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RESUMO

As doengas bacterianas exigem grande preocupacao por parte das autoridades sanitarias.
As causadas pela bactéria Neisseria meningitidis, como a meningocdcica e a meningite, requerem
uma ateng¢do ainda maior, devido a rapida a¢do no organismo e a alta taxa de mortalidade. Muitos
tipos de vacinas foram desenvolvidas para combater essas doencas, entre elas as que utilizam o
microrganismo atenuado, as que utilizam parte do mesmo e as contendo vesiculas de membrana
externa (OMVs), particulas produzidas naturalmente durante o crescimento da bactéria e que
apresenta estrutura semelhante a da membrana externa da mesma. Para aumentar a eficiéncia des-
sas vacinas muitos foram os compostos utilizados como adjuvantes. O presente trabalho foca no
desenvolvimento e analise de uma vacina contendo OMVs, como antigeno, e dois tipos de nano-
estruturas de carbono (NTC e NTN), como adjuvantes, € na elaboragdo e aplicacdo de uma nova
técnica de produg¢do de OMVs. A produgdo de OMVs desenvolvida pelo grupo mostrou-se eficaz.
Nesse novo processo foi analisada a cinética da liberagdo em diferentes linhagens. As cepas de
C2135, TAL 2443 e B4 apresentaram uma liberagdo de OMVs distintas. A primeira desenvolveu
uma producdo 6tima apds 24 horas da inoculacdo das primeiras colonias. A segunda e a terceira
produziram uma maior quantidade no periodo préximo a 12 horas apds a inoculacdo. Essa dife-
renga pode ser devido ao tipo das linhagens, no que diz respeito a estrutura capsular da bactéria,
sendo a C2135 uma representante do tipo C e a IAL 2443 e B4 serem representantes do tipo B.
As vacinas contendo somente OMV apresentaram um aumento na imunizag¢ao dos modelos muri-
nos quando comparadas ao controle positivo (soro humano vacinado com uma vacina comercial)

contra as bactérias que produziram a OMV em questdo. Os resultados das vacinas contra linha-



gens diferentes das suas bactérias progenitoras mostraram um resultado inferior quando compa-
radas ao controle positivo. As vacinas contendo OMV e o nanotubo NTC, como adjuvante, apre-
sentaram também um resultado acima do obtido pelo controle positivo, porém nao conseguiram
apresentar uma resposta imune maior do que as que continham apenas OMV, deixando clara a
baixa eficiéncia adjuvante desse composto. As contendo OMV e o nanotubo NTN apresentaram
uma imunizac¢do, em alguns casos, abaixo da obtida pela vacina contendo somente OMV, o que
indica uma diminui¢do na apresentagdo normal das OMVs ao sistema imune. Isso pode repre-
sentar diversas possibilidades, entre elas uma diminui¢do na capacidade de reconhecimento dela
como antigeno ou uma alteracdo na eficiéncia das ligagdes dos anticorpos com o antigeno. Este
estudo atestou a qualidade do processo de producdo de OMVs desenvolvido pelo grupo e
mostrou a especificidade das vacinas produzidas. Ja as nanestruturas de carbono utilizados nao
apresentaram fun¢do adjuvante, sendo que em alguns momentos houve inclusive diminui¢ao da

eficiéncia de imunizagao.



ABSTRACT

Bacterial diseases demands attention of health authorities. Those caused by the bacterium
Neisseria meningitidis, like brain fever, require even more attention due to the fast action on the
organism and the high mortality rate. Many types of vaccines have been developed to combat
these diseases, including those made from weakened or killed forms of the microbe, its toxins and
containing outer membrane vesicles (OMVs), blebs produced naturally during the bacterial
growth. The OMVs have similar structure to the bacterial outer membrane. To increase the effi-
ciency of vaccines several compounds have been used as adjuvants. The aim of this work is to
develop and test a vaccine containing OMVs, as antigen, and two types of carbon nanostructures
(NTC and NTN) as adjuvants, and develop and implement a novel technique for the production
of OMVs. This technique developed by the group was very effective. In this new process the
strains of the C2135, IAL 2443 and B4 showed a distinct release rate of OMVs. The first one
showed an optimal production at 24 hours after the inoculation of the first colonies. The second
and the third one after 12 hours. This may indicate that the two bacterial linages are different to
each other regarding the kind of their capsular structure. OMV vaccines showed an increase in
the immunization of murine models when compared with the results obtained by a commercial
vaccine against the progenitor bacteria. OMV vaccines containing NTC nanotube as adjuvant
also achieved better results than the commercial vaccine, but failed to produce a higher response
than the previous treatment, making clear their low efficiency as a vaccine adjuvant. OMV vac-
cines containing NTN graphene promoted an immunization below that obtained by the OMV

vaccine and OMV vaccine with NTC nanotube, indicating a decrease in the standard presentation
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of OMVs to the immune system. This may represent several possibilities, such as a decrease in
the ability to recognize the OMV as an antigen, or a decrease in the efficiency of the binding of
antibodies to antigen. This study confirmed the efficiency and quality of the novel OMV produc-
tion process. The carbon nanostructures (NTC and NTN) presented no adjuvant effect, moreover,

in some cases, they reduced the effectiveness of immunization.
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OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135
NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05;
n=3). 56
Figura 15: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela
vacinagdo utilizando OMVs oriundas da linhagem de N. meningitidis IAL 2443 e associacdo da
mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linhagem P2143. Valores
expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo
voluntéario, contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com

OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
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OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135
NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05;
n=3). 58
Figura 16: Analise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela
vacinacao utilizando OMVs oriundas da linhagem de N. meningitidis B4 e associacdo da mesma
com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da mesma linhagem. Valores
expressos em média = epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo
voluntario, contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135
NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenga estatistica (p<0,05;
n=3). 60
Figura 17: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela
vacinagdo utilizando OMVs oriundas da linhagem de N. meningitidis B4 e associagdo da mesma
com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linhagem C2135. Valores
expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo
voluntario, contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135

NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
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nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05;
n=3). 62
Figura 18: Analise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela
vacinacao utilizando OMVs oriundas da linhagem de N. meningitidis B4 e associacdo da mesma
com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linhagem IAL 2443. Valores
expressos em média = epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo
voluntario, contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135
NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05;
n=3). 64
Figura 19: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela
vacinagdo utilizando OMVs oriundas da linhagem de N. meningitidis B4 e associagdo da mesma
com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linhagem W135. Valores
expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo
voluntario, contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135
NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05;

n=3). 65
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Figura 20: Analise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela
vacinacao utilizando OMVs oriundas da linhagem de N. meningitidis B4 e associacdo da mesma
com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linhagem P2143. Valores
expressos em média = epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo
voluntario, contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com
OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e C2135
NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao
nanotubo de carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05;

n=3). 66

Tabela 1: Representacdo do contetido das vacinas produzidas para imunizagdo dos animais.

A intersec¢do das linhas e colunas contendo um sinal (+) representa a presenca do composto
encontrado na coluna mais a esquerda. Na intersec¢do contendo um sinal (-) representa auséncia
do mesmo. 30

Tabela 2: Linhagens bacterianas de N. meningitidis utilizadas neste trabalho 32
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LISTA DE ABREVIACOES
BSA: “bovine serum albumin”, soro de albumina bovina;
CEMIB: Centro de Bioterismo;
CEUA: comissao de ética no uso de animais;
Cyt: citosol;
ELISA: “enzyme-linked immunosorbent assay”;
EPM: erro padrao médio;
HFCVD: “hot filament chemical vapor deposition” ,deposi¢ao quimica, a partir da fase de vapor,
assistida por filamento quente;
IAL: Instituto Adolfo Lutz;
IM: membrana interna;
LPS: lipopolissacarideos;
MWCNT - “Multi-Walled Carbon Nanotubes”’, nanotubos de carbono multilamelados;
NTN: Grafeno
OM: membrana externa;
OMV: “outer membrane vesicles ”, vesicula de membrana externa;
PBS: “phosphate-buffered saline”, solugdo salina tamponada com fosfato;
PG: camada de peptidoglicano;
Pp: espago periplasmatico;
RPM: rotagdes por minuto;
SWCNT: “Single-Walled Carbon Nanotubes”’, nanotubos de carbon de parede simples;
Tol-Pal: “Tol-peptidoglycan-associated lipoprotein”;

UFC: unidades formadoras de colonia;
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INTRODUCAO

Neisseria meningitidis

A quantidade de bactérias que compreendem o gé€nero Neisseria € bastante elevada. Os
principais componentes desse grupo a causar doeng¢as em humanos sdo os microrganismos das
espécies meningitidis e gonorrhoeae. Uma parcela significante da populacdo mundial possui a
espécie Neisseria meningitidis colonizando de maneira comensal a mucosa do trato respiratdrio
superior (Caugant et al., 1994). Como se trata de um patdégeno-ocasional, em individuos recepti-

vos, a colonizag¢do assintomdtica pode dar lugar a uma infecc¢io invasiva (De Vries et al.,1996;
Taha et al., 2002), que pode ocorrer apés um periodo de proliferacao, culminando na entrada do
microrganismo na circulacio sistémica através da prépria mucosa (Brandtzaeg, 1995). Essa inva-
sdo pode gerar uma meningococemia e/ou meningite, causada pela entrada das bactérias nas me-
ninges e que gera sintomas como febre, vomitos, rigidez na nuca, dentre outros sintomas (Devoe,
1982).

A classificagdo dos meningococos é determinada pelos seus diferentes tipos de cépsula,
um polissacarideo que envolve a bactéria e que determina a subdivisdo da espécie em sorogrupos
(Hitchcock et al., 1986; Baehr et al., 1989; Wong et al., 1989; Hussey et al., 1997). Existe um
total de treze sorogrupos. Destes, cinco sdo associados com frequéncia a casos de invasdo do or-
ganismo hospedeiro (Bakir er al., 2001; Harrison et al., 2006; Chanteau et al., 2007). Sdo eles os

sorogrupos A, B, C, Y e W135. Mais recentemente, outros sorogrupos tém também surgido com
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caracteristicas epidemioldgicas como os sorogrupos 29E, X e Z (Etienne et al., 1990; Bennett et
al., 2004, Safadi & Barros, 2006).

