriais aumenta consideravelmente
a interagao entre biomoléculas por biosensores Opticos, elétricos e eletroquimicos. Sistemas
que pode ser automatizados e miniaturizados conferem uma enorme vantagem sobre os
outros, uma vez que podem ser usados em situacdes de campo que requer protocolos
menos complicados, além de aumentar a sensibilidade e o limite de detec¢do de eventos
biolégicos (Liu et al. 2011, Syed 2013).

Nanoparticulas metalicas de ouro e prata possuem propriedades Opticas e eletrdnicas
devido ao seu tamanho e composi¢do. Quando acoplados a ligantes de afinidade, como por

exemplo, oligonucleotideos especificos, estes nanomateriais podem ser utilizados como
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sensores de fitas de DNA complementares, detectaveis por mudanca de cor. Outras
nanoparticulas incluindo pontos quénticos fluorescentes e nanotubos de carbono tém sido
utilizados em varias aplicacées, incluindo deteccdo de DNA e o desenvolvimento de
imunoensaios para a deteccéao de bactérias e toxinas (Kaittanis et al. 2009, Syed 2013).

O nanodiagndstico € a utilizagdo da nanotecnologia para fins de diagnédstico clinico.
Esta nova linha de estudo foi desenvolvida para atender a demanda do diagndstico clinico
precoce e ser mais sensivel aos diferentes tipos de doencas, através de métodos mais
sensiveis, robustos e reprodutiveis, tornando-os adequados e aplicaveis em locais com
pOUCOS recursos, como areas rurais de paises em desenvolvimento, em situacées de campo,
como em epidemias (Azzazay et al. 2006, Shinde et al. 2012, Syed 2013).

As propriedades dos nanomateriais utilizados para a detecgéo de agentes patogénicos
podem ser adaptadas ao alterar o tamanho, forma, composicdo e modificacdo de sua
superficie. Particularmente sua eletrdnica, espectroscopia (emissiva e absorvente), dispersao
de luz e propriedades condutoras podem ser alteradas através de mudancas nos parametros
estruturais das nanoparticulas, incluindo dimensao, composicao, disposicao de sua estrutura
e propriedades de ligacdo. Nos ultimos anos, a funcionalizagdo, ou seja, o recobrimento dos
nanomateriais com ligantes especificos para os alvos diagnéstico, tém revolucionado a
deteccao de patdgenos, sendo possivel o desenvolvimento de nanomateriais cada vez mais

especificos para cada alvo (Kaittanis et al. 2009).

1.3.1. Nanoparticulas de Silica

As nanoparticulas de silica (NPSi) quando comparada com nanoparticulas de outros

materiais apresentam papel dominante devido as suas caracteristicas fundamentais, tais
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como, tamanho (em geral de 5 a 1000 nm), propriedades épticas Unicas, alta area superficial
especifica, baixa densidade, capacidade de adsorcdo, capacidade para encapsulacao,
biocompatibilidade e baixa toxicidade. As principais aplicagées das NPSi na area médica sao
adsorcado de proteinas e sua separagao, deteccéo e purificagdo de acidos nucléicos, entrega

de farmacos e genes e imageamento (Biju 2014, Bitar et al. 2012).

Dentre as propriedades nas NPSis, a que chama atengcdo para 0 uso em
nanodiagndstico € a interagdo de sua superficie com os grupos fosfatos presentes em DNA.
Na figura 2 podemos observar um esquema desta interagdo entre grupos fosfatos de DNA e

grupos silanol presentes na superficie das NPSI.
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Figura 2: Esquema que demonstra a interagdo entre 0s grupos silanol presentes na superficie de nanoparticulas
de silica com os grupos fosfatos do DNA.

A interagéo entre grupos silanol de NPSi com residuos de fosfato do DNA pode ser

controlada por trés efeitos: forcas de repulsdo eletrostatica fracas, desidratacdo as
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superficies do DNA e da silica e, principalmente, formagcdo de ligacbes de hidrogénio na
camada de contato entre silica e DNA (Bitar et al. 2012, Melzak et al. 1996).

Através da compreensdo da natureza destas interacdes puderam ser desenvolvidas
superficies de silica para interacdes mais especificas, voltadas para protecdo do DNA de
enzimas DNAses; eletrodos de silica-ouro e silica-platina para melhorar o limite de deteccao
de DNA; desenvolvimentos de silica recoberta com compostos magnéticos para extracao e

DNA (Bitar et al. 2012).

1.3.1.1. Nanoparticulas de silica mesoporosa do tipo Santa Barbara

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSN — Mesoporous Silica Nanopatrticles)
foram descobertas nos anos de 1990 e sua sintese normalmente se da pela reacdo de
polimerizacao Sol-Gel ou pectizacao: ocorrem reacdo de hidrélises e condensacgdes do
precursor que permite a formacao de particulas de tamanho coloidal (Sol) e posterior
formacao de rede tridimensional (Gel) (Kwon et al. 2013, Chen et al. 2013)

O termo mesoporoso se refere ao tamanho de poro de 2 a 50 nm que pode ser
ajustado de acordo com a utilizacdo a qual se destina a nanoparticula. A estrutura interna dos
poros € considerada a propriedade mais fascinante da MSN. Os mesoporos sao distribuidos
de forma alinhada e estruturada apresentando estruturas de favo de mel, com centenas de
canais vazios. Estas propriedades dos mesoporos sdao muito utilizados para a entrega de
farmacos e outras moléculas. A estrutura interna dos MSN, incluindo tamanho, volume e
estrutura alinhada dos mesoporos, pode ser controlada por reagentes utilizados durante sua
sintese (Kwon et al. 2013).

