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Resumo

Streptococcus  pneumoniae € uma bactéria gram-positiva que coloniza
assintomaticamente o trato respiratdrio superior em humanos; contudo é capaz de causar
doengas em individuos susceptiveis, como pneumonia, otite média e meningite. A sua
capacidade de se adaptar facilmente ao ambiente deve-se ao fato de ser naturalmente
transformével e muitas vezes este processo sofre influéncias externas. O objetivo deste
trabalho foi analisar o efeito de nanoparticulas de silica mesoporosa e nanotubos de
nitreto de carbono na transformacdo de pneumococo, além de verificar suas interacdes
com material genético através de Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC). Foi
construido um vetor plasmidial para delecdo do gene [uxS, responsdvel pela formacdo
de biofilme em S. pneumoniae. A partir deste material, foram realizados ensaios de
transformacdo em contato com as nanoparticulas. Os nanotubos de nitreto de boro
aumentaram a taxa de transformacio na bactéria com uma concentragdo de 30 pg/mlL,
Uma vez que os resultados com nanoparticulas de silica mesoporosa somente puderam
ser observados a partir de uma concentracdo de 50 pg/ml, acredita-se que hd uma
interag@o deste nanomaterial com a enzima DNAse, produzida em maior quantidade por
bactérias gram-positivas. Os nanotubos de nitreto de boro aumentaram a taxa de
transformacdo na bactéria com uma concentracdo menor de 30 pg/mL, levantando a
hipétese da interacdo com o DNA exdgeno. Verificou-se, portanto, a interacdo de
BNNT com material genético a partir de ITC. A curva tipica de saturacio indica uma
interag@o entre ambos os sistemas, podendo esta nanoestrutura ser utilizada futuramente

para carreamento de genes.
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Abstract

Streptococcus  pneumoniae is a gram-positive bacterium which colonizes
asymptomatically the human respiratory upper tract. However, it is capable of causing
many diseases in susceptible individuals, like pneumonia, otitis and meningitis. Its
capacity of adapting itself to the environment is due to be naturally transformable and
this process many times suffers external influences. The purpose of this work is to
analize the effect of mesoporous silica nanoparticles and boron nitride nanotubes on the
pneumococcal transformation and to verify their interactions with DNA through
Isothermal Titration Calorimetry (ITC). A plasmidial vector was built to delete the
biofilm formation responsible gene [uxS. With this material, transformation assays with
nanoparticles were made. Once the results of mesoporous silica nanoparticles increased
the transformation ratio with a threshold concentration up to 50 pg/mlL, it is believed
that this nanomaterial interacts with the bacterial DNAse, which is released in greater
quantities in gram-positive bacteria than in gram-negatives. As for the boron nitride
nanotubes, their increase of transformation ratio started at a concentration of 30 pg/mL.,
possibly interacting with exogenous DNA strains. Their saturation curve given by ITC

showed a clear interaction with DNA.
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1. Introducgao

1.1 Streptococcus pneumoniae

z

Streptococcus pneumoniae, também conhecida como pneumococo, ¢ uma bactéria
gram-positiva que coloniza de forma assintomadtica o trato respiratorio superior em seres
humanos. Apesar disso, ¢ um dos principais patégenos oportunistas, podendo causar
inimeras doengas como pneumonia, meningite, otite média e septicemia, especialmente
em individuos que se enquadram em grupos de risco (Ispahani, Slack et al. 2004,
Kadioglu, Weiser et al. 2008, Trappetti, Kadioglu et al. 2009). O pneumococo ¢é
responsdvel por uma alta taxa de mortalidade e morbidade em idosos, criangas e
pacientes imunocomprometidos; estes sdo até cem vezes mais susceptiveis a doencas
pneumocdcicas invasivas, uma vez que possuem menor protec¢do fornecida pela barreira
de mucosa e menor capacidade de eliminar patégenos (Imran, Leng et al. 2005,
Blossom, Namayanja-Kaye et al. 2006, Joloba, Kidenya et al. 2010). S. pneumoniae ¢é a
maior causadora de pneumonias em idosos (Cilloniz, Polverino et al. 2013), a0 mesmo
tempo em que € responsdvel por 44% dos casos de internacio hospitalar por infec¢des
respiratérias em criangas com menos de dois anos de idade (Nieto, Riquelme et al.
2013). Os quadros clinicos sdo ainda piores em paises subdesenvolvidos, devido 2 falta
de acesso a servicos médicos de qualidade e também a medicamentos antimicrobianos.
A taxa de infeccdes pneumocdcicas em criangas de até seis anos de idade nestes paises é
trés a oito vezes mais alta que em paises do oeste europeu e da América do Norte

(Hausdorff, Siber et al. 2001, O'Brien, Wolfson et al. 2009).



1.2 Transformagao em Streptococcus pneumoniae

7z

O pneumococo € um grande problema a sadde publica ndo apenas pela sua
patogenicidade, mas também pela sua enorme facilidade de se adaptar ao ambiente em
que se encontra. Tal adaptacdo se da principalmente pela transferéncia horizontal de
genes, sendo a transformacao sua forma mais comum em S. pneumoniae (Johnsborg and
Havarstein 2009, Croucher, Harris et al. 2012, Syvanen 2012). O mecanismo da
transformacdo ocorre pela captacdo de fragmento de DNA presente no meio extracelular
e sua incorporagdo no material gendmico da bactéria. Para tal, € necessario que o
pneumococo adquira seu estado competente, que se baseia na expressdo de um set de
genes responsiveis pela ligacdo com o DNA dupla-fita (dsDNA) exdgeno,
internalizacdo do DNA simples-fita (ssSDNA) extraido do dsDNA exégeno doador e
pela integracdo do ssDNA ao DNA cromossomal (Attaiech, Olivier et al. 2011).