Existe um mecanismo natural de defesa do microrganismo contra o sistema imune do in-
dividuo infectado. Através dele, a bactéria pode produzir um novo tipo de cépsula diferente do
que produz normalmente. Esse mecanismo € conhecido por switch capsular (Swartley et al.,
1997; Lancellotti et al., 2006). Esse processo € possivel gragas a transferéncia de material genéti-
co entre as linhagens de N. meningitidis e a capacidade de incorporar naturalmente um DNA e-
x6geno (Lancellotti er al., 2006). Essa transferéncia, chamada de transmissdao génica horizontal,
concede a bactéria receptora do material genético a capacidade de expressar essa nova capsula
(Swartley et al., 1997; Zarantonelli et al., 2006; Hollanda er al., 2011; Mattos et al., 2011).

A N. meningitidis nao apresenta apenas a capacidade de expressar genes obtidos de bacté-
rias da sua mesma espécie. Alguns polissacarideos encontrados nela sdo semelhantes aos encon-

tradas em Haemophilus influenzae, o que indica uma possivel troca de material genético entre

elas no curso da evolugdo (Frosch et al., 1991; Maiden et al., 1998; Achtman, 2004).

Historico de Vacinas de meningococo

As primeiras vacinas foram desenvolvidas contra os sorogrupos A, C, W135 e Y. Elas e-
ram constituidas de polissacarideos capsulares purificados. Para o sorogrupo B, responsavel pela
maioria dos casos de meningites em diversas partes do mundo (Van Der Ley et al., 1995), ainda
ndo existe uma vacina desse tipo. Uma das possiveis explicacdes seria devido a presenca da mo-

lécula de 4cido a-2,8-N-acetil neuraminico na sua cdpsula, molécula essa que ¢ imunologicamen-
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te semelhante ao 4cido sidlico humano. Isso impossibilitaria o reconhecimento dessa molécula
pelo sistema imune, uma vez que resultaria no combate de estruturas do préprio organismo.

Uma alternativa para esse problema seria a utilizagdo de outras estruturas da bactéria co-
mo antigenos, como proteinas expostas na sua membrana externa (Frasch, 1985; Frasch et al.,
1991; Comanducci et al., 2002; Borrow et al., 2005). Como as vesiculas de membrana externa
(Outer membrane vesicles - OMVs) produzidas por ela possuem as mesmas caracteristicas estru-
turais das suas membranas externas, uma vacina utilizando essas vesiculas se mostra uma opg¢ao
de grande utilizagao.

Todas as vacinas contra meningococos do sorogrupo B disponiveis comercialmente e em
testes clinicos sdo baseadas em OMVs. Entre as comercializadas, encontra-se a vacina cubana,
VA-MENGOC-BC® extraida da cepa Cu385/83 e polissacarideo do grupo C (PSC) (Milagres et
al., 1994; Milagres et al., 1998), a vacina norueguesa, Folkehelsa®, formulada com OMV extrai-
das da cepa 44/76 (Zollinger et al., 1997; Pollard & Scheifele, 2001; Collins & Pollard, 2002) e a
vacina hexavalente holandesa Hexamen, composta de OMVs de duas cepas cada uma expressan-
do trés subtipos diferentes de porina A (Claassen et al., 1996; Van Der Voort et al., 1997; Peeters
etal., 1999).

Em funcio da situag@o epidemiolégica no Brasil, no final dos anos 80, foi administrada a
vacina VA-MENGOC-BC®, em criangas e adolescentes, na faixa etdria que compreende dos trés
meses aos nove anos de idade com duas doses. A eficdcia da vacina foi avaliada pelo Instituto
Adolfo Lutz, em Sao Paulo, em iniciativa conjunta da Secretaria Estadual de Satide de Sao Paulo
e da Organiza¢do Panamericana de Satide, em colaboracdo com a Food and Drug Administration
(FDA), dos Estados Unidos. Concluiu-se que a vacina cubana era dependente da idade, sendo que

nenhuma protecdo era observada em criancas menores de 24 meses (Milagres et al., 1994; Mor-
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ley et al., 2001; Morley et al., 2001; Jodar et al., 2002). Doze meses apds a segunda dose, a efi-
cacia geral da vacina foi de 54-57% com comprovagdo de auséncia de resposta em criancas me-
nores de 2 anos, que corresponde a faixa etdria de maior risco para o desenvolvimento dessa do-
enca (De Moraes et al., 1992; Milagres et al.,1994; Noronha et al., 1995). Esses resultados foram
posteriormente confirmados em ensaios clinicos com a mesma vacina cubana, no Chile (Boslego

etal., 1995).

Vesicula de membrana externa (Outer Membrane Vesicles - OMYV)

Uma extensa quantidade de bactérias Gram-negativas como, N. meningitidis, liberam, du-
rante o seu crescimento, vesiculas de membrana externa (Li et al., 1998). Essas particulas sao
produzidas pela projecdo natural da membrana externa dessas bactérias, que, devido ao rompi-
mento dessas projecdes, formam tais estruturas (Figura 1).

Esses proteolipossomos possuem entre 10 e 200 nm de didmetro e sua formagdo pode es-
tar associada a pressdo de turgor do envelope celular durante o crescimento bacteriano (Zhou et
al., 1994; Zhou et al., 1997). Defeitos na ligacdo de proteinas da membrana externa com a cama-
da de peptidoglicano ou de proteinas envolvidas na liga¢do estrutural entre membrana interna,
externa e camada de peptidoglicano podem resultar em uma massiva liberacdo dessas nanoparti-

culas naturais (Henry ez al., 2004).
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Figura 1: Modelo da biogénese das vesiculas de membrana externa. Estdo representados a mem-
brana externa (ME), contendo lipopolissacarideos (LPS), a camada de peptidoglicano (PG), o
espaco periplasmético (Pp), a membrana interna (MI) e o citosol (Cit). Para a formacdo da vesi-
cula ocorre a evaginacdo da membrana externa ao ponto de ocorrer o estrangulamento e liberacio
da mesma. Em destaque a vesicula ja liberada com o conteido periplasmatico no seu interior de

seu limen (Figura adaptada de Kuehn & Kesty, 2005).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas possuem protefnas como as porinas, as
mais abundantes na superficie dos meningococos (Van Der Ley et al., 2001), receptores e poros,
e uma distribuicdo assimétrica de lipidios, com a face externa da membrana composta principal-
mente de lipopolissacarideos (LPS) e a face interna da mesma contendo fosfolipideos e lipoprote-
inas. O periplasma contém a camada de peptidoglicano, proteinas e enzimas de regulacio, e com-

ponentes da via secretora (Kuehn & Kesty, 2005).
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Algumas andlises bioquimicas demonstraram que as OMVs sdo constituidas dessas prote-
inas e lipidios da membrana externa da bactéria progenitora e do conteido do periplasma. Nao
foram encontrados componentes da membrana interna e nem do citoplasma (Mcbroom et al.,
2006). Esse fato confere a essa particula uma poderosa ferramenta para produgdo de vacinas, uma
vez que, utilizando essas vesiculas, os antigenos presentes na superficie da membrana externa
podem ser apresentados ao sistema imune sem o risco de uma contaminagao, fato que pode ocor-
rer em uma vacina contendo o microrganismo atenuado (Jodar er al, 2002[a]; Jodar et al.,

2002[b]).

Novo Processo de Produ¢ao de OMVs

Muitas sao as formas de extragdo das OMVs. A utiliza¢do de centrifugagdes sequenciais a-
liadas a ultracentrifuga¢do ¢ uma delas (Claassen et al., 1996; Henry et al., 2004; Williams et al.
2007). Ha, porém, algumas problematicas associadas a esses tipos de metodologia quando existe
a intencdo de aumentar a escala de producao.

Alguns pesquisadores lancam mao de compostos, como o desoxicolato, que desestabili-
zam a membrana externa da bactéria a fim de obter a libera¢do dessas vesiculas mais facilmente
(Claassen et al., 1996). Porém, o proprio desoxicolato em altas concentra¢des, acima do nivel
fisiolégico, pode ativar diversas vias de resposta ao estresse, por exemplo, a apoptose de varios
tipos celulares, danos ao DNA, problemas de formacgdo estrutural de proteinas, dentre outros
(Crowley et al., 2000)

Alternativamente, é possivel utilizar a ultrafiltracio para conseguir expressivos resultados

na obtencdo dessas particulas. Essa metodologia consiste em passar por um filtro com um poro
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muito pequeno uma suspensdo de meio de cultura contendo as OMVs liberadas naturalmente
pelas bactérias (dados nao publicados).

Existem ainda trabalhos que utilizam de técnica de biologia molecular para modificar o
sistema de proteinas Tol-Pal desestruturando a membrana bacteriana e induzindo a liberagao de
uma grande quantidade de OMVs (Bernadac et al., 1998; Cascales er al., 2002; Henry et al.,

2004).

Adjuvantes Vacinais

Adjuvantes sdo chamados as substincias que sdo associadas as vacinas com o propdsito
de amplificar e/ou modular a imunogenicidade de um determinado antigeno. Sdo capazes também
de modular a resposta imune em individuos que possuem certa deficiéncia para tal, como idosos,
imunodeprimidos ou aqueles que sdo encontrados em condi¢des de insalubridade ou subnutri¢dao
(Tacket & Mason, 1999; Tacket et al., 1999; Schinjs, 2000).