Pode-se visualizar na Figura 2 as imagens A e B de uma MSN adquiridas por de
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microscopia eletrbnica de varredura e por microscopia eletrbnica de transmisséao,
respectivamente. O diametro médios destas nanoparticulas € de 41nm. Na imagem B
consegue-se visualizar de forma mais clara a presenca dos mesoporos organizados que,

nesta MSN, possui cerca de 6nm (Nandiyanto et al. 2009).

Figura 3:Imagens de Nanoparticulas de Silica Mesoporosa adquiridas através de microscopia eletrénica de
varredura (A) e microscopia eletrénica de transmissao (B) (adaptado de Nandiyanto et al. 2009).

Os grupos silanol presentes na superficie das MSN permitem com que estas sejam
facilmente funcionalizadas com uma vasta gama de grupos funcionais organicos. Os grupos
funcionais de superficie podem desempenhar varios papéis em aplicagcdes biomédicas de
MSN de: (a) controle de carga de superficie de MSN, (b) ligagdo quimica com moléculas
funcionais dentro e fora dos poros, (c) controlar o tamanho do poro de entrada para
aprisionar moléculas nos mesoporos. Devido a forte ligagao Si-O, MSN sao mais estaveis a
estimulos externos, tais como stress mecénico e de degradacdo em comparagdao com outras
particulas organicas e inorganicas, eliminando a necessidade de estabilizagdo adicional, tais

como ligantes covalentes utilizados em outras sistemas de entrega (Kwon et al. 2013).
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Existem varios tipos de MSN, dentre elas Santa Barbara 15 e 16 (SBA 15 e 16) (Chen
et al. 2013, Stevens et al. 2006, Kwon et al. 2013).

SBA-16 é um material com arranjo cubico de poros 3D. Cada mesoporo nesta
estrutura cubica é conectado com oito vizinhos préoximos. J& SBA-15 possui mesoporos
hexagonais 2D com quantidade apreciavel de microporos € mesoporos pequenos ligando os
mesoporos maiores do material. O formato externo das nanoparticulas SBA também pode
ser variado. A SBA-15 ja foi sintetizada em forma de corda, circular, torre e girdide, enquanto
a SBA-16 ja foi sintetizada em forma de dodecaedro e girdide (Hollanda et al. 2011, Stevens
et al. 2006). O controle sobre a morfologia dos materiais SBA pode ser obtido por variagdes
dos parametros de sintese ou através da utilizagdo de co-solventes, co-surfactantes ou
varios sais (Stevens et al. 2006).

Dentre as aplicagcdes destas MSN SBA-15 e SBA-16 pode-se destacar transformacao
em N. meningitidis (Hollanda et al. 2011) e encapsulacdo de enzimas e proteinas para
aplicacao em biocatélise, entrega de drogas e biosensores (Prathap et al. 2012).

Mediante as informacdes que foram discutidas até o presente momento foram
escolhidos sequéncias génicas especificas que associadas a presenca das nanoparticulas
SBA15 e SBA16 serdo importantes para a melhor eficiéncia da identificacao da bactéria N.
meningitidis através de técnicas de PCR. Desta forma acreditamos que o diagnostico podera
ser mais sensivel, uma vez que em muitas situagdes o quadro clinico piora rapidamente,

levando até a morte.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal desse estudo foi avaliar se a presenca de nanoparticulas SBA15 e
SBA16 em técnicas laboratoriais de biologia molecular, como PCR, melhoram a eficiéncia da

deteccdo. Assim, foram propostos 0s seguintes objetivos especificos:

o Estudo da interacdo de DNA genémico bacteriano e Nanoparticulas de Silica
Mesoporosa SBA-15 e SBA-16 através de Espectroscopia de Dicroismo Circular e

Retardagédo em gel.

o Aplicagdo de Nanoparticulas de Silica Mesoporosa SBA-15 e SBA-16 em

reacbes de PCR convencional e avaliacdo do seu efeito sobre a amplificacdo de DNA

gendmico bacteriano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Nanoparticulas de Silica Mesoporosa SBA-15 e SBA-16

MSN SBA-15 e SBA-16 puras (sem funcionalizagdo) foram escolhidas para o estudo
porgue se constituem no sistema mais simples possivel.

As MSN SBA-15 e SBA-16 utilizadas neste trabalho foram gentiimente cedidas e
caracterizadas pela Prof. Dr. Edésia Martins Barros de Souza da Universidade Federal de
Minas Gerais (Hollanda et al. 2011).