A aquisicdo de competéncia por S. pneumoniae € resultado de um processo de
autoinducio causado pela libera¢do de uma molécula sinalizadora no meio extracelular
pelas préprias bactérias. Quando atinge um limiar de concentracdo, a molécula
autoindutora desencadeia a expressdo do set de genes responsiveis pelo estado de
competéncia (Mercenier and Chassy 1988, Lorenz and Wackernagel 1994, Havarstein,
Coomaraswamy et al. 1995). Este fendmeno ¢é chamado quorum-sensing e ¢é
considerado uma forma de comunicacio entre as bactérias que visa principalmente a
sobrevivéncia da espécie em ambientes hostis (Steinmoen, Knutsen et al. 2002,
Mangwani, Dash et al. 2012).

Em Streptococcus pneumoniae, o processo de quorum-sensing é causado pela expressao
de genes situados no locus com. Neste locus encontra-se o gene comC, gene pertencente
ao operon comCDE, que produz a molécula autoindutora responsavel pela aquisicio da

competéncia, um peptideo de dezessete aminoicidos denominado Competence



Stimulating Peptide (CSP) (Havarstein, Coomaraswamy et al. 1995, Johnsborg and
Havarstein 2009, Cassone, Gagne et al. 2012). Este peptideo é secretado para o meio
extracelular pelo complexo ComAB, constituido por um transportador ABC ComA e
sua proteina acesséria ComB, produtos do operon comAB (Chandler and Morrison
1988, Hui and Morrison 1991). Uma vez secretado para o meio extracelular, o CSP se
acumula até atingir um limiar de concentragdo que por sua vez € detectado pelo receptor
histidina-quinase ComD. Esta interacio CSP-ComD leva a uma mudanca na
conformac¢do do dominio transmembrana do receptor levando a sua atividade de quinase
e a fosforilagdo do seu cognato regulador de resposta ComE (Pestova, Havarstein et al.
1996, lannelli, Oggioni et al. 2005). Esta proteina, quando fosforilada, reconhece sitios
de ligac@o especificos dos locci com e atua como um fator de transcri¢do, gerando um
feedback positivo tanto nos operons comAB e comCDE, aumentando assim a produgio
de CSP, quanto ativando o gene comX (Ween, Gaustad et al. 1999). Este gene,
encontrado em duas cOpias idénticas no material gendmico de S. preumoniae, produz
um fator sigma denominado ComX, ou ¢*, que funciona como uma conexdo direta entre
o processo de quorum-sensing e a ativacio dos genes responsaveis pela competéncia na
bactéria (Luo, Li et al. 2003). A proteina ComX € considerada a dltima peca do

complexo mecanismo de quorum-sensing em pneumococo, esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema do processo de quorum-sensing para a aquisicio de competéncia em Streptococcus
pneumoniae. A molécula autoindutora CSP € secretada para o meio extracelular pelo transportador ComAB e
quando atinge um limiar de concentracio, ativa o receptor ComD, que por sua vez fosforila a proteina ComE.
Esta atua como um fator de transcri¢io para os operons comCDE e comAB e para o gene comX, resultando na
producio do fator sigma ComX que regula os genes essenciais para a transformacao.



1.3  Formagao de biofilme

Como a competéncia em Streptococcus pneumoniae ocorre geralmente como resposta a
situacdes de stress, por exemplo, a presenga de antibiéticos no meio e a a¢do do sistema
imune do hospedeiro, hd uma ligacdo direta desta com as doengas pneumocdcicas
(Burghout, Bootsma et al. 2007). Estudos revelam que a viruléncia em casos de sepse e
pneumonia pode ser modulada por CSP, bem como o desenvolvimento de biofilme em
infecgdes causando meningite em modelos murinos (Trappetti, Gualdi et al. 2011).

A formac@o de biofilme é um mecanismo apresentado pelo pneumococo para evitar a
fagocitose e o sistema complemento da defesa imunoldgica (Domenech, Ramos-
Sevillano et al. 2013). Sua importancia em doengas infecciosas cronicas é grande, sendo
muito encontrado em casos de otite média que se desenvolvem para quadros mais
graves de otorreia pds-timpanostdmica (Allegrucci, Hu et al. 2006). Recentemente
também foi constatada a presenca de biofilme em infec¢cdes pulmonares; contudo sua
formacao e adesdo ao epitélio do hospedeiro sdo dificultadas pela intensa tosse que esse
tipo de infec¢do provoca nos pacientes (Trappetti, Gualdi et al. 2011, Vernatter and
Pirofski 2013).

Bactérias presentes em biofilmes apresentam enormes diferencas no seu metabolismo,
expressdo génica de viruléncia e producio de proteinas de adesdo. Por estarem imersos
em uma matriz extracelular e, assim, metabolicamente inertes, 0S pneumococos em
biofilme sdo mais resistentes a acdo de leucdcitos e agentes antimicrobianos, servindo
como uma fonte recalcitrante de bactéria em infec¢des persistentes (Lizcano, Chin et al.