Os compostos de aluminio sdo muito utilizados como adjuvantes. O fosfato de aluminio e
o hidréxido de aluminio foram aprovados para uso clinico (Pashine et al., 2005; Lima, 2008).
Eles induzem um aumento significativo na resposta imune do organismo (Cox & Coulter, 1997).
O monofosforil lipideo A (MPLA) também tem larga utilizacdo (Quintilio et al., 2009), princi-
palmente associado a outros compostos como o proprio aluminio ou a fragdo purificada do extra-
to da saponina. Outras substancias podem agir como adjuvantes, porém o maior empecilho para o
avanco desses compostos até o teste clinico € a alta toxicidade e o possivel caso de hipersensibi-

lidade que alguns deles causam (O’Hagan et al., 2001)
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Nanobiotecnologia

Dentro da 4rea de conhecimento intitulada Nanotecnologia, existe uma vertente que se es-
pecializa em estudar moléculas em escala nanométrica com aplicagdes biolégicas como marcado-
res para rapida detec¢do de doencas (Jolanta et al., 2005; Dudu et al., 2012), desenvolvimento de
cosméticos (Farboud et al., 2011) vacinas (Nasir, 2009) e diversas outras.

Algumas nanoestruturas também sdo utilizadas em microrganismos desde 2004 (Zhao &
Feng, 2004). Dentre essas destacam-se as aplicadas na andlise da atividade antimicrobiana (Zhao
& Feng, 2004) e na alteracdo do processo de transformacgdo bacteriana (Hollanda ez al., 2011;
Mattos et al., 2011). A aplicacdo de nanoparticulas como adjuvante vacinal foi alvo de alguns

estudos (Hollanda, et al., 2011) provando ser uma crescente area de pesquisa.

Nanoestruturas de Carbono

As aplicabilidades das nanoestruturas de carbono, como os nanotubos de parede simples
(Single-Walled Carbon Nanotubes — SWCNTSs) e os de paredes multiplas (Multi-Walled Carbon
Nanotubes — MWCNTS), e outras estruturas como o grafeno, sdo extensas e variadas (Terrones,
2003).

Os nanotubos de carbono possuem larga aplicacdo nas diversas dreas da engenharia, como
por exemplo, na produ¢do de equipamentos eletronicos (Tans et al, 1998), no desenvolvimento
de células combustiveis para automdéveis movidos a H, , pela capacidade que os nanotubos pos-
suem de armazenar gases apds alguns tratamentos (Terrones, 2003) e na utiliza¢do para producio

de baterias Li-ion (Frackowiak & Béguin, 2002).
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Existe uma ampla aplicacdo desses nanotubos na area da saide também, como novos sis-
temas de administracdo de firmacos (drug delivery) e terapias contra diversos canceres ( Kam et
al., 2005). Na é4rea da microbiologia, Mattos et al., em 2011, revelaram a capacidade dos
MWCNTSs em aumentar a transformacao bacteriana em N. meningitidis.

Ja o grafeno, que é uma estrutura bidimensional que possui um atomo de carbono de es-
pessura, ¢ considerada a mais rigida ja produzida (Zan et al., 2012) e possui diversas aplicacdes
que vao desde a engenharia de materiais, devido a sua caracteristica ja citada, até a capacidade de
realizar a dessaliniza¢do de amostras de 4gua marinha com eficiéncia de 100 a 1000 vezes maior
que os demais processos (Cohen-Tanugi & Grossman, 2012).

A capacidade adjuvante desses tipos de materiais ainda nao foi testada, porém os resulta-
dos obtidos por outras nanoestruturas, como os nanotubos de silica que demonstraram resultados
promissores, 0 que sugere uma possivel aplica¢do nesse sentido (Alves D. A., 2012, Dissertagcao

de Mestrado), podem indicar uma convergéncia para esse tipo de estudo.
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OBJETIVOS

Foi proposta desse trabalho elaborar um novo protocolo de produ¢do de OMV’s na tenta-
tiva de reduzir os custos da metodologia, de possibilitar um possivel aumento de escala e de eli-
minar a necessidade de utiliza¢do de alguns compostos surfactantes que possam vir a ser prejudi-
ciais a satde, fornecendo assim uma alternativa aos processos de producdo ja existentes.

Um segundo objetivo do trabalho foi a anélise da eficiéncia da capacidade adjuvante de
dois tipos de nanoestruturas de carbono (nanotubo multilamelar e grafeno) em vacinas contra
algumas cepas de meningococo, utilizando, para isso, as OMVs produzidas pelo método desen-
volvido pelo grupo e contrapondo-as frente a diferentes linhagens de meningococo, visando a

verificacdo de um possivel aumento da cobertura vacinal.
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MATERIAIS E METODOS

Producao das Vesiculas de Membrana Externa

Para obtencdo das vesiculas de membrana externa oriundas de cepas de N. meningitidis
primeiramente foi realizado um teste para analisar a cinética da produ¢@o dessas nanoparticulas.
Para tal, foram preparados meios de cultura s6lidos com crescimento bacteriano de trés linhagens
diferentes, sendo elas: C2135, IAL 2443 e B4. Dos crescimentos foram ressuspendidos, em 50
mL de meio liquido, uma quantidade equivalente a duas vezes o valor 10 da escala de Macfar-
land, a fim de obter uma saturag¢do de bactérias do meio. Do total de 50 mL, 10 mL foram aplica-
dos em garrafas de Roux, perfazendo um total de quatro garrafas, contendo meio de cultura apro-
priado para o crescimento dos meningococos. Cada uma das quatro garrafas de Roux foi incuba-
da em estufa a 37°C por, respectivamente, 8, 12, 16 e 24 horas, para as linhagens C2135 e IAL
2443, para constatacio dos valores 6timos de produ¢do de OMV.

Ao atingir os seus hordrios correspondentes, cada garrafa de Roux foi retirada da estufa. A
ela aplicou-se um total de 30 mL. de PBS e aproximadamente 25 unidades de pérolas de vidro,
para, através do choque mecanico proporcionado através de uma leve movimentacdo da garrafa
de roux, facilitar a extragdo das OMVs. Subsequentemente, esse tampao, contendo as OMVs e as
células que possivelmente se desprenderam do meio sélido, foi armazenado em tubos de centri-
fuga esterilizados e passou por uma centrifugacdo de 4000 RPM por 10 min para que os materiais
de maior densidade contidos no liquido (células e outros materiais de maior massa) sofressem
uma primeira separacdo. Apds essa centrifugacio, todo o sobrenadante foi separado em um novo

tubo de centrifuga.
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Esse sobrenadante passou por uma filtracdo a vacuo, através de um filtro produzido pela
MILLIPORE® e de uma bomba, que proporcionou a produ¢io da pressdo negativa essencial 2
esse processo. O filtro utilizado foi o MILLIPORE® Membrane Filters com porosidade de 0,025
um, que permitiu a reten¢do das nanoparticulas bacterianas. O filtrado foi descartado e o conteu-
do retido no filtro foi ressuspenso em tampao PBS e armazenado em biofreezer a -85°C.

Para determinar a concentracdo das OMVs obtidas, foi adotada a metodologia de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando o soro albumina bovina (BSA) como padrao (Claassen et al., 1996;
Deich & Hoyer, 1982). Para tal foi utilizado o Reagente Corante Concentrado BioAgency® (cod.
500-0006N) a 595 nm. A partir dos dados de concentracdo proteica foi estimado o periodo 6timo

de incubacio.

Caracterizacao das Nanoparticulas Bacterianas

Para caracterizar as nanoparticulas obtidas dos meningococos foram utilizadas duas meto-
dologias: o ensaio protéico de Bradford, ja descrito no item acima e a microscopia eletronica de
transmissao.

Para a microscopia eletronica foi utilizado o Microscopio Eletronico de Transmissao LEO
906FE a uma voltagem de 80 kV. Foram utilizados grids com filme suporte formvar 2,5% diluido
em dicloroetano e recoberto com filme de carbono. Como contrastante foi utilizado 4cido fosfo-

tingstico.
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Nanoestruturas de Carbono

As nanoestruturas de carbono, que foram gentilmente cedidas pela equipe do Prof® Dr. Vi-
tor Baranauskas, foram obtidas através do método da deposi¢do quimica, a partir da fase de va-
por, assistida por filamento quente (Hot Filament Chemical Vapor Deposition — HFCVD). O pro-
cedimento para a producdo e caracterizacdo destas nanoestruturas foram descritos no artigo de
Mattos et al. (2011) anexado ao trabalho.

Foram utilizados dois tipos de nanoestruturas de carbono: (1) um nanotubo de carbono
multi-parede (MWCNT - chamado no decorrer do trabalho de NTC) e (2) uma nanoestrutura
feita a partir do grafeno (chamado no decorrer do trabalho de NTN).

E possivel observar na Figura 2 miscroscopias eletronicas do nanotubo de carbono NTC.
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Figura 2: Microscopia eletronica de varredura por emissio de campo (FESEM) (A), mostrando a morfologia do nanotubo multi-
lamelar (NTC), e Microscopia eletronica de transmissdo de alta resolu¢do (HRTEM) (B), destacando a estrutura de multi-paredes

do mesmo (Mattos et al., 2011)
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Preparacao das Vacinas de OMV

Foi realizada a preparacdo de dez vacinas: contendo apenas o veiculo (PBS); contendo o
veiculo e 2 ug de proteinas totais (valor estimado através do ensaio de Bradford) da OMV obtida
a partir da linhagem C2135 ou da IAL 2443 ou da B4; contendo a base da anterior ¢ 500 ng de
NTC ou NTN.

As vacinas contendo as nanoestruturas de carbono foram preparadas no momento da ino-
culacdo nos animais, a fim de evitar possiveis erros causados pela precipitacdo das nanoestrutu-
ras. O estoque dessas nanoestruturas de carbono sofreu agita¢do vigorosa por 30 segundos. Apds
esse procedimento, 500 ng do mesmo foi adicionado a uma injecdo para que ela fosse aplicada no
animal em seguida.

Nao foi analisada a maneira como as nanoestruturas de carbono e as OMVs interagem.

Na Tabela 1 € apresentada uma representacdo esquematica do contetido das vacinas pro-

duzidas.
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Tabela 1: Representacdo do contetido das vacinas produzidas para imuniza¢do dos animais.