A sintese de MSN SBA-15 foi feita usando um copolimero tribloco Pluronic P123-
PEO2PPO7o-PEO2, poli-[6xido de etileno]—poli[oxido de propileno]—poli[6xido de etileno]
[EO20PO70EO20] (Sigma— Aldrich, St. Louis, MO, USA) como agente direcionador de
estrutura. O copolimero P123 foi dissolvido em uma mistura de agua destilada e HCI sob
agitacado , seguido pela adicdo tetraetil ortosilicato. A mistura foi mantida a 35 °C por 24
horas, e posteriormente por 1 dia a 100 °C sob condigdes estaticas em uma autoclave
revestida por teflon. O material obtido foi filtrado e secado a 40 °C e o surfactante foi
removido por calcinagao por 550 °C por 5 horas (Zhao et al. 1998). As MSN SBA-16 foram
sintetizado sob condi¢cbes acidas em uma faixa de concentracao de 3 a 5% de Pluronic F127-
EO106PO70EO106 (EO19sPO70EO1¢s) diluido em temperatura ambiente. Apos reagir por 20
horas foi obtido SBA-16 alto grau de pureza por aquecer o precipitado sélido da solucéo
estoque a 80 °C por 2 dias (Rivera-Munoz, Huirache-Acuna 2010).

A Figura 4 evidencia os testes de caracterizagao que foram feitos para a MSN SBA-15.
A imagem (a) foi capturada através de microscopia eletrénica de varredura e mostra uma
elongacao de 590 um de particulas de forma vermilcular. SBA-15 é composto por muitos
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dominios em forma de corda com tamanhos médios de 1,7 um agregados em uma
macroestrutura em forma de trigo. A imagem (b), capturada através de microscopia eletrdnica
de transmissdao, mostra um arranjo hexagonal de poros bem definidos quando o feixe de
elétrons incidente foi paralelo ao eixo principal mesoporoso; ja a imagem (c) demonstra

canais unidirecionais quando o feixe de elétron foi perpendicular ao canal eixo (Hollanda et

al. 2011).

Figura 4: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura de SBA-15 evidenciando a presenga de elongados
de particulas vermiculares de 590 um. Microscopia eletrénica de transmissdo mostra um arranjo bem definido
de poros hexagonais quando o (b) feixe de elétrons incide de forma paralela ao eixo principal do mesoporo e (c)
canais unidirecionais quando o feixe de elétrons incide de forma perpendicular, evidenciando poros 2D
(adaptado de Hollanda et al. 2011).

A Figura 5 evidencia os testes de caracterizagao que foram feitos para a MSN SBA-16.
A imagem (a) foi capturada através de microscopia de varredura e mostra agregados de
particulas arredondadas, com didmetro de 15 a 20 um. Nas imagens (b) e (c), capturadas a
partir de microscopia eletrdnica de transmissao, podemos visualizar mesoporos cubicos bem

dispostos em 3D (Holanda et al. 2011).
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Figura 5: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura de SBA-16 exibe agregados de particulas de
forma circular, com didmetro de 15 a 20um. Microscopia eletrénica de transmissdo mostra um arranjo bem
definido de poros cubicos 3 D quando (b) vistos ao longo do eixo do poro e (c) perpendicular ao eixo do poro
(adaptado de Hollanda et al. 2011).

Algumas propriedades dos mesoporos foram obtidos pela medida de adsorcao de
nitrogénio. Assim puderam ser obtidos dados de area superficial especifica (A), diametro de
poros (D) e volume de poros (V). Os resultados podem ser visualizados na Tabela 1. As
particulas SBA-15 apresentam maior area superficial (672 m2.g™"), diametro (5.7qm) e volume
(0.96 cm®.g”), quando comparadas com as SBA-16 (550 m%g"', 5.7nm e 0.49 cm’.g”,

respectivamente) (Hollanda et al 2011).

Tabela 1: Propriedades dos mesoporos de SBA-15 e SBA-16 obtidos pela medida de adsorgdo de nitrogénio. A

= drea supetficial especifica, D = didmetro de poro e V= volume de poros (adaptado de Holanda et al 2011).

SBA-15 672 5.7 0.96

SBA-16 550 3.7 0.49
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3.2. Analises de interacao entre DNA e MSN

3.2.1. Afinidade entre DNA gendémico e MSN SBA-15 e SBA-16 por

retardacao em Gel

O DNA genbmico foi adicionado a diferentes quantidades de MSN SBA-15 e SBA-16
nas propor¢des DNA/MSN em ng/ng: 2/0,6, 2/1,2, 2/2,4 e 2/5, em meio aquoso. DNA
gendmico sozinho foi usado como controle.