2010).



Tal como o desenvolvimento de competéncia, a formac¢ido de biofilme também é um
processo ligado a quorum-sensing, regulado molécula autoindutora AI-2, um furanosil
borato diéster sintetizado pela enzima S-ribosil-homocisteina liase (LuxS). O sistema
LuxS/AI-2 foi descrito pela primeira vez na regulacdo da bioluminescéncia da bactéria
Vibrio harveyi e seu processo se mostrou andlogo a formacgdo de biofilme em S.
pneumoniae (Joyce, Kawale et al. 2004).

O comecgo do processo se da pela conversdo de S-ribosil-homocisteina em cisteina e 4,5-
dihidroxi-2,3-pentanediona (DPD). DPD, por sua vez, ¢ uma molécula muito instavel
que reage com agua e 4cido boérico e cicliza-se espontaneamente em uma furanona,
formando AI-2 (Reading and Sperandio 2006). Sua biossintese € descrita na Figura 2.
Ainda que o papel de AI-2 na viruléncia e formac@o de biofilme em S. pneumoniae seja
bem conhecido, seus mecanismos de regulacdo e ativacdo de LuxS ainda ndo sdo

entendidos (Trappetti, Potter et al. 2011).

§—CH; ade nine
o OH
H " HO  adenine
. OH OH . CH
Hatl oo EC3229
f=adenosyl-L-hormoc ysteing, 5= (J=dp0x0y-D-Tibos-3-y[=L-hotnoc wateine
&-(3'-deoznadenosin-J'-wl)-L-homac ysteine
EC44.121 L-homoe yst ing
HC{ OH
b B{OH)3 H QH ©
PNy H* borc acid © OH =
@] @] n |CI—IS
HOvy, I CH, CHg
sportans ous HO o spontaneous )
HOw © OH

l-deosxy-S-deliydro-Deribul o (45-4, S-cdibynsype ntane -2, 3-dione
autoinducer AT-2

Figura 2 - Biossintese da molécula autoindutora 2 (AI-2). Retirado de

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/reaction/misc/miscgif/AI2.gif (acessado em 29 de junho de 2013).



1.4  Nanobiotecnologia

A nanobiotecnologia, uma nova area proveniente da biotecnologia classica, € a ciéncia
que desenvolve materiais em escala nanométrica para aplicagcdo no campo farmacéutico
e bioldgico. Nanomateriais organicos e inorganicos t€ém sido amplamente estudados no
campo de tratamento e diagndstico de cancer (Zhu, Zhao et al. 2013), atividade
antimicrobiana (Ravindran, Chandran et al. 2013, Rubilar, Rai et al. 2013) e alteracdes
no processo de transformagdo bacteriana (Rojas-Chapana, Troszczynska et al. 2005,
Hollanda, Cury et al. 2011, Mattos, Alves et al. 2011).

Um destes nanomateriais atualmente em foco é o nanotubo de nitreto de boro, ou
BNNT. Pela similaridade quimica do boro com o carbono, esta nanoestrutura
termodinamicamente estdvel tem despertado muito interesse nos campos de
bioengenharia, biomedicina e biotecnologia por apresentar menor citotoxicidade que
nanotubos de carbono (Ciofani, Del Turco et al. 2012, Ciofani, Danti et al. 2013,
Lancellotti M 2013). Dentre seus principais potenciais usos estdo como nanocarreadores
de drogas (Gao, Zhi et al. 2010) e nanotransdutores de sinais (Ciofani, Danti et al.
2013), além de seu possivel acoplamento com outros materiais, como a hidroxiapatita,
para aplicagdes em implantes odontolégicos (Lahiri, Singh et al. 2011).

Outro nanomaterial que também vem sendo muito explorado sdo as nanoparticulas de
silica mesoporosa, sistemas hibridos com poros de didmetro mesoscépico de 2 a 50 nm
monodispersos e ajustdveis em uma matriz inerte e biocompativel. A estrutura
intrinseca de seus poros, junto com sua grande drea de superficie, faz desta classe de
material um 6timo modelo adsorvente para estudos envolvendo fendmenos de superficie
(Hollanda, Cury et al. 2011). Dentre suas aplicagdes comprovadas estdo préteses para a

orelha média (Ehlert, Mueller et al. 2013), delivery de drogas (Shahbazi, Herranz et al.



2012, Shen, Ng et al. 2013) e funcionaliza¢do com outros materiais para fins de imaging
intracelular e terapia de cancer (Zhang, Zhang et al. 2013).

Contudo, nanoparticulas também podem ser encontradas em diferentes tipos de
ambiente, como em atmosferas poluidas, e seus efeitos nocivos a satiide sdo pouco
conhecidos. Estudos mostram que doencas infecciosas pulmonares causadas por
bactérias sdo mais dificeis de serem tratadas em regides onde o ar se encontra mais
poluido (Romieu, Gouveia et al. 2012, Rylance, Gordon et al. 2013). Uma das hip6teses
para explicar tal fend6meno seria uma influéncia positiva das nanoparticulas para a
aquisi¢do de resisténcia em bactérias infectantes do trato respiratério, dentre elas S.

phneumoniae.