A interseccdo das linhas e colunas contendo um sinal (+) representa a presenga do composto en-

contrado na coluna mais a esquerda. Na intersec¢do contendo um sinal (-) representa auséncia do

mesmo.
IAL IAL
C- | C2135 | C2135+NTC | C2135+NTN | IAL 2443 B4 | B4+NTC | B4+NTN
2443+NTC 2443+NTN
OMV | - + + + + + + + + +
NTC - - + - - + - - + -
NTN - - - + - - + - - +

Experimentacao Animal

Para a andlise imune em modelos murinos foram utilizados camundongos fémeas da li-

nhagem Swiss, com idade entre 3 a 4 semanas, provenientes do CEMIB - UNICAMP. Todos os

animais foram insensibilizados através da injecdo intraperitoneal de uma mistura de Ketamina e

Xilasina nas concentragdes de 100 mg/kg e 7 mg/kg, respectivamente. Os animais foram imuni-

zados através das vacinas de OMYV e das de OMYV associada ao nanotubo de carbono. Foram duas

aplicagdes, em intervalos de sete dias entre elas. Passados sete dias da segunda aplicacdo, os ani-

mais foram anestesiados e o sangue total dos animais foi coletado com o auxilio de capilares pro-
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prios para tal. O soro obtido foi utilizado para a realizacdo do teste de ELISA. Os animais foram
submetidos a eutandsia através do deslocamento cervical e o figado foi rapidamente retirado e
separado para a andlise histolégica.

O protocolo de experimentacdo animal foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA-IB-UNICAMP), sob o nimero: 2185-1 como atesta o documento anexo.

Hepatotoxicidade das Nanoparticulas

A hepatotoxicidade foi analisada através de cortes histolégicos dos figados dos animais
utilizados no trabalho. Para tal, o 6rgdo retirado foi seccionado e fixado em laminas de vidro para
observacdo em microscopio de luz. O tecido em questdo foi desidratado, incluido em uma resina
prépria e passou pelo microtomo. Esse corte passou pelo processo de coloragdo, nesse caso he-

matoxilina-eosina.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O ensaio de ELISA permitiu a anélise da resposta imune dos modelos murinos. Para a rea-
lizacdo da metodologia, utilizada como descrita por Sulahian ef al. (1996), foram utilizadas pla-
cas de 96 pocgos contendo ao fundo uma “coating” bacteriano. As bactérias crescidas em meio
préprio foram ressuspensas em PBS.

Essa deposicio bacteriana foi produzida através do crescimento de diversos tipos de bac-

térias, sendo elas apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Linhagens bacterianas de N. meningitidis utilizadas neste trabalho.

Linhagens

Caracteristicas Origem

N. meningitidis P2143
N. meningitidis C2135
N. meningitidis W135

N. meningitidis B-epi

N. meningitidis B4

N. meningitidis W135 Marseille

C:NT:P1.18-1,3 Cluster A4, ST8, liquor, Brasil - BA INCQS - FIOCRUZ
Sorogrupo C, BIOMERIEUX C2135 INCQS - FIOCRUZ
Sorogrupo W135, ATCC35559 INCQS - FIOCRUZ
N. meningitidis epidémica brasileira isolada pelo Instituto IAL — SP

Adolfo LUTZ

N. meningitidis B4:P1-16 padrio. IAL - SP

N. meningitidis do sorogrupo W135 isolada na cidade de IP - Franca
Marseille-France proveniente do surto W135 ST11 (ET37)

Hajj.

IAL — Instituto Adolfo Lutz - SP; INCQS — FIOCRUZ — Instituto Nacional de Controle de Qualidade - Funda¢ao Oswaldo

Cruz - RJ; IP — Franga — Centre National de Référence des Ménigocoques — Institut Pasteur De Paris — Franca.
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Os tubos contendo os microrganismos foram mantidos por uma hora a 56 °C para inativa-
¢do dos mesmos e, posteriormente, diluidos a densidade 6ptica de 0,5 na Escala de Macfarland
(10° UFC/mL). Uma aliquota de 100 puL dessa solucdo foi adicionada a cada pogo da placa e a
mesma foi mantida por 24 horas a 37 °C. O sangue total, coletado dos animais, passou por uma
centrifugacdo, a 4000 RPM, durante 15 minutos. O sobrenadante (soro) foi recolhido e armaze-
nado a 4 °C. Na placa, contendo o coating bacteriano, foi adicionado o soro num titulo inicial de
1:500. Uma dilui¢do seriada na razdo 1:2 foi aplicada até que o dltimo pogo tivesse um titulo de
1:32000.

O anticorpo secundério Anti-IgG de camundongo, marcado com peroxidase, foi aplicado
aos pogos e a placa foi mantida por uma hora a 37 °C. Apds algumas lavagens foi aplicada a so-
lucdo reveladora e em seguida a placa foi analisada em espectrofotdmetro a um comprimento de
onda de 492 nm.

Para o controle positivo do ensaio de ELISA foi utilizado o soro extraido do sangue de um

humano que possui anticorpos contra os meningococos analisados.

Analise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM). O nimero de
amostras usados em cada andlise estd indicado entre parénteses (n). Os dados experimentais fo-
ram analisados utilizando teste “t” de Student. No caso os testes de normalidade (Kolmogorov e
Smirnov) que acusaram heterogeidade de variancia, um teste ndo paramétrico foi utilizado (Tu-
key). As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando

p<0,05. O programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinética da Producao de OMYVs

A utilizac¢do do ensaio de Bradford para quantificagdo indireta, a partir da concentracdo de
proteinas totais, de vesiculas de membrana externa ja foi descrita na literatura (Deich & Hoyer,
1982; Van der Ley et al., 1991; Claassen et al., 1996). Esse tipo de anélise quantitativa se mostra
muito dtil, uma vez que s@o poucos os métodos encontrados para tal. Assim, a quantidade de pro-
tefnas presente em uma dada amostra de OMVs € considerada fator determinante para estimar a
quantidade dessa particula, embora o nimero de unidades da mesma ndo seja possivel inferir a-
través dessa técnica.

A cinética da produg¢do de vesiculas de membrana externa, como € apresentado na Figura
3, que foi analisada pela metodologia de Bradford, ao longo do tempo para cada uma das linha-

gens bacterianas de N. meningitidis utilizadas.
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Figura 3: Cinética da producgdo de vesiculas de membrana externa. Valores expressos em média
+ EPM (n=3). Concentracdo proteica das OMVs obtidas a partir da N. meningitidis da linhagem
(A) C2135, (B) IAL 2443 ¢ (C) B4.

Os resultados obtidos mostram uma maior produ¢do de OMVs da linhagem C2135 apds
24 horas de inoculacdo no meio de cultura (Fig. 3A) e em torno de 12 horas nas linhagens IAL

2443 (Fig. 3B) e B4 (Fig. 3C). Esses resultados revelam que pode haver uma diferenciacdo na
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liberacdo das vesiculas dependendo do tempo e da linhagem de origem. No experimento, as bac-
térias da linhagem C2135, pertencentes ao sorogrupo C, apresentaram um maior valor de concen-
tracdo proteica em um periodo diferente quando comparado aos valores obtidos pelas bactérias
pertencentes ao sorogrupo B (IAL 2443 ¢ B4). Por sua vez, as bactérias desse tltimo sorogrupo
apresentaram um perfil semelhante de liberagdo de vesiculas. Pela anélise desses resultados, po-
de-se inferir que o tipo capsular pode ser um importante fator que interfere no tempo de liberacio

natural dessas vesiculas.

Microscopia Eletronica das Vesiculas

As microscopias apresentadas na Figura 4 mostram algumas OMVs oriundas do processo
de produgdo desenvolvido pelo grupo. As vesiculas em questdo foram obtidas a partir de N. me-
ningitidis da linhagem C2135.

E possivel perceber as OMVs apresentando-se de maneira aglomerada (Fig. 4A) e isolada
(Fig. 4B, 4C, 4D) das demais. Como se pode observar pelas imagens, as vesiculas ndo apresen-
tam um tamanho especifico, variando entre 50 e 100 nm, aproximadamente, o que é esperado,
uma vez que a sua producdo acontece de maneira aleatdria. Através dessas microscopias € possi-
vel constatar que o processo de produgcdo de OMVs desenvolvido pelo grupo foi bem sucedido.

Nao h4, através desse tipo de andlise, a possibilidade de mensurar quantitativamente a producao.
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Figura 4: Microscopias eletronicas de transmissdo de amostras de vesiculas de membrana externa da linhagem C2135. Setas

indicam vesiculas de tamanhos variados, aglomeradas (A) e ndo-aglomeradas (B, C e D).
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Hepatotoxicidade das Nanoparticulas

Os hepatdcitos dos modelos murinos tratados com a vacina de OMV+NTC (Fig. 5B) ndo
sofreram qualquer alteracdo morfolégica aparente quando comparados com hepatdcitos dos ani-
mais tratados com o veiculo (PBS — controle negativo, Fig. SA). Isso mostra que o figado dos
animais tratados nao sofreu variacdo morfolégica, que poderia indicar uma possivel toxicidade
dos compostos. Esses dados corroboram com alguns trabalhos que indicam a baixa toxicidade das
nanoestruturas em algumas cé€lulas (Kam er al., 2005).

Apenas os hepatdcitos dos animais tratados com a vacina de OMV obtida da linhagem
C2135 de N. meningitidis associada ao nanotubo de carbono (NTC) estio representados na Figura
5B. As demais micrografias (dos animais vacinados com OMVs de AL 2443, B4 e respectivas
associagdes com as nanoestruturas de carbono) apresentaram hepatdcitos com aspecto semelhante

aos observados nessa figura (figuras ndo apresentadas).
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Figura 5: Micrografias de cortes histolégicos de hepatdcitos de camundongos Swiss. Hepatdcitos

corados com Hematoxilina-Eosina (aumento 40x) dos animais tratados com o controle negativo

(A) e dos tratados com a associagdo OMYV da linhagem C2135 + Nanotubo de Carbono NTC (B).