O DNA genbmico também foi adiconado a diferentes quantidades de MSN SBA-15 e
SBA-16 em Solugdo Tampéao e MgCl, na mesma concentracao utilizada para PCR (20mM de
Tris-HCI pH8.0, 50mM de KCI e 1,25mM de MgCl,) nas proporgdes em ng/ng: 500/250,
500/500, 500/1.000, 500/2.500, 500/5.000, 500/25.000, 500/50.000. Também foram utilizadas
MSN SBA-15 e SBA-16 sozinhas como controle. As amostras foram analisadas antes e
depois do ciclo de PCR.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de
etidio a 80V por 2 horas. O gel foi analisado em usando trasiluminador UV ap6s tratamento
com solugédo contendo 5% de Brometo de Etidio e fotografadas pelo sistema GelDoc It -

Imaging System, com filtro vermelho utilizando-se o software VisionWorks ®LS.

3.2.2. Espectroscopia de Dicroismo Circular

O Dicroismo Circular (DC) é um fendmeno proveniente da interacdo entre moléculas
quirais com raios eletromagnéticos circularmente polarizados. A absorcao orientada para o

lado esquerdo (anti-horario) ou direito (horario) da luz polarizada por moléculas quirais
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diferentes é chamada de DC. A grandeza utilizada para descrever este fenbmeno é a
Elipticidade (¢) e é expressa em graus (Chang et al. 2012, Kypr et al. 2009). A espectroscopia
de DC é muito sensivel a mudanga conformacional de polipeptideos e proteinas e , por isso,
tem sido largamente utilizada para investigagcdo de estrutura secundaria de proteinas e
estudos espectrais de DNA (Chang et al. 2012).

A conformagéao da dupla fita de DNA pode dividi-la em trés familias: A, B e Z (Chang et

al. 2012, Kypr et al. 2009), que podem ser visualizadas na Figura 6.

A-DNA B-DNA

Figura 6: Conformagdes das duplas fitas de DNA: A-DNA, B-DNA e Z-DNA.
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A estrutura mais comum é a B-DNA, orientada no sentido horario, tem estrutura mais
longa e mais fina. A hélice completa uma volta a cada 3,4nm, ou seja 10 pares de bases. Seu
espectro DC é caracterizado por uma banda de comprimento de onda longo positivo em
cerca de 260-280nm e uma banda negativa em cerca de 245nm. A-DNA é uma dupla hélice
a-helicoidal bastante semelhante a forma B-DNA, mas com estrutura helicoidal mais curta e
compactada. A-DNA ocorre em condi¢des de desidratacdo e € favorecida em condigdes de
baixa quantidade de agua, como solugdes hidroalcéolicas. O ligeiro aumento de pares de
bases por rotacdo da hélice (cerca de 11 pares de base) e menor volta da fita de A-DNA
comparado com B-DNA, resulta em maior compactacado da hélice, impedindo o acesso por

proteinas (Chang et al. 2012).
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Figura 7: Espetro de Dicroismo Circular caracteristicos para as conformagdes das duplas fitas de DNA nas
formas B-DNA, Z-DNA e A-DNA.
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Como podemos visualizar na Figura 7, o espectro DC de A-DNA é caracterizado por
uma banda dominante positiva a 260nm e uma banda negativa em 210nm. A forma Z-DNA &
orientada no sentido anti-horario e € mais alongada e fina que B-DNA. Sua formacéao
geralmente é desfavoravel, mas pode ser promovida por algumas condi¢des tais como:
aumento do stress negativo helicoidal, quantidade de ions do meio e metilagdo do DNA. O
espectro de DC do Z-DNA apresenta uma inversdo com o espectro DC de B-DNA e
apresentara banda negativa em cerca de 290nm, banda positiva em 260nm e banda
profundamente negativa em 205nm (Chang et al. 2012).

DNA genbmico foi adicionado a MSN SBA-15 e SBA-16 na proporcao DNA/MSN em
ng/ng de 200/200 por pL de Solucdo Tampao e MgCl, na mesma concentracao utilizada para
PCR (20mM de Tris-HCI pH8.0, 50mM de KCI e 1,256mM de MgCly). Também foram
preparadas amostras na mesma proporcdo DNA/MSN que foram submetidos aos ciclos de
PCR. Controles foram preparados com MSN SBA-15 e SBA-16 (sem PCR) e DNA (com e
sem PCR) na concentragédo de 200ng/uL de Tampao e MgCl..

Os espectros de DC foram obtidos em um Espectropolarimetro J720- Jasco ORD 306,
programado para adquirir em uma janela de 200 — 320 nm, na velocidade de 20 nm/min e
acumulado em 8 scans. A aquisicdo foi realizada utilizando uma cubeta de quartzo de
caminho 6ptico de 0,1 cm e volume de 300 pL. Os gréaficos estdo apresentados utilizando as

medidas de elipticidade em 6 graus versus comprimento de onda em nm.
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3.3. Técnicas de biologia molecular

3.3.1. Extracao e quantificacao de DNA genémico

A cepa padrao utilizada foi Neisseria meningitidis ATCC 23247 Sorogrupo B. A
extracao de DNA gendmico foi realizada segundo Sambrook et al. 1989.