1.5 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC)

A Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC, do inglés Isothermal Titration
Calorimetry) € muito utilizada para caracterizar a termodindmica da interacdo de
biomoléculas. Frequentemente é utilizada para estudar a ligacdo de pequenas moléculas,
como firmacos e nanomateriais, a macromoléculas (DNA, proteinas etc.) a uma
temperatura constante. Esta técnica pode determinar a constante de associacdo (K,),
energia livre de Gibbs (AG), a estequiometria da interag@o (1)), entalpia (AH) e entropia
(AS) (Jelesarov and Bosshard 1999, Pierce, Raman et al. 1999).

Uma das formas de utilizar a ITC consiste na adi¢do do titulante, chamado de ligante e
presente em uma seringa injetora automatica, sobre o titulado presente na cela de
amostra do calorimetro. A cada injecdo de uma pequena aliquota do ligante, a interagdo
entre as duas espécies leva a uma absor¢do ou liberacdo de calor, que é detectada e

registrada na forma de um isoterma (Figura 3).
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Figura 3 - A: Esquema representativo de uma seringa contendo a substincia ligante e a cela da amostra de um
calorimetro. B: Isoterma tipica da interacdo de um ligante com uma macromolécula. Acima, dados nao
processados e abaixo, dados processados. Isoterma retirada de
http://www.bioch.ox.ac.uk/images/mnews/20100507-staunton/fig04_530px.png (Acessado em 29 de junho de

2013)

Em cada injecdo, o calor envolvido € proporcional as mudangas de concentragdo do

ligante, conforme Equac@o 1:

Onde V é o volume da cela, AH é a entalpia da interacdo e [AL] a variacdo de
concentracdo do ligante na cela.

A ITC determina diretamente através do experimento os valores da constante de
afinidade (K,) e da entalpia. Este dltimo valor € considerado aparente, uma vez que o
experimento pode ter outras fontes de calor envolvidas que ndo apenas a interacdo
ligante-receptor. Uma das causas que influencia o valor de AH € a ionizacio do tampao

quando hé interac@o ou ligacdo entre ligante e receptor. Quando isso ocorre, seu valor é



corrigido para os efeitos de diluic¢do (Ababou and Ladbury 2006). As entalpias
determinadas experimentalmente sdo relacionadas com as for¢as moleculares (van der
Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas) entre o ligante e o receptor,

forcas estas de suma importancia para sistemas biolégicos.
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2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivos:

e (Construir um vetor plasmidial de delecio do gene [uxS, responsdvel pelo
quorum-sensing da formacg@o de biofilme em Streptococcus pneumoniae.

e Transformar o vetor plasmidial em cepas de Streptococcus pneumoniae para
obter uma cepa mutante Pn360A/uxS spt'.

e Verificar a influéncia de nanoparticulas de silica mesoporosa e nanotubos de
nitreto de boro na transformacao de Streptococcus pneumoniae.

e Analisar de modo qualitativo a interacdo de nanotubos de nitreto de boro com

DNA por Calorimetria de Titulag@o Isotérmica (ITC).
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3 Material e métodos

3.1 Meios de cultura

Brain-heart infusion (BHI) caldo e agar

Foi utilizada a forma comercializada na concentracdo de 37 g/L. pela Acumedia
(Lansing, Michigan, USA). O material foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20
minutos. Para o preparo do BHI Agar, adicionou-se 1,5 % de 4gar ao meio de cultura

liquido antes da esteriliza¢do pelo calor imido (autoclave).

BHI sangue
ApGs a esterilizacio de BHI Agar, a uma temperatura de 40 °C foi adicionado 5% de
Sangue Desfibrinado de Cavalo. Quando convinha, o meio era enriquecido com

espectinomicina a 40pg/mlL..

Meio Luria-Bertani
O meio Luria-Bertani foi preparado de acordo com protocolo estabelecido por
Sambrook et al, nas seguintes propor¢des:

e Triptona — 10g

e Extrato de levedura — 5g

e NaCl-10g

e Aguaq.s.p 1 litro
Para a preparacio do meio Liuria-Bertani sélido, adicionou-se &gar para uma
concentracdo final de 1,5%. O material foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 20

minutos.
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3.2 Linhagens bacterianas e condigcdes de crescimento

As cepas bacterianas utilizadas neste trabalho estdo descritas na Tabela 1. As cepas de
Streptococcus pneumoniae foram cultivadas em BHI sangue a 37°C com 5% CO; por

18-24 horas. Para sua manutenc@o, as amostras foram estocadas em BHI caldo contendo

30% de glicerol a -80°C.
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Tabela 1 - Linhagens de Streptococcus pneumoniae usadas neste trabalho

Linhagem Caracteristicas Origem
Pn3 Streptococcus pneumoniae ATCC INCQS - FIOCRUZ
PnHC Streptococcus pneumoniae isolado de um caso Hospital de Clinicas - UNICAMP

de pneumoniae

Pn360 Streptococcus pneumoniae ATCC INCQS - FIOCRUZ
Pn360A[uxS Streptococcus pneumoniae com delecio do Laboratério de Biotecnologia — Universidade
gene [uxS Estadual de Campinas

Legenda: INCQS — FIOCRUZ - Instituto Nacional de Controle de Qualidade - Fundagdo Oswaldo Cruz
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3.3 Sintese dos nanomateriais

Ambos os nanomateriais foram sintetizados pelo Centro de Desenvolvimento em

Energia Nuclear de Belo Horizonte/MG.