Analises da Resposta Imune dos Camundongos Vacinados

Analise da Resposta Imune Utilizando Vacinas de OMVs Provenientes da Linhagem C2135

A resposta dos anticorpos contidos no soro dos animais tratados com as vacinas de OMV
oriundas da linhagem C2135 foi analisada através da técnica de ELISA. Nesse primeiro momen-
to, o soro foi testado contra a prépria linhagem C2135 de N. meningitidis. A Figura 6 apresenta
um aumento significativo na produ¢@o de anticorpos contra a bactéria nas trés primeiras titula-
cdes do soro (1/500; 1/1000; 1/2000), obtido a partir da imuniza¢do com a vacina contendo ape-

nas as OMVs de C2135, quando comparado o controle positivo. As vacinas de OMV de
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Figura 6: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacina¢do utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis C2135 e associacdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da
mesma linhagem. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de
carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenga estatistica (p<0,05; n=3).
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C2135+NTC e OMV de C2135+NTN também apresentaram um ligeiro aumento, em re-
lacdo ao controle positivo, nas trés primeiras dilui¢des.

Nas condi¢des em que o experimento foi realizado nao é possivel afirmar com completa
certeza que houve um aumento na resposta imune. Em algumas titulagdes houve um aumento
significativo, como € o caso do soro obtido a partir da imuniza¢gdo com OMV C2135+NTC e com
OMV C2135+NTN, comparados aos resultados da vacina de OMV C2135. Porém esse foi um
evento esporadico.

E possivel notar ainda que com o aumento da diluicio hd a diminuicdo dos efeitos da res-
posta contra os anticorpos contidos no soro.

Salienta-se que a linhagem de extra¢do das OMVs, C2135 é uma cepa vacinal utilizada
pelos laboratérios da Empresa Merial como doadora de polissacarideo capsular.

A andlise de ELISA utilizando o soro dos mesmos animais tratados no experimento ante-
rior foi realizada contra a linhagem IAL 2443 do meningococo. E possivel notar que o aumento
na resposta imune do animal tratado com a vacina de OMV de C2135, comparado com o controle
positivo, observado na Figura 6, ndo se faz presente quando o ensaio € realizado utilizando um
coating de uma N. meningitidis de linhagem diferente da que gerou as vesiculas para a prepara-
cdo da vacina (Figura 8). Isso pode estar relacionado a uma possivel especificidade que essa va-
cina possua.

Nio houve, nesse caso também, o aumento da resposta imune dos animais tratados com as
nanoestruturas. E possivel notar um ligeiro aumento, no caso do soro tratado com o nanotubo
NTC, porém, mais uma vez, os resultados sd@o inconsistentes, e por essa razdo ndo ¢ possivel a-
firmar que o composto funcionou como adjuvante. Esses resultados sdo semelhantes aos apresen-

tados na Figura 8, que mostra os dados da mesma formulacio vacinal contra a linhagem B4 de M.
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meningitidis. Essa semelhanca pode ser devido ao fato de ambas as linhagens (apresentadas na
Figura 7 e 8), que serviram como base para a liga¢do dos anticorpos contidos nos soros, serem do

tipo B.
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Figura 7: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinagdo utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis C2135 e associa¢do da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da li-
nhagem IAL 2443. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de

carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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Figura 8: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinagdo utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis C2135 e associagdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da li-
nhagem B4. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntario, con-
tendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135
NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e
C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —

NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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A andlise da resposta imune dos animais tratados com as vacinas utilizando OMVs oriun-
das de N. meningitidis da linhagem C2135 contra a linhagem W 135 estd representada na Figura
9. O soro desses animais foi testado contra uma linhagem que apresenta um tipo capsular diferen-
te do tipo das cepas progenitoras das OMVs que foram utilizadas para a produ¢do das vacinas.

Os dados mostram que ndo hi uma diferenga consistente entre os tratamentos. Ha inclusi-
ve certa similaridade entre os valores obtidos pelo controle positivo e os demais tratamentos.

E possivel perceber que os valores de absorbancia obtidos por esse tratamento foram, em
média, maiores, quando comparados aos dois Ultimos ensaios, e proximos, quando comparados
ao primeiro. Esse valor mais elevado de absorbancia estd intimamente ligado a quantidade de
anticorpos secunddrios que conseguiu fazer a liga¢gdo com os anticorpos encontrados no soro, que

por sua vez conseguiu uma melhor ancoragem nos meningococos da linhagem W135.
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Figura 9: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinac¢do utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis C2135 e associagdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da li-
nhagem W135. Valores expressos em média = epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntario,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de

carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenga estatistica (p<0,05; n=3).
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Os dados do ELISA dos soros dos animais tratados com as vacinas produzidas com as
OMVs de bactérias da linhagem C2135 frente a um outro meningococo do tipo C, estdo apresen-
tados na Figura 10.

Os valores dos tratamentos utilizando as vacinas de OMV estdo muito abaixo dos valores
apresentados na Figura 6, o que atesta a especificidade dessas imunizacdes. E possivel observar
uma ligeira diminui¢do nos valores obtidos pelo soro dos animais tratados com o NTN, quando
comparados com os valores obtidos pelo soro dos tratados com as duas outras vacinas. Nao ha

disponivel na literatura qualquer referéncia que possa identificar a razdo para esse fendmeno.
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Figura 10: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinac¢io utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis C2135 e associagdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da li-
nhagem P2143. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntdrio,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de

carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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Analise da Resposta Imune Utilizando Vacinas de OMVs Provenientes da

Linhagem IAL 2443

A Figura 11 apresenta os dados obtidos pela andlise de ELISA do soro dos animais imuni-
zados com as vacinas produzidas com OMVs oriundas de N. meningitidis da linhagem IAL 2443
e das vacinas de OMV ITAL 2443+NTC e OMV IAL 2443+NTN. O soro dos animais foi testado
contra a propria IAL 2443. De modo semelhante ao que aconteceu nos testes das imunizagdes
com as vacinas de OMV C2135, a resposta imune foi bastante elevada. Na maioria das dilui¢des
o soro dos animais tratados com a vacina contendo apenas a OMV TAL 2443 apresentou um au-
mento significativo em relagdo ao controle positivo. Esses resultados confirmam o caréter especi-
fico que essas vacinas tém apresentado.

Mais uma vez, como visto na maioria dos tratamentos ja apresentados, as nanoestruturas
ndo apresentaram caracteristicas de adjuvantes. Em algumas diluic¢des, a resposta imune dos ani-
mais tratados tanto com a OMV ITAL 2443+NTC quanto com a OMV IAL 2443+NTN apresenta-
ram uma sensivel diminui¢do, quando comparadas aos dados obtidos pelos animais tratados com
a vacina contendo somente OMV IAL 2443. A andlise dos dados da vacina utilizando o NTC
como adjuvante ¢ diferente de qualquer outro aqui apresentado. Nos ensaios de ELISA anteriores
ndo foi possivel observar esse tipo de tratamento influenciando a diminuicdo significativa da res-
posta imune, em relacdo ao tratamento com a vacina contendo apenas a OMV TAL 2443. Assim é
possivel afirmar que, nas condi¢des em que os experimentos foram realizados, as nanoestruturas
ndo conseguiram atuar como adjuvante. Elas inclusive geraram uma diminuicio na resposta imu-

ne dos animais que passaram por esse tratamento.
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Figura 11: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacina¢do utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis 1AL 2443 e associa¢do da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da
mesma linhagem. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntario,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de
carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenga estatistica (p<0,05; n=3).
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A andlise da resposta imune do soro dos animais tratados com as OMVs obtidas a partir
da linhagem TAL 2443 contra um coating bacteriano da linhagem C2135 estd representada na
Figura 12.

Os resultados obtidos atestam novamente a especificidade das vacinas. Os dados de ab-
sorbancia sdao sensivelmente menores que os dados obtidos pelo ensaio visto na Figura 11. Nao
ha, mais uma vez, qualquer indicio que, nas condi¢des as quais os experimentos foram realizados,

as nanoestruturas atuem como adjuvantes vacinais.
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Figura 12: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacio utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis IAL 2443 e associacdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da
linhagem C2135. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntario,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de
carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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A andlise de ELISA utilizando o soro dos mesmos animais tratados no experimento ante-
rior foi realizada contra a linhagem B4 do meningococo (Figura 13). Apesar de ser contra o coa-
ting de uma bactéria que possui uma linhagem semelhante 2 do microrganismo que originou a
OMV utilizada na vacina, houve uma diminui¢io na resposta imune dos animais tratados. Atra-
vés desses dados é possivel inferir que a reposta imune dos animais vacinados esta pouco relacio-
nada com o tipo capsular das bactérias em questao.

As nanoestruturas ndo apresentaram caracteristicas de adjuvantes vacinais, porém dessa
vez ndo foi observada a influéncia negativa do grafeno na imunizag¢do dos animais. Houve um

comportamento semelhante nos trés tratamentos.
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Figura 13: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacdo utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis TAL 2443 e associa¢do da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da
linhagem B4. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério, con-
tendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135
NTC (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e
C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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A andlise da resposta imune das vacinas utilizando OMVs oriundas de N. meningitidis da
linhagem IAL 2443 contra a linhagem W135 (Figura 14) mostra uma aproximacao nos valores
obtidos nestes tratamentos, quando comparados ao controle positivo. Essa aproxima¢do mostra
que ndo ha diferenga significativa entre a utiliza¢do de qualquer uma das vacinas, fato esse que
indica que, nas condi¢des em que os experimentos foram realizados, ndo houve resultado satisfa-

tério para a confirmacdo de que as nanoestruturas estudadas possam ser consideradas adjuvantes.
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Figura 14: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacdo utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis TAL 2443 e associa¢do da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da
linhagem W135. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de
carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenga estatistica (p<0,05; n=3).
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A andlise da resposta imune do soro dos animais tratados com as vacinas utilizando
OMVs oriundas de N. meningitidis da linhagem IAL 2443 contra a linhagem P2143, uma bactéria
da do tipo C (Figura 15). Neste caso € possivel observar que a vacina produzida com OMV IAL
2443+NTC induziu uma resposta significativamente inferior tanto em rela¢do ao soro do animal
tratado com a vacina contendo apenas OMV IAL 2443. Esse resultado ¢, de certa forma, similar
ao resultado obtido no ensaio que foi representado na Figura 11. A resposta para 0 mesmo Soro
aqui testado, contra um coating bacteriano diferente, naquele caso era contra meningococos da
linhagem TAL 2443, também apresentou resultados abaixo dos obtidos pelos animais tratados
com a vacina contendo apenas a OMV.