A cepa padrao bacteriana foi cultivada em Agar Chocolate. Algumas col6nias foram
isoladas, selecionadas e adicionadas a 400 pL de Tampao Tris-EDTA (TE) pH 8,0. Em
seguida adicionou-se 70uL de SDS 10% e 20 uL de Proteinase K a 2 mg/mL. Os tubos foram
homogeinizados e incubados por 10 minutos a 65°C. Foram adicionados 100uL de NaCl 5 M
e 100 pL de CTAB/ NaCl pré aquecido a 65°C. Os tubos foram agitados vigorosamente em
vortex por 1 minuto e novamente incubados a 65°C por 10 minutos. Adicionou-se 750 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e os tubos foram novamente agitados em vértex por 10
segundos. Centrifugou-se a 10000 g por 5 minutos e transferiu-se o0 sobrenadante para outro
tubo. Adicionou-se 300 pL de isopropanol a -20°C e manteve-se a -20°C por 30 minutos.
Centrifugou, novamente, a 10000 g por 5 minutos, e formou-se um pellet no fundo do tubo. O
sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet 1 mL de Etanol 100% a -20°C.
Centrifugou 10000 g por 5 minutos e descartou o sobrenadante. Repetiu-se este ultimo
procedimento utilizando Etanol 70% a -20°C. Os tubos foram deixados com o pellet secando
a temperatura ambiente por 2 horas. O pellet foi ressuspendido com 50uL de agua para
injetavel (Sambrook et al. 1989).

O DNA genbmico de N.meningitidis extraido foi quantificado em NanoDrop Thermo
Scientific® e diluido para 250 ng/uL com agua para injetaveis para ser utilizado nas reagdes
de PCR convencional.
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3.3.2. Reacoes de Polimerizacao em Cadeia da Taq Polimerase — PCR

Convecional

3.3.2.1. Parametros gerais da reacao

O gene utilizado para detecgcéao de Neisseria meningitidis ATCC 23247 Sorogrupo B foi
o synD, gene responsavel pela formacdo da capsula do tipo B. Na Tabela 2 podemos
observar a sequéncia dos primers utilizados na PCR convencional (syn D e tbp2), o fragemto

amplificado, também chamado de amplicom, é de 526 pares de base (pb)

Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados em PCR convencional (syn D e tbp2 e tamanho do fragmento
amplificado.

- 5 CACTTCTTAAATCTGCAGAATTCGC 3
- 5 GAATTCACTCAGACCCAGTACTTC 3’

Na Figura 8 observa-se um esquema do gene syn D feito no programa pDraw® com
as regides de anelamento dos primers: synD e tbp2. A sequéncia do gene foi obtida no
Genbank —http://www.ncbi.nim.nih.gov — N. meningitidis linhagem M04-240196. Sequéncia

de referéncia no NCBI: NC.017515.1.
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Figura 8: Esquema do gene synD feito no programa pDRAW® com as regibes de anelamento dos primers
synD e tbp2. A sequéncia do gene foi obtida do Genbank —http.//www.ncbi.nim.nih.gov — N. meningitidis
linhagem M04-240196. Sequéncia de referéncia no NCBI: NC.017515.1.

Tecnicamente as PCRs foram realizadas de acordo com protocolo proposto pela Taq
DNA Polimerase Recombinant Invitrogen®. O volume final da reagéo foi de 50 uL contendo
2U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen®), 20mM de Tris-HCI pH8.0 (Invitrogen®), 50mM de
KCl (Invitrogen®), 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (Promega®), 2%
Dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma-Aldrich®) e 0,5uM de cada primer. A quantidade de Cloreto
de Magnésio (MgCly) foi determinada a partir de um gradiente de concentracbes e a
quantidade de DNA variou de acordo com a PCR realizada.

A amplificacao foi realizada em termociclador com um primeiro ciclo de desnaturagéo

a 96°C por 1 minuto, seguidos de 35 ciclos com desnaturagdo a 96°C por 20 segundos,
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anelamento a 52°C por 30 segundos e polimerizacédo a 72°C por 40 segundos. Um ciclo final
de polimerizacao foi realizado por 10 minutos a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de Agarose 2%
e a banda de DNA foi analisado em transiluminador UV ap6s tratamento com solugéo
contendo 5% de Brometo de Etideo e fotografadas pelo sistema GelDoc It — Imaging System,

com filtro vermelho utilizando-se o software VisionWorks ®LS.

3.3.2.2.Gradiente de MgCl.,

A concentracdo de MgCl; inicial proposta pela Invitrogen® era de 1,5mM para um
volume final de 50 uL de reagdo. Um gradiente foi realizado com 8 concentragbes diferentes
do reagente (em mM): 0,25, 0,5, 0,75, 1,1,25,1,5,1,75 e 2.

As PCRs foram realizadas utilizando-se uma concentragdo de 10 ng/uL de DNA de N.
meninditidis ATCC 23247 Sorogrupo B e o gene utilizado para sua deteccéao foi o synD, gene
responsavel pela capsula do tipo B.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de Agarose 2%
e a banda de DNA foi analisado em transiluminador UV apds tratamento com solucéo
contendo 5% de Brometo de Etideo e fotografadas pelo sistema GelDoc It — Imaging System,

com filtro vermelho utilizando-se o software VisionWorks ®LS.