3.3.1 Nanotubos de nitreto de boro

Boro amorfo, NH4sNO3 e hematita foram misturados e postos em um forno a 550°C,
temperatura mantida constante por uma hora. Apds, a temperatura foi aumentada até
1300°C com uma taxa de aquecimento de 10°C/minuto, sob um fluxo de nitrogénio por
uma hora. Em seguida, foi adicionado um fluxo de gis de amdnia. O material obtido foi
acondicionado a uma temperatura de 950°C por 5 horas sob um fluxo de nitrogé€nio. Os
BNNT’s foram purificados com solu¢do de HCl a 3M a 90°C por 10 minutos e a
amostra foi coletada por filtracdo e secada a 40°C (Ferreira 2011). Sua caracterizacdo

pode ser vista em Lancellotti et al., 2013. (Lancellotti M 2013).

3.3.2 Nanoparticulas de silica mesoporosa

A sintese de SBa-15 foi feita usando um copolimero tribloco Pluronic P123-
PEO»)PPO7¢-PEO,¢ poli—[6xido de etileno]-poli[6xido 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 dgua
destilada e HCI sob agitac@o , seguido pela adi¢@o tetraetil ortosilicato. A mistura foi
mantida a 35 °C por 24 horas, e posteriormente por 1 dia a 100 °C sob condi¢des
estaticas em uma autoclave revestida por teflon. O material obtido foi filtrado e secado a

40 °C e o surfactante foi removido por calcina¢do por 550 °C por 5 horas (Zhao, Feng et
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al. 1998). As nanoparticulas SBa-15 2x5 foram polimerizadas com poli(N-
isopropilacrilamida) (P(N-iPAAm)) na propor¢do de 2 para 5.

O SBa-16 foi sintetizado sob condi¢des dcidas em uma faixa de concentracio de 3 a 5%
de Pluronic F127-EO106PO70EO106 (EO;ocPO70EO;¢s) diluido em temperatura
ambiente. Apds reagir por 20 horas foi obtido SBA-16 alto grau de pureza por aquecer o
precipitado sélido da solucdo estoque a 80 °C por 2 dias (Rivera-Munoz and Huirache-
Acuna 2010). Sua caracteriza¢do pode ser vista em Hollanda et al., 2011. (Hollanda,

Cury et al. 2011)

3.4 Metodologia da Extracdo DNA Genomico

Solucao de CTAB/NaCl
Pesaram-se 8 g de brometo de cetramdnio (Sigma Cat. No.H5882), 4,1 g de NaCl e
estes foram dissolvidos em 80 mL de dgua deionizada aquecida a 65 °C. O volume foi

completado para 100 mL.

Tampao Tris- EDTA pH 8,0 (TE pH 8,0)
 Tris-HCI: 10 mM

* EDTA: 1,0 mM

A extracdo do DNA gen6mico foi realizado de acordo com Sambrook et al, com
algumas adaptac¢des para bactérias gram-positivas. (Sambrook J 1989).

DNA gendmico bacteriano foi isolado do crescimento de 18 horas de colonias de S.
pneumoniae em agar sangue incubado a 37°C e atmosfera de CO; a 5%. Uma suspensao
bacteriana em 400 pl. de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) com 50
pL. de lisozima a 10 mg/mL foi incubada overnight também a 37°C com 5% CO,. No

dia seguinte, foi adicionado a mistura 70 plL de 10% SDS e 5 pL. de Proteinase K a 10
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mg/mL. A suspensdo foi homogeneizada e incubada a 65°C por 10 minutos. Foram
adicionados 100 pl. de NaCl 5M e a mesma quantidade de uma solu¢do pré-aquecida a
65°C de CTAB/NaCl (0,8 g/LL de brometo de cetramida e 0,4 g/LL de NaCl). Tal
suspensdo foi agitada até formag¢do de um liquido de aspecto leitoso e incubada a 65°C
por mais 10 minutos. Foram adicionados 750 pl. de uma solug@o de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1) (v/v) e a mistura agitada por cerca de 10 segundos. O material foi
centrifugado a 10000 g sendo o sobrenadante aquoso (600 mL) cuidadosamente
transferido para outro tubo de reacdo e o DNA gendmico precipitado com 0,6 volumes
de isopropanol a -20°C. A mistura foi mantida a temperatura de -20°C por 30 minutos.
A solucdo foi centrifugada a 10000 g por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi, por centrifugacdo, lavado duas vezes com solucdo de etanol 70% a -
20°C. O DNA foi secado a temperatura ambiente e diluido com movimentos cuidadosos
e circulares em 100 pL. de dgua MiliQ esterilizada. A concentracio e pureza do DNA
foram determinadas a partir de leitura em espectrofotdmetro em comprimentos de onda

de 260 e 280 nm. O 4cido nucléico extraido foi conservado a temperatura de - 20°C.

3.5 Reacgdo de Polimerizacao em Cadeia (PCR)

A sequéncia do gene [uxS (483 pb) foi obtida através do GenBank GI: 379070546
(www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide). Para amplificacdo do gene [uxS, foi utilizado o
DNA gendmico da cepa Pn3 como molde, enquanto que para o cassete de resisténcia
QaaDa (789 pb) foi utilizado o plasmideo pLAN45, construido em trabalhos prévios do
laboratério (Hollanda, Cury et al. 2011).