A razdo para esses resultados € desconhecida, uma vez que nao ha referéncias bibliografi-
cas que possam embasar uma explicagdo. Uma possibilidade € que esses nanotubos tenham inte-
ragido de maneira diferenciada com os proteolipossomos, obtidos da bactéria da linhagem IAL
2443, e dificultado o reconhecimento normal dos anticorpos contra 0os antigenos presentes na

superficie da vesicula.
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Figura 15: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacio utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis TAL 2443 e associacdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da
linhagem P2143. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de
carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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Analise da Resposta Imune Utilizando Vacinas de OMVs Provenientes da Linhagem B4

As vacinas preparadas utilizando a OMV B4 como antigeno foram analisadas pelo teste
de ELISA. Na Figura 16, em que o ensaio foi realizado contra um coating bacteriano do préprio
meningococo da linhagem B4, € possivel observar que o soro dos animais tratados apenas com a
OMYV B4 produziu uma resposta imune mais significativa que o controle positivo. Esses dados
atestam novamente a especificidade que esse tipo de vacina possui.

Os experimentos, nas condi¢des em que foram desenvolvidos, indicaram mais uma vez a
baixa capacidade adjuvante que as nanoestruturas de carbono possuem. No caso do soro dos ani-
mais tratados com OMV B4+NTN a resposta imune foi sensivelmente menor nas quatro primei-
ras dilui¢des, o que pode indicar que, em alguns casos, o grafeno pode dificultar o reconhecimen-

to dos antigenos pelas células do sistema imune.
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Figura 16: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacio utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis B4 e associa¢do da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da mesma
linhagem. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério, contendo
anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135 NTC
(soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e
C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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E possivel observar na Figura 17 os dados do teste de ELISA contra os meningococos da
linhagem C2135. Os valores de absorbancia obtidos pelos anticorpos secundarios que se ligaram
aos anticorpos contidos no soro dos animais tratados com as vacinas de OMV foram muito abai-
xo dos valores obtidos no ensaio anterior e em todos os demais apresentados anteriormente. A
razao para esse baixo valor de absorbancia ndao € muito bem conhecida, pela falta de uma referén-
cia que possa explicar tal fato.

Apesar do baixo valor, ainda € possivel notar que as nanoestruturas ndo agem de forma a
produzir um aumento na resposta imune. Também é possivel perceber que, em alguns casos, o
soro dos animais tratados com OMV B4+NTN induz uma diminui¢do no reconhecimento das

células do sistema imune para com os antigenos presentes na vesicula de membrana externa.
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Figura 17: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacio utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis B4 e associagdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linha-
gem C2135. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério, con-
tendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135
NTC (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e
C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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As andlises das respostas imunes das vacinas utilizando OMVs oriundas de N. meningiti-
dis da linhagem B4 contra a linhagem ITAL 2443 (Figura 18), contra a linhagem W135 (Figura
29) e contra a P2143 (Figura 20) demonstraram, em todos os casos, um baixo valor de absorban-
cia nesses tratamentos, quando comparados com os respectivos controles positivos. Essa peculia-
ridade, semelhante a observada na Figura 17, é de dificil explicagdo pela falta de trabalhos que
possam servir como base para a elaboracdo de uma hipdétese.

Nos trés casos, os experimentos realizados indicaram uma baixa a¢do adjuvante das nano-

estruturas de carbono utilizadas.
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Figura 18: Anélise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacio utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis B4 e associacdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linha-
gem [AL 2443. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério,
contendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis),
C2135 NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTC) e C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de
carbono — NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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Figura 19: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacdo utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis B4 e associacdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linha-
gem W135. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntdrio, con-
tendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135
NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e
C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —

NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).
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Figura 20: Andlise da metodologia de ELISA da resposta imune dos camundongos pela vacinacio utilizando OMVs oriundas da
linhagem de N. meningitidis B4 e associagdo da mesma com nanoestruturas de carbono (NTC e NTN) contra coating da linha-
gem P2143. Valores expressos em média + epm. C+ (controle positivo - foi utilizado soro humano, do mesmo voluntério, con-
tendo anticorpos para a bactéria), C2135 (soro do camundongo imunizado com OMYV da cepa C2135 de N. meningitidis), C2135
NTC (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono — NTC) e
C2135 NTN (soro do camundongo imunizado com OMV da cepa C2135 de N. meningitidis associado ao nanotubo de carbono —
NTN). Letras e simbolos iguais indicam diferenca estatistica (p<0,05; n=3).

72



Em linhas gerais, a utilizacdo das nanoestruturas de carbono, mais especificamente nano-
tubos de carbono multilamelares e grafenos, como adjuvantes vacinais nas vacinas meningogdoci-
cas ¢ um fato inédito na literatura cientifica vacinal. Nas condi¢cdes em que os experimentos fo-
ram realizados, os resultados obtidos ndo conseguem justificar a utiliza¢do destes compostos co-
mo adjuvantes, diferentemente do que aconteceu com as nanoestruturas de silica mesoporosa
SBA-15 e SBA-16, que foi um trabalho desenvolvido pelo grupo, no qual mostraram um adju-
vante promissor para as vacinas protolipidicas contra N. meningitidis (Alves D. A., 2012, Disser-
tacdo de Mestrado).

Os resultados obtidos indicam que existe uma elevada especificidade nas vacinas de OMV
produzidas pelo grupo. Em diversos trabalhos OMVs recombinantes ou proteinas purificadas
recombinantes, como a porina, sdo utilizados para aumentar a abrangéncia da vacina e evitar a
variabilidade das porinas dominantes (Niebla er al, 2001; Wright er al, 2002; Vipond et al,
2000). Por essa razdo, a utilizacdo de uma vacina contendo uma preparacdo de mais de um tipo
de OMYV pode ser extremamente eficaz, uma vez que a sua protecdo poderia abranger mais tipos
de meningococos.

A unica formulacdo vacinal capaz de controlar um surto epidémico de doengas meningo-
cécicas causadas por N. meningitidis do sorogrupo B sdo as vacinas baseadas em OMVs (Marzoa
et al. 2012) e € por essa razdo que o desenvolvimento desse tipo vacina e a elaboracdo de alterna-

tivas para a producdo da mesma se faz tdo necessario.
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CONCLUSOES

O processo desenvolvido pelo grupo para extragdo de OMVs, através da ultrafiltracdo,
mostrou-se eficaz, porém as diferencas entre as linhagens devem ser levadas em consideracao
para obter melhores resultados.

O teste de hepatotoxicidade ndo indicou que as nanoestruturas de carbono (NTC e NTN)
ou as vesiculas produzidas possam ser toxicas ao figado dos animais tratados.

Nas condi¢des em que os testes foram realizados, ndo houve a confirmagdo a partir dos
resultados obtidos de que as nanoestruturas de carbono possuem capacidade adjuvante.

A andlise do ensaio de ELISA mostrou que as vacinas de OMVs produzidas apresentaram
uma alta especificidade. Elas responderam melhor que o controle positivo quando testadas contra
as bactérias que deram origem as suas OMVs constituintes. Quando o teste era feito contra bacté-
rias de outras linhagens, a resposta imune era menor do que quando comparados com a resposta

do soro humano imunizado por vacinas amplamente utilizadas.

74



DESAFIOS FUTUROS

A caracteriza¢do da associacdio OMV + nanoestruturas de carbono, pela utilizacdo de mé-
todos como a andlise do potencial zeta e o espalhamento de luz, se faz fundamentalmente neces-
sario para o desenvolvimento de uma hipdtese que possa explicar as diferentes respostas imunes
obtidas pela andlise do ensaio de ELISA.

A prepara¢do de uma vacina contendo vesiculas de membrana externa oriundas de diver-
sos tipos de linhagens seria uma 6tima fonte de comparacdo para os resultados obtidos nesse tra-
balho.

E necessdrio realizar uma comparagio mais efetiva entre 0 método de extracio desenvol-

vido e os demais métodos que existem na literatura para confirmar a capacidade da técnica.
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Abstract

vaccination escape process.

Background: This study aimed at verifying the action of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) under the
naturally transformable Neisseria meningitidis against two different DNA obtained from isogenic mutants of this
microorganism, an important pathogen implicated in the genetic horizontal transfer of DNA, causing the escape of
the principal vaccination measured worldwide by the capsular switching process.

Materials and methods: The bacterium receptor strain C2135 was cultivated and had its mutant DNA donor M2
and M6, which received a receptor strain and MWCNT at three different concentrations. The inhibition effect of
DNAse on the DNA in contact with nanoparticles was evaluated.

Results: The results indicated an in increase in the transformation capacity of N. meninigtidis in different
concentrations of MWCNT when compared with negative control without nanotubes. A final analysis of the
interaction between DNA and MWCNT was carried out using Raman Spectroscopy.

Conclusion: These increases in the transformation capacity mediated by MWCNT, in meningococci, indicate the
interaction of these particles with the virulence acquisition of these bacteria, as well as with the increase in the

Introduction

Neisseria meningitidis is a commensal bacterium of the
human upper respiratory tract that may occasionally
provoke invasive infections such as septicemia and
meningitis. It is also naturally competent and therefore
can exchange genetic information with each other by
this process. This natural competence has been directly
correlated to pilliation of these organisms, as well as a
specific uptake sequence, within the genome of these
bacterium [1].