3.3.2.3. Limite de Deteccao de DNA da PCR

O limite de deteccao (LD) da PCR convencional foi realizado em dois gradientes de
DNA genbmico de N. meninditidis ATCC 23247 Sorogrupo B e o gene utilizado para sua
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deteccao foi 0 synD, gene responsavel pela capsula do tipo B. A PCR foi realizada segundo
procedimento citado anteriormente.

Primeiramente foram testadas as seguintes concentracdes de DNA em ng/uL de
reagao: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 e 0,78. Posteriormente estas concentragdes
foram diminuidas para as seguintes em pg/pL de reagao: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13,
1,56, 0,78 e 0,39.

Ap6s serem submetidas a PCR os fragmentos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de Agarose 2% e a banda de DNA foi analisado em transiluminador UV
apds tratamento com solugdo contendo 5% de Brometo de Etideo e fotografadas pelo
sistema GelDoc It — Imaging System, com filtro vermelho utilizando-se o software

VisionWorks ®LS.

3.3.2.4. Gradiente de MSN SBA-15 e SBA-16

A partir da determinagédo do LD de DNA foi selecionada a concentracdo do LD, uma
concentragdo de DNA acima do limite e uma abaixo. Estas trés concentragées de DNA foram
submetidas a PCRs com as seguintes concentragdes de MSN SBA15 e SBA16 em ng/pL:

6,25, 12,5, 25 e 50.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de Agarose 2%
e a banda de DNA foi analisado em transiluminador UV apds tratamento com solugao
contendo 5% de Brometo de Etideo e fotografadas pelo sistema GelDoc It — Imaging System,

com filtro vermelho utilizando-se o software VisionWorks ®LS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Afinidade entre DNA gendmico e MSN SBA-15 e SBA-16 por

retardamento em gel

Como podemos observar pelas bandas do gel da Figura 9, as MSN SBA-15 e SBA-16
nao retardam completamente o escoamento do DNA pelo gel de agarose nas concentracdes
testadas. Também n&o ha diferenca expressiva entre a interagéo entre DNA-SBA-15 e DNA-
SBA-16. Desta forma, conclui-se que, possivelmente, a interacdo entre DNA e SBA-15 e 16

ocorra de maneira fraca.

.PQ'Q'!"?I'I!! 2 R B

Figura 9: Gel de afinidade entre DNA e MSN SBA-15 e 16 em meio aquoso. C=Controle DNA, 15 = MSN
SBA15, 16 = MSN SBA-16. Numeros de 1 a 4 correspondem, respectivamente as propor¢ées DNA/MSN em
ng/ng: 2/0,6, 2/1,2, 2/2,4 e 2/5.
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Podemos perceber pelas Figuras 10 e 11 que ha grande diferenca do gel antes e apds
a PCR. Aparentemente ndo ha diferenca de interacdo entre DNA e MSN SBA-15 e SBA-16
antes da PCR, como ja haviamos concluido na retardacao e gel em meio aquoso. Mas apés
a PCR as bandas n&o aparecem mais no gel nem para MSN SBA-15 e nem para SBA-16.
Isso sugere que a PCR pode favorecer a interagdo entre estas MSN e DNA dificultando a
intercalacao e emisséo de fluorescéncia pelo brometo de etideo. As bandas 8 e 8P nas duas
figuras representam o controle de MSN puras (na Figura 1 SBA-15 e na Figura 2 SBA-16).
Pode-se concluir que as MSN néao interagem com o brometo de etideo de forma a alterar a
fluorescéncia emitida e, desta forma, conclui-se que em todos os géis realizados a emissao

de fluorescéncia foi apenas do intercalamento do DNA com brometo de etideo.

chbbdbbbbeRblbld sl

Figura 10: Gel de afinidade entre DNA e MSN SBA-15 em Solugdo Tampdo e MgCl, . Nimeros de 1 a 7
correspondem, respectivamente as propor¢ées DNA/MSN em ng/ng: 500/250, 500/500, 500/1.000, 500/2.500,
500/5.000, 500/25.000, 500/50.000 antes das PCR e os numeros 1P a 7P correspondem a mesma proporcdo
de DNA e MSN SBA-15 apos PCR. As bandas 8 e 8P corresponde a MSN SBA-15 pura.
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Figure 11:: Gel de afinidade entre DNA e MSN SBA-15 em Solucdo Tampao e MgCl, . Numeros de 1 a 7
correspondem, respectivamente as propor¢coes DNA/MSN em ng/ng: em: 500/250, 500/500, 500/1.000,
500/2.500, 500/5.000, 500/25.000, 500/50.000 antes das PCR e os numeros 1P a 7P correspondem a mesma
proporcdo de DNA e MSN SBA-15 apds PCR. As bandas 8 e 8P corresponde a MSN SBA-15 pura.

4.2. Espectroscopia de Dicroismo Circular

As amostras foram preparadas em solucao tampao de PCR e MgCl, para mimetizar o
que ocorre com 0 DNA na PCR, ja que a quantidade de ions presentes no meio pode alterar
a compactacao de a-hélice e até promover mudangas conformacionais do DNA. Da mesma
forma, as amostras foram submetidas aos ciclos e PCR no qual ocorre mudangas de
temperatura que irdo promover abertura e fechamento da dupla fita de DNA.