Os oligonucleotideos usados como iniciadores estdo indicados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos usados neste trabalho

Primer Sequéncia Descricao Temperatura de
Anelamento
LuxSPnF GGATCCATGTCAAAAGAAGTTATTGTCGAAAG luxS forward 55°C
LuxSPnR GGCATCATCTGAAATCCCTTGTTCCAAGATG luxS reverse 55°C
aaDA1 TGCCGTCACGCAACTGGTCCA QaaDA 55°C
forward
aaDA2 CAACTGATCTGCGCGCGAGGC QaaDA reverse 55°C
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Para um volume final de 50 pl. de mistura de reagdo, contendo as especificagdes do
fabricante da enzima Taq DNA Polimerase, foi adicionado 50 moles de cada
oligonucleotideo, 2 pl. do DNA template, solucdo tamponante da reacdo 10X na
concentracdo final 1X acrescido de cloreto de magnésio 2 mM e 2,5 U de Taqg DNA
Polimerase (Invitrogen). Posteriormente, o tubo foi submetido a amplificacio em

termociclador (Gene Amp PCR System 9700), utilizando o seguinte ciclo:

95°C - 5°
92°C — I’
55°C -2’
72°C -3
72°C - 10°
4°C - o

A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada em gel de agarose (1,5%)
contendo brometo de etideo (0,05%). Como pré-corrida, aplicou-se, inicialmente, uma
voltagem de 20V, até que todo o corante azul penetrasse no gel. Apds este
procedimento, a voltagem foi aumentada para 100V até que o marcador alcancasse a
extremidade oposta do gel. Apés o término da corrida, a visualizacdo das bandas foi
realizada em transluminador de luz ultravioleta e o tamanho dos fragmentos foi
determinado com o uso do Software Kodak 1D, tendo-se como padrdo de peso
molecular o 1kb DNA-ladder. Apds este procedimento, o gel foi fotografado pelo
sistema GelDoc It — Imaging System, com filtro vermelho utilizando-se o software

VisionWorks ®LS.
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3.6  Construcdo do vetor de mutacdo Alux$S

3 pL de fragmento do gene [uxS amplificado foi inserido em 1 pL do vetor de clonagem
pGEMT® (Promega, USA) juntamente com 5 pl. do Tampdo 2x e 1 pL de DNA
ligase. A ligacdo foi deixada overnight em geladeira para no dia seguinte ser
transformado em E. coli competente JM109 (Sigma-Aldrich, USA). 200 pL. de JIM109
foram transferidas para tubo eppendorf contendo o plasmideo. Misturou-se
delicadamente para em seguida ser incubado em gelo por 30 minutos. Logo apés, foi
realizado o choque térmico, no qual o tubo foi posto em banho-maria pré-aquecido a
42°C por exatos 90 segundos, sem agitd-lo no final. Em seguida, o tubo foi incubado em
gelo por 1 a 2 minutos. Adicionou-se 800 pl de LB liquido e a cultura foi incubada em
estufa a 37°C por 1h30.

1 mL da célula competente transformada foi transferida para placas preparadas com o
antibidtico apropriado [neste caso: placas LA + Amp 100 pg/ml. com 1 ml. de LB + 30
pl. XGal (25mg/ml) + 10 pl IPTG]. A placa foi estocada até todo o liquido ser
absorvido, em seguida foi invertida e incubada a 37°C por 12 a 16 horas, até o
aparecimento de coldnias. Estas foram transferidas para outra placa LA + Amp e
realizou-se o estoque das bactérias e a extragdo de seu plasmideo, de acordo com o
protocolo estabelecido por Sambrook (Sambrook J 1989).

Para tal, a solucdo de bactérias foi transferida para um eppendorf 1,5 mL, que foi cheio
até a borda. Centrifugou-se a 4000 g na microcentrifuga por 5 minutos; o sobrenadante
foi desprezado. O pellet foi ressuspendido em 100 pL. de Solucdo I gelada; logo apds foi
mantido no gelo por 30 minutos. Adicionou-se 200 pl. de Solucdo II. Misturou-se por
invers@o suave e vagarosa. Incubou-se no gelo por no maximo 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se 150 pl. da Solucio III. Misturou-se por inversdo suave e o tubo foi

incubado no gelo por 15 minutos. Logo apds, centrifugou-se a 10000 g por 5 a 10
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minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo. 1 mL de etanol absoluto
foi adicionado; misturou-se por inversdo e incubou-se a -85°C por 15 minutos.
Centrifugou-se por 5 minutos a 12000 rpm. O etanol foi descartado e adicionou-se 500
pl. de etanol 70%. O pellet foi ressuspendido e centrifugado por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco. O DNA foi ressuspendido em 50 pl. de
H20 Milli-Q e armazenado a -20°C.

O plasmideo resultante contendo o gene [uxS foi entdo digerido com a enzima de
restricdo BamHI, uma vez que o fragmento amplificado possui um sitio de restri¢do na
sua extremidade 5’. Com o plasmideo linearizado, foi inserido o cassete de resisténcia a
espectinomicina QaaDa seguindo o protocolo de ligacdo ja descrito. A nova construcao
foi clonada também seguindo o protocolo de transformacio, plaqueada em meio LA +
Amp 100pug/mL + 40pg/mL Spt e novamente foi feito um estoque da construcio
resultante.

Todas as insercdes foram verificadas por PCR dos genes com seus respectivos primers e
eletroforese de gel de agarose a 1,8%. Também se analisou a posi¢cdo da inser¢do do
cassete aaDa em relacdo ao gene [uxS, isto €, se foi inserido em posi¢do correta ou de
maneira invertida. Para tal, foi feito um PCR usando os primers QaaDa forward e luxS
reverse para a verificacdo da posi¢do correta e outra com os primers QaaDa reverse e
luxS reverse para a posi¢do invertida.