The use of mutations for the study of the capsular
polysaccharide of N. meningitidis is the aim of several
studies of the meningococci pathogenesis [2-4]. The
capsular polysaccharide is the major virulence factor
and a protective antigen. Meningococcal strains are

* Correspondence: mlancell@unicamp.br

'LABIOTEC - Biotechnology Laboratory, Department of Biochemistry, Institute
of Biology CP6109, University of Campinas - UNICAMP 13083-970, Campinas,
SP, Brazil

Full list of author information Is available at the end of the article

classified into 12 different serogroups according to their
capsular immune specificity, along with serogroups A, B,
C, Y and W135 are the most frequently found in inva-
sive infections. The capsule of serogroups B, C, Y and
W135 strains is composed of either homopolymers (B
and C) or heteropolymers (Y and W135) of sialic acid-
containing polysaccharides that are specifically linked,
depending on the serogroup [5,6]. This polymerization
is mediated by the polysialyltransferase, encoded by the
siaD gene in strains of serogroups B and C (also called
synD and synE, respectively) and by synG in serogroup
W135. Capsule switching after replacement of synE, in a
serogroup C strain, by synG may result from the conver-
sion of capsule genes by transformation and allelic
recombination [7-10]. Such capsule switching from ser-
ogroup C to B N. meningitidis was observed in several
countries, either spontaneously or after vaccination cam-
paigns [7-13]. It might explain the emergence and the
clonal expansion of strains of serogroup W135 of

© 2011 Mattos et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons

() BioMed Centra[ Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
§ any medium, provided the original work is properly cited.
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N. meningitidis in the year 2000 among Hajj pilgrims
who had been vaccinated against meningococci of ser-
ogroups A and C [14]. These W135 strains belong to
the same clonal complex ET-37/ST-11 as prominent
serogroup C strains involved in outbreaks worldwide
[8,9,15]. Hence, the emergence of these W135 strains in
epidemic conditions raised the question about a possible
capsule switching as an escape mechanism to vaccine-
induced immunity. Also, these events are expected to
occur continuously and can be selected by immune
response against a particular capsular polysaccharide [9].

However, the interference of immune response with
transformation efficacy has not been yet evaluated. Spe-
cific capsular antibodies are expected to bind to the bac-
terial surface and hence they interfere in DNA
recognition and uptake. Also, environmental interfer-
ence under the transformation process of this bacterium
is unknown.

This work aimed at the use of multi-walled carbon
nanotubes (MWCNT) for the study of the nanostructures
action on the transformation process of meningococci,
specifically their functions under the capsular switching
process. The methods used in this work aimed at the
action of MWCNT in the transformation of serogroup C
N. meningitidis against two different DNA obtained from
isogenic mutants of this microorganism.

Methods

Synthesis of multi-walled carbon nanotubes

The carbon nanotubes were produced by the process of
hot filament chemical vapor deposition (HFCVD), at the
Nanoengineering and Diamond Laboratory (NanoEng)
of the Department of Semiconductors, Instruments and
Photonics of the UNICAMP School of Electric Engi-
neering and Computer Science. The carbon nanotubes

Page 2 of 9

were made in a copper substrate covered by a conduc-
tive polymer film called polyaniline. The polyaniline film
covering the copper was dried on a hot plate at 100°C.
After that, 0.2 ml of a 2 g/l acetone-diluted nickel
nitrate (Ni(NQs),) (where the nickel is the catalyzer for
the growth of carbon nanotubes) was dropped on the
dry polyaniline film. After drying, in room temperature,
the polyaniline film was introduced into the HFCVD
reactor in nitrogen atmosphere at 450°C and 27 mbar
pressure for 30 minutes of growth time. An acetone
solution of camphor bubbled in hydrogen gas was used
as source of carbon. Morphological analyses were made
by FESEM (Field Emission Scanning Electron Micro-
scopy) using a JEOL JSM-6330F operated at 5 KV, 8 pA,
and HRTEM (High Resolution Transmission Electron
Microscopy) using a JEOL JSM 3010 operated at 300
KKV and 73 pA. Figure 1 shows typical images of FESEM
and HRTEM. We also used other nanostructures to
confirm our results as the NC nanotubes (commercially
obtained from Helix Material Solutions, USA), the NT2
were described by Grecco et al. [16].

Bacterial Strains and Media

The characteristics of the strains used in this study are
described in Table 1. They were grown at 37°C under 5%
of CO, on GCB agar medium (Difco) containing the sup-
plements described by Lancellotti et al. [9]. When needed,
culture media were supplemented with erythromycin at 2
pg/ml and spectomycin at 40 ug/ml. Escherichia coli
strains used for plasmid preparations were DH5a [17].

DNA Techniques

Recombinant DNA protocols and transformation were
performed as described previously [18]. The oligonu-
cleotides used are listed in Table 2. All the mutants

KV XKT0000  100nm WO 47mm

a

MWCNT with outer diameter of ca. 20 nm.

Figure 1 shows (a) the morphologic by SEM and (b) structure by HRTEM of typical as deposited MWCNTSs. Scale bars are indicated, the
outer diameter is ca. 200 nm and length > 1500 nm for the MWCNT show in (a). Multi-walled structures are presented in (b) corresponding to a

B
e i e

b
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Table 1 Bacterial Strains used in this work
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Strain Characteristics Origin (Reference)
DH5« Escherichia coli F-, endA1, hsdR17 ¢, supE44, thi-1, gir A96, relAl A

pLAN45 Plasmid containing ANMB0065:Q0aaDA derivated from pGEMTEasy [18]

pLAN13 Plasmid containing the fusion of synGzermAM 18]

C2135 Neisseria meningitidis serogroup C, BIOMERIEUX INCQS - FIOCRUZ
W135ATCC Neisseria meningitidis serogroup W135, ATCC35559 INCQS - FIOCRUZ
M2 N.meningitidis isogenic mutant ANMB0065:CaaDA [18]

M6 N.meningitidis W135ATCC transformed with pLAN13 to generate a fusioned strain synGermAM [18]

obtained by homologous recombination were checked
by Polymerization Chain Reaction - PCR analysis using
an oligonucleotide harboring the target gene and
another harboring the cassette.

Construction of NMB0065 mutant by polar mutation
This mutant construction follows the specifications
described by Hollanda et al. [18]. Briefly, the NMB0065
sequence from N. meningitidis C2135 was amplified
using 03.12-3 and 03.12-4 oligonucleotides (table 2).
This fragment was cloned into the pGEM-T Easy Vector
System II (Promega Corporation, Madison, W1, USA), to
generate the plasmid pLANG. E. coli strain Z501 was
transformed with plasmid pLANG6 resulting in the plas-
mid pLAN7. The QaaDA cassette was inserted into the
Bell site of pLAN7 to generate plasmid pLAN45, which
was transformed into the C2135 strain, generating the
mutant strain M2 (Figure 2).

Construction of serogroup W135 mutants in
transcriptional fusion synG::ermAM

As the mutant M2, this mutant construction follows the
specifications described in Hollanda et al. [18]. Briefly,
the synG gene responsible for the synthesis of the W135
capsule was amplified using the 98-30 and 03-12-5 oli-
gonucleotides (table 2) from the serogroup W135 strain

Table 2 Oligonucleotides used in this work

W135ATCC. The amplified fragment was cloned into
the pGEM-T Easy Vector System I (Promega, Madison,
W1, USA), to generate the plasmid pLAN11 (Figure 3).
Another fragment was amplified using the 04-02-2/
galECK29A from synG downstream sequence, cloned
into pGEM-T Easy Vector, to generate pLAN52. The
ermAM cassette was amplified by ERAM1/ERAMS3 and
inserted into Neol site of pLAN52 to generate pLAN53.
The fragment amplified from pLAN53 with the ERAM1
and galECK29A [19] was inserted into Pstl site of
pLAN11 to generate pLAN13-2. This plasmid was line-
arised by the enzyme Sphl and transformed into
W13551cc strain to generate the synG:ermAM fusioned
strain M6, erythromycin resistant.

Analysis of transformation frequency up to MWCNT
contact

At 1.10® colony-forming units - CFU - of the receptor
strain C2135, we added 1 pg genomic DNA from M2
and M6 mutants and 10, 20 and 50 pg of different
MWCNT. A negative control was also performed with-
out MWCNT. The suspension was incubated for three
hours at 37°C in atmosphere of 5% of CO, by three
hours. The counts of total CFU were performed in GCB
spectinomycin or erythromycin plates in triplicate analy-
sis (for M2 and M6 isogenic mutants, respectively). The

Oligonucleotide Sequence 5'-3’

Description

03.12-3 TGCGGATCCGCAGTAATTTTATCGGTTGG NMB0065 forward
03.12-4 CCCCACTACCTAAAAAATGCTGATTTG NMBO0O065 reverse
aadA1 TGCCGTCACGCAACTGGTCCA QaaDA forward
aadA2 CAACTGATCTGCGCGCGAGGC QaaDA reverse
98.30 GGTGAATCTTCCGAGCAGGAAA synG forward
98.31 AAAGCTGCGCGGAAGAATAGTG synG reverse
03.12-5% TCGGGATCCTTA CTTGGCCAAAAA synG reverse
04.02-1 CAATGAATCTCGCGTTGCTGTAGGTG synG forward
04.02-2 GAAAAATAATTTGGGGCTTAGG synG forward
galECK29A CTTCCATCATTTGTGCAAGGCTGC galE reverse
ERAM1 GCAAACTTAAGAGTGIGTTGATAG ermAM forward
ERAM3 AAGCTTGCCGTCTGAATGGGACCTC A GCTTCTTGG ermAM reverse

*The underlined sequences in italic are the insertion of the BamHi site into original sequence
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Figure 2 shows schematic representation of the capsule genes of C serogroup in disrupted construction of NMB0065 gene with aaDA
cassette. The NMBO065 gene was amplified using the 03-12-3 and 03-12-4 oligonucleotides (table 3) from C2135 strain. This fragment was
cloned into the pGEM-T Easy Vector System Il (Promega Corporation, USA), to generate the plasmid pLANG. E. coli strain Z501 was transformed
with plasmid pLAN6 resulting in the plasmid pLAN7. The QaaDA cassette was inserted into the Bcll site of pLAN7 to generate plasmid pLAN45,
which was transformed into the C2135 strain to generate the isogenic mutant strain M2 [18,19].