Na Figura 12 pode-se observar que houve uma pequena alteragao na conformacgao de
DNA antes e depois da reagdo de PCR, provavelmente por causa da agado da temperatura
dos ciclos que fizeram com que o DNA se desenovelasse, abrisse e fechasse sua fita,

deixando sua estrutura mais fouxa, e com isso causando uma diminuic&o da elipticidade.
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Na Figura 13 podemos observar a interagdo entre MSN SBA-15 e SBA-16 e o DNA sem

a ocorréncia de PCR. Ha pequena variacéo da elipticidade quando comparado com o DNA

controle. Os dados obtidos confirmam os dados da literatura (Bitar et al. 2012, Melzak et al.

1996) que propde que a interacao através dos grupos silanol das MSN com os grupos fosfato

presentes no DNA nao é forte a ponto de promover mudancgas conformacionais na forma do

DNA. Também podemos observar que SBA-15 e 16 interagem de maneira semelhante com o
DNA ja que as curvas das duas MSN praticamente se sobrepde.

A Figura 14 demonstra a interacao entre DNA e MSN SBA15 e 16 quando submetidas

a PCR. Observa-se que a interagcdo DNA-SBA-15 € menos intensa que a interagdo DNA-

SBA-16 pois ocorre maior aumento da elipticidade com a SBA-16 do que com a SBA-15

quando comparado ao DNA também submetido a PCR.
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Figura 12: Espectro DC de DNA antes (DNA C) e apds (DNA P) a PCR
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Figura 13: Espectro de DC de interagdo entre DNA-SBA-15 e DNA-SBA-16 antes da PCR
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Figura 14: Espectro de DC de interagao entre DNA-SBA-15 e DNA-SBA-16 antes da PCR.
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A partir dos dados obtidos pode-se sugerir que, com a abertura e fechamento da dupla
fita de DNA durante a PCR, ocorra uma maior exposicao dos sitios de DNA que interagem
com os grupos silanol das MSN, aumentando a interacao quando comparado com DNA-MSN
ndo submetidos a PCR. Desta forma os ciclos de PCR favorecem a interagdo entre DNA e
MSN.

Além disso também podemos observar que ha grande variacdo entre DNA-SBA-15 e
DNA-SBA-16. Podemos sugerir que este diferenca de interacdo ocorra devido a prépria
estrutura e tamanho dos agregados de SBA-15 e SBA-16. Dados de caracterizacao destas
MSN demonstram que SBA-15 formam agregados menores, mas suas MSN possuem
tamanho individual maior quando comparado a SBA-16 (Hollanda et al 2011). Podemos
sugerir que o menor tamanho das SBA-16 facilite seu acesso ao DNA quando ocorre a
desnaturacao durante o ciclo de PCR e por isso ocorra maior interacado quando comparado
com a SBA-15.

Ja que a reacao de PCR favorece a interacao entre DNA e MSN SBA-15 e SBA-16,
estas foram aplicadas a reac6es de PCR convencional para avaliar e estas MSN podem ser
aplicadas na detecgcédo de N. meningitidis, tornando 0 método mais sensivel para a deteccao

de DNA gendmico desta bactéria.

4.3. Padronizacao da reacao de PCR

4.3.1. Gradiente de Cloreto de Magnésio (MgCl.,)

O MgCl, é co-fator da Taq Polimerase, enzima responsavel pela polimerizacao de DNA

durante a PCR. A determinacao da quantidade ideal de MgCl. na reacdo proporcionara o
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funcionamento 6timo da enzima atingindo eficiéncia maxima na amplificacdo de DNA.

Desta forma foram testadas as seguintes concentragdes de MgCl, (em mM): 0,25, 0,5,
0,75, 1,1,25,1,5, 1,75 e 2. Como pode-se observar pela Figura 15, a amplificacao pode ser
melhor visualizada nas bandas 5 e 7, que correspondem, respectivamente, as concentracdes

de 1,25mM e 1,75mM.

Figura 15: Gradiente de Cloreto de Magnésio. As bandas de 1 a 8 correspondem as concentracées de MgCl.
(em mM): 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75¢e 2.

A concentracdo de MgCI, utilizada para os demais experimentos foi a de 1,25mM
(banda 5), ja que obteve o mesmo padrdao de amplificacdo que a de 1,75mM e menor

quantidade de reagente pode ser utilizada na reacao.
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4.3.2. Limite de deteccao de DNA da PCR

O LD de DNA amplificado foi realizado com o objetivo de se determinar qual a
quantidade minima de DNA que a PCR consegue amplificar nas condi¢des descritas.

Inicialmente foram utilizadas as seguintes concentragdes de DNA em ng/uL de reacao:
100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 e 0,78. Como pode-se observar pela Figura 16 houve

amplificacdo de todas as concentragcées de DNA citadas.