A concentracdo do estoque da constru¢do final foi analizada por NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, USA).

Solucao I
e 50 mM glucose

e 25 mM Tris HCI pH 8,0
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e 10 mM EDTA pH 8,0

A solugdo foi autoclavada por 15 minutos e, em seguida, mantida a 4 °C.

Solucao II
e NaOH 0,2N
e SDS 1%

A solug@o foi preparada somente no momento do uso.

Solucao IIT
e Acetato de Potassio5 M 60ml
e Acido Acético Glacial 11,5 ml
e H20 28,5 ml

A solucido foi estocada a 4 °C.
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3.7  Transformagdo de Streptococcus pneumoniae com o vetor de
mutagdo AluxS

A transformacio foi realizada com as cepas Pn3, PnHC e Pn360 de acordo com Pozzi et
al, com o objetivo de verificar qual cepa seria a melhor transformante (Pozzi, Masala et
al. 1996). As bactérias crescidas foram transferidas com a utilizacdo de uma alca estéril
para o meio BHI caldo, que foram incubadas em estufa a 37°C até atingir uma
densidade otica de Cgpp = 1,0, correspondente a 10® UFC/mL (Prescott 2002). Dez
minutos antes de ser feita a transformag@o, foi adicionado CSP-1 (Aminotech, Brasil) a
uma concentra¢do de 150 ng/mL. A transformacgao foi realizada em seguida usando 100
pl. da soluc@o bacteriana incubada com 2 pl. de plasmideo a uma concentracio de 1
pg/ul. Posteriormente, 1000 pl. de meio BHI caldo foi adicionado e a bactéria foi
encubada a 37°C com 5% CO, por 4 horas. Depois, 100 pl. da aliquota foi transferida
para placas de BHI dgar sangue com 2 pg/mL de espectinomicina (Sigma, Saint Louis,
MO, USA) e as bactérias foram incubadas por 18 h a 37?7 e 5% de CO,. Algumas
colonias foram escolhidas aleatoriamente para extrair seu DNA. A verificacdo da

insercdo efetiva do cassete foi feita utilizando os primers aaDAF e [uxSR.

3.8 Ensaio do efeito das nanoparticulas na transformagdo de
Streptococcus pneumoniae

O ensaio de transformacio foi realizado de acordo com Pozzi et al (Pozzi, Masala et al.
1996), com algumas modifica¢cdes. A transformacdo foi realizada com 500 pL da cepa
Pn360 selvagem em concentracio de 10° UFC/mL, utilizando 2 uL de material genético
extraido a partir da cepa mutada Pn360AuxS a 440,7 ng/pL. (leitura feita por nanodrop)

e 30 uL das nanoparticulas, em concentragdo de 1 mg/mL. Em uma andlise posterior,
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também foram realizados outros ensaios com quantidades de nanomateriais de 50 e 100
ul, na mesma concentragcdo supracitada.

Também foi realizado controle negativo sem as nanoparticulas em questdo, para fins
comparativos. As amostras foram plaqueadas apés 4 horas e incubadas na estufa a 37°C
por 24 horas. O nimero de UFC transformadas foi verificado por contagem e a andlise
estatistica foi realizada comparando o nimero de transformantes obtidos com o uso de
nanoparticulas pelo nimero de transformantes obtidos no controle negativo. A
verificacdo da aquisi¢do do gene foi feita por PCR sob as mesmas condi¢des descritas

na obtencdo de amostras.

3.9 Preparagdo dos nanotubos de nitreto de boro para andlise por ITC

A partir de uma suspensdo contendo 10 mg/mL de nanotubo de nitreto de boro, foi
retirada uma aliquota de 10 pL. (100 pg de BNNT) e transferida para 1 ml. de dgua
destilada em um eppendorf. Esta mistura foi sonicada por 4 horas e meia e posta para
repouso overnight para a decantag@o das particulas que ndo foram suspensas na dgua. A

suspensdo final apresentou uma molaridade aproximada de 0.2 mM.

3.10 Anadlise da interacdio de DNA com BNNT por Calorimetria de
Titulacdo Isotérmica (ITC)

As andlises de Calorimetria de Titulacfo Isotérmica (ITC) foram realizadas utilizando o
equipamento MicroCal™ ITC200 System (GE Healthcare, USA) no Laboratério de
Termodindmica e Engenharia de Processos de Separacdo da Universidade Federal do

Parani (UFPR).
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A fim de verificar a calibrac¢@o e limpeza do equipamento, foi realizada uma corrida de
titulacdo dgua em dgua. Preencheu-se a cela de amostra com 200 pl. de dgua destilada
previamente desgaseificada e titulou-se a mesma amostra de dgua na cela. Logo apds,

foram feitas as seguintes andlises (Tabela 3):
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Tabela 3 - Amostras analisadas por ITC. As molaridades sao dadas em mM.