Cloning in pGEMT Easy Vector

A 03.12.4

CFU obtained in plates containing specific antibiotic
were analyzed by PCR for the presence of target gene
transfer in the transforming units (QaaDA cassette for
the M2 DNA and synG for M6 donor DNA). In order
to verify the interaction between DNA, MWCNT and
DNAse action, the same amounts of DNA(1 pg) from
M2 and M6 mutants, MWCNT (20 pg) and bacterial
cells were submitted to action 5 U of DNase (New Eng-
land Biolabs, UK) and further transformation process.
Also, the counts of cfu were performed in GCB specti-
nomycin or erythromycin plates in triplicate analysis
(for M2 and M6 isogenic mutants respectively).

Analysis of interaction between DNA and MWCNT by
Raman spectroscopy

The prior analysis of DNA from M2 and M6 mutant
strains with MWCNT was performed under a mix of 1
pg of M6 genomic DNA and 20 pg of MWCNT. The
samples were characterized by Raman spectroscopy
[20,21]. The spectra were recorded at room tempera-
ture using a Renishaw microprobe in Via system,
employing an UV laser for excitation (A = 325 nm)
at about 10 mW. The samples M2 and M6 were
dripped onto a quartz substrate for UV laser Raman
spectroscopy.
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Figure 3 Schematic representation of the capsule genes of W135 serogroup in transcriptional fusion of synG with ermAM cassette. The
synG gene responsible for the synthesis of the W135 capsule was amplified using the 98-30 and 03-12-5 oligonucleotides (table 2) from
W135a1cc strain. The amplified fragment was cloned into the pGEM-T Easy Vector System | (Promega, Madison, WI, USA), to generate the

generate pLANS2. The ermAM cassette was inserted into Ncol site of pLANS2 to generate pLANS3. The fragment amplified from pLANS3 with
the ERAM1 and galECK29A [19] was inserted into Pstl site of pLAN11 to generate pLAN13-2. This plasmid was linearised by the enzyme Sphl and
transformed into W135cc strain to generate the synG:ermAM strain M6, erythromycin resistant [18].

pLANI3

Mutant M6

using the 04.02-2/galECK29A from synG downstream sequence to

Results and discussion

The effects of the MWCNT were verified by an increase
in the number of CFU obtained from many transforma-
tion processes. The CFU number resulting from the
transformation process using DNA from M2 donor
strain was higher than the one obtained using M6 as
the donor strain. Also, the use of three different
MWOCNT and three different concentrations (10, 20 and
50 pg of each MWCNT) showed an increase in the
number of CFU resulted from the transformation pro-
cess using both DNA donor strains (Figure 4(c-d) and
table 3).

The intention of two different DNA donors was to
certificate the independence of MWCNT action under
the same bacterial strain - N. meningitidis C2135.
Further analysis by PCR demonstrated the transfer of
the tagged gene from M2 and M6 in transformed strains
(data not shown). The Raman analysis showed the inter-
action of MWCNT with the DNA obtained from Mé6
mutant strains as viewed in Figure 4(a-b).

Data analyses were made by ratio values between the
numbers of transformants cfu obtained with MWCNT
by median values of transformants cfu obtained without
nanotubes treatment (Figures 4c-d and table 3). The
values were analyzed by one-way analysis of variance
ANOVA (Tukey’s test compared each treatment to con-
trol without nanoparticles in transformation, considering
significant values of P > 0.05). Some values obtained
with commercial MWCNT - NC and NT2 showed dif-
ferent results when compared with NT1 (table 3 and
Figure 4).

The relations between the meningococci transforma-
tion and MWCNT action viewed in these results could
mimic the presence of carbon nanoparticles in atmo-
sphere and evoke the emergence of outbreaks of Brazi-
lian purpuric fever (BPF) caused by another naturally
competent bacteria, Haemophilus influenzae biogroup
aegyptius [22,23]. The Haemophilus influenzae biotype
aegyptius causes BPF, a dangerous inflammatory disease
known as purpura fulminans with a great mortality rate
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Figure 4 shows signal of DNA in the region until 2000 cm™. DNA consist of three groups: phosphates, deaxyribose and four bases such as
A (adening), T (thymine), C (cytosine) and G (guanine). In our work, the bands could be assigned to 883/1098/1045 cm™' - O-P-O backbone;

1276 cm™! - C (cytosine); 1456 cm'- A (adenine);1602 cm' - guanine (G) and 1670 cm™ - T (thymine). The bands of DNA donor M2 (a) and M6
(b) are in accordance with some authors [21,22]. The bands 2739-3421 cm™ are not assigned to DNA, it is assigned to the quartz substrate. In (c)

and (d) it shows the action of the MWCNT under Neisseria meningitidis strain C2135 using as donor DNA the M2 (c) and M6 (d).

Table 3 Values obtained from C21 35 transformation using the donor DNA from M2 and M6 mutants.

Donor DNA (1 ug)

Ratio (means obtained exposed to MWCNT/mean of negative P values (one way Tukey's test)

control)
Negative Control (without MWCNT) M2 1.02 + 017
NT1 (10 pg) 089 + 009 P =0, 1631 (non significant)
NT1 (20 pg) 224+ 070 P < 0,05 (P =0, 049 significant)
NT1 (50 pg) 3.52 + 050 P < 0,05 (P =0, 0073 very
significant)
NC (10 pg) 0.85 + 0.50 P =0, 3166 (non significant)
NC (20 pg) 218+ 0.90 P =0, 0798 (non significant)
NC (50 pg) 436 +1.18 P <0, 05 (P < 0, 0020 significant)
NT2 (20 pg) 142 £ 013 P <0, 05 (P =0, 0240 significant)
Negative Control (without mesoporous 1.09 + 0.25
siliMé
NT1 (10 pg) 1.71 £ 0.25 P < 0, 05 (P = 0, 0385 significant)
NT1 (20 pg) 203 £008 P <0 05(P=0,0034 very
significant)
NT1 (50 pg) 211 +£030 P < 0, 05 (P = 0, 0106 significant)
NC (10 pg) 203 +£035 P < 0,05 (P = 0, 0193 significant)
NC (20 pg) 244 + 0.88 P <0, 05 (P =0, 0490 significant)
NC (50 pg) 214 + 049 P < 0 05 (P =0, 0403 significant)
NT2 (20 pg) 558 + 0.86 P <0 05 (P =0, 0065 very

significant)
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[24]. Kroll et al. [24] described these Haemophilus influ-
enzae strains, usually associated with conjunctivitis
cases, as a product of horizontal transfer between N.
meningitidis and Haemophilus influenzae. In the same
geographic region of these outbreaks, the primitive agri-
cultural practice, performed by burning sugar cane, gen-
erates an emission of carbon micro and nanoparticles in
the atmosphere, potentially provoking respiratory disor-
ders by particles inhalation [25]. Our group has been
studying these bacteria and testing them with MWCNT
on its transformation process.

This process is similar to the phenomena of capsular
switching as described in sub Saharan African [26-28]
and Saudi Arabian regions (Hajj pilgrimage) [26,29-35].
In desert zones, the ramarthan wind and the presence
of silica nanostructures facilitates the capsular switching
process in meningococci strains [26,29-36]. Thus, new
experiments using animal models that could confirm
this hypothesis have been performed by our group. Also,
the increases in the transformation capacity in bacteria

Page 7 of 9

have been verified in Escherichia coli by nanotube struc-
tures, as described by Rojas-Chapana et al. [37].

The results of DNAse inhibition over free DNA
(Figure 5) could explain the protection of the bacterial
genes by MWCNT contact in this nanostructure. This
evidence is showed in the graphic of Figure 5 with the
increase of CFU in the test containing DNAse-treated
DNA and exposed to 20 pg of MWCNT. These results
need further experiments in order to better understand
this interaction between bacterial compounds and the
transformation system (represented in Figure 5).
Furthermore, animal models, for these studies, may be
very interesting for future assessments of atmospheric
contamination by carbon nanoparticles produced by pri-
mitive agriculture and carbon miners.

This work indicated, for the first time in scientific lit-
erature, that the action of atmospheric nanoparticles
obtained from anthropic activities, such as primitive
agriculture, influences the bacterial transformation
process.

DNAse complex
With DNA =

DNA destruction

X /ll

DNA double strand

OM

DNA single strand

DNAse

Protection of DNA

MWCNT bound in DNA

i b

Negative control DNA + Dnase MWCNT NT1 +DNA MWCNT NT1
w/o NT +DNase

@ M2 g M6

Figure 5 Schematic representation of the inhibitor effect of the DNase by MWCNT. (a) the transformation bacterial complex formed by
many proteins as pilQ, pilE, ComA, and accessory proteins distributed around the outer membrane (OM), periplasmatic space (PS) and inner
membrane (IM) in naturally transformable Gram negative bacteria, specially Neisseria species [38]. (b) Graph showing the inhibitory effect of
MWCNT in DNase avoiding the DNA lyses.
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Conclusion

The increase in the transformation capacity mediated by
MWCNT in meningococci indicates an interaction of
these particles with the bacterial DNA leading to viru-
lence acquisition and an increase in the escape to vacci-
nation. The presence of these nanoparticles protects the
DNA from DNAse action, increasing the recombination
frequency. These results show that important measures
for public health, in places where the MWCNT or car-
bon microparticles are produced, need to be carefully
revised.
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