Figura 16: Gradiente de DNA. As bandas de 1 a 8 correspondem as seguintes concentracées de DNA em ng/uL
de reacdo: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 € 0,78.
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Desta forma a concentragcdo de DNA foi diminuida, desta vez para pg/uL de reagao:
100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78 e 0,39. Na Figura 17 podemos perceber que a
ultima amplificagdo ocorreu na banda 6, que corresponde a concentragdo de 3,13 pg/uL,

sendo este, entdo o LD de DNA da PCR nas condic¢des citadas.

Figure 17: Gradiente de DNA. As bandas de 1 a 9 correspondem, respectivamente, as seguintes concentragbes
de DNA em pg/uL de reagdo: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78 e 0,39.

4.4. Gradiente de MSN SBA-15 e SBA-16

A diminuicdo do LD de DNA da reacéo é extremamente importante nos casos em que
a quantidade de DNA extraida da cultura e, principalmente, diretamente do material biolégico
€ muito pequena. Desta forma, a reacdo de PCR pode ter sua sensibilidade aumentada,
melhorando o diagnostico de meningites e DM causadas por pequena quantidade de

bactérias.
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A partir da determinagédo do LD de DNA, foi selecionada a concentracdo de DNA do
LD ( 3,13 pg/uL ), uma concentragao acima ( 6,25 pg/uL ) e uma concentragao abaixo ( 1,56
pg/uL). A PCR foi adjuvada com diferentes concentracées de MSN SBA-15 e SBA-16 com o
objetivo de se diminuir a concentracdo de DNA do LD. As concentracées de MSN SBA-15 e
SBA-16 utilizadas em ng/uL: 6,25, 12,5, 25,0 e 50,0.

A Figura 18 corresponde a reacao adjuvada com SBA-15. A banda 1 corresponde ao
branco da reagao, ou seja, a reagao nao contendo DNA e nem MSN usada como controle de
contaminacao dos reagentes utilizados. As bandas de 2 a 4 correspondem ao controle da
PCR sem MSN com DNA nas concentragdes em pg/uL: 6,25, 3,13 e 1,56. As bandas de 5 a
16 correspondem as concentragcdes de DNA anteriores adjuvadas com 4 concentracdes de
MSN (em ng/uL: 6,25, 12,5, 25,0 e 50,0). Da mesma forma a Figura 19 corresponde a reacao
adjuvada com SBA-16.

Como podemos perceber pelas bandas presentes nas Figuras 18 e 19 houve pequena
variagdo na intensidade das bandas, o que pode ser atribuido a pequenas variagdes da
técnica como pequenas variacbes na concentracao dos reagentes devido a pipetagem ou a
homogeinizacao de reagentes, principalmente DNA e MSN que se encontram em pequenas

concentracoes.
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Figura 18: Gradiente de MSN SBA-15 na PCR. A Banda 1 corresponde ao Branco da reacdo. As Bandas 2 a 4
correspondem a PCR sem MSN (banda-concentragdes em pg/uL : 2-6,25, 3-3,13 e 4-1,56). As bandas 5 a 7
correspondem as mesmas concentragcbes de DNA anteriores adjuvadas com 6,25 pg/uL de MSN SBA-15,

bandas 8 a 10 com 12,5 pg/uL, bandas 11 a 13 com 25 pg/uL e 14 a 16 com 50 pg/uL, respectivamente.

Figura 19: Gradiente de MSN SBA-16 na PCR. A Banda 1 corresponde ao Branco da reagéo. As Bandas 2 a 4
correspondem a PCR sem MSN (banda-concentragbes em pg/ulL : 2-6,25, 3-3,13 e 4-1,56). As bandas 5 a 7
correspondem as mesmas concentragcées de DNA anteriores adjuvadas com 6,25 pg/uL de SBA-16, bandas 8 a
10 com 12,5 pg/uL, bandas 11 a 13 com 25 pg/uL e 14 a 16 com 50 pg/uL, respectivamente.
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Desta forma, ndao podemos afirmar que as MSN SBA-15 e SBA-16 alteram a
amplificacdo de DNA nas concentracdes testadas ja que a PCR convencional ndo permite
calcular se ha ou nao significancia da amplificacéo obtida.

Assim, outras técnicas quantitativas de biologia molecular, como a PCR Quantitativa
(Q-PCR), poderiam dar a informagédo de significancia da aplicacdo destas MSN em testes

diagnésticos moleculares.
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5. CONCLUSAO

N. meningitis causa doencas de rapida progressao e que podem causar a morte
rapida do paciente. A biologia molecular € uma ferramenta de diagndstico importante para
este tipo de doenca e, se associada a nanotecnologia, pode melhorar o desempenho das
técnicas ja existentes.

Através dos resultados obtidos nos experimentos de retardamento em gel e dicroismo
circular podemos concluir que a interagdo entre DNA e as MSNs SBA-15 e SBA-16 é fraca e
que a reacdo de PCR promove maior interagao entre DNA e estas MSN. A utilizacdo de MSN
em reacbes de PCR Convencional para a deteccao de N. meningitidis ndo demonstrou

aumento da sensibilidade da técnica.
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