Amostra na Ligante Molaridade cela Molaridade Amostra na Ligante Molaridade cela Molaridade
cela ligante cela ligante
BNNT ATP 0,2 1,5 BNNT GTP 0,2 1,5
Agua ATP 0,2 1,5 Agua GTP 0,2 1,5
BNNT CTP 0,2 1,5 BNNT glnA2 0,2 0,1
Agua CTP 0,2 1,5 Agua glnA2 0,2 0,1
BNNT TTP 0,2 1,5 BNNT pLUC 0,2 0,0026
Agua TTP 0,2 1,5 Agua pLUC 0,2 0,0026
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Foram analisadas as interagdes de BNNT com os quatro deoxinucleotideos
trifosfatados: ATP, CTP, GTP e TTP (Promega, USA), com um oligonucleotideo glnA2
e com um plasmideo pGEM®-[uc (Promega, USA). Todos os ligantes estavam diluidos
em agua destilada.

Estes ligantes também foram titulados em cela de amostra contendo apenas 4gua
destilada, para poder descontar suas possiveis interacdes.

Todas as andlises foram realizadas a uma temperatura de 37°C para mimetizar sistemas
biol6gicos. A linha de base foi estabelecida a 10 pcal.s™ e rotagdo de 1000 rpm. Foram
feitas 25 injecdes do ligante de 1,5 pl., com duracio de 3 segundos e intervalo de 180
segundos entre cada uma. Os isotermas foram processados com o programa MicroCal

OriginPro.

3.11 Anadlise dainteracdo de DNA com nanotubo de nitreto de boro por
eletroforese de retardo

O ensaio foi realizado de acordo com protocolo estabelecido por Suwalski et al.
(Suwalski, Dabboue et al. 2010).

pDNA e BNNT foram misturados em 50 pl. de Hepes 10 mM pH = 7,4 nas seguintes
propor¢des (ng pPDNA/ng BNNT): 2/0,6 — 2/1,25 — 2/2,5 — 2/5. Como controle negativo,
utilizou-se pDNA puro.

A eletroforese foi corrida em gel de agarose a 2% a 100V contendo 0,6% de brometo de
etideo. O gel foi fotografado pelo sistema GelDoc It — Imaging System, com filtro

vermelho utilizando-se o software VisionWorks ®LS.
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3.12 Anadlise estatistica

A andlise estatistica do ensaio de transformacdo foi realizada no programa GraphPad
Instat por Anélise de Varidncia Simples (teste de Tukey entre o nimero de UFC
transformadas com e sem o uso de nanoparticulas de silica mesoporosa e nanotubos de
nitreto de boro). Os valores de p considerados para a taxa de transformacio foram p <

0,05. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
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4 Resultados e discussao

4.1 Construgdo do vetor plasmidial Alux$

O gene [uxS foi amplificado de acordo com a metodologia anteriormente citada. A sua
inser¢ao no pGEMT® (Promega) e posterior clonagem em células competentes JM109
foi verificada por PCR do gene com os primers correspondentes e eletroforese com gel
de agarose a 1,8% a partir do plasmideo extraido em pequena escala (mini-prep). O
fragmento encontrou-se na altura de 500pb, correspondente ao tamanho do gene em
questao (483pb).

Em seguida, no plasmideo cortado com a enzima de restricdlo BamHI foi inserido o
cassete de resisténcia a espectinomicina, aaDa. Novamente, a construg¢do foi clonada
com sucesso em células competentes JM109 e verificada por PCR com os primers do
cassete aaDa. A sua banda se deu na altura de 800pb, o que corresponde ao tamanho do
cassete (789 pb).

O PCR feito com os primers QaaDa forward e [uxS reverse apresentou um fragmento
bem acentuado na altura de 1,3kb, enquanto a eletroforese das amostras resultantes do
PCR utilizando os primers QaaDa reverse e luxS reverse ndo apresentou fragmento
definido nesta altura. Isto mostra que o cassete de resisténcia a espectinomicina foi
inserido no plasmideo na posi¢do correta, correspondente as fitas sense e antisense do

plasmideo em relacdo ao gene [uxS (Figura 4).
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aaDa

Figura 4 - Representacio esquematica da inserc¢iio do cassete de resisténcia aaDa em rela¢io ao gene luxS

4.2  Transformagdo de Streptococcus pneumoniae com o vetor de
mutagdo AluxS

A transformacdo foi realizada com as cepas Pn3, PnHC e Pn360, de acordo com o
protocolo citado.

A andlise de efetivacdo da recombinagdo homdloga feita por PCR utilizando os primers
demonstraram que uma das col6nias tiveram o cassete aaDa introduzido no material
gendmico. Deste modo foi feito estoque da coldnia mutante denominada Pn360AuxsS,
resistente a espectinomicina. Esta também teve seu DNA gendmico extraido para ser
utilizado em ensaios de transformagdo envolvendo as nanoparticulas, uma vez que a
taxa de recombina¢do homoéloga € maior quando o material genético doador é gendmico
ao invés de plasmidial (Ejsmont, Ahlfeld et al. 2011).

O esquema completo da constru¢do do vetor plasmidial e sua transformacdo em S.

pneumoniae, gerando a cepa mutante, € ilustrado pela Figura 5.
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Figura 5 - Esquema da construc¢éo do vetor plasmidial pLUX2 e sua transformacio em S. pneumoniae, gerando um mutante resistente a espectinomicina

Transformation in
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4.3 Ensaio de transformagdo de Streptococcus pneumoniae com

nanoparticulas

Efeito das nanoestruturas na transformacéao de S. pneumoniae

1,8
1§0 1,6 -
c 1,4
£
_§ 1,2
g 0,8 -
a« 0,6
s
s 04

0,2 -

0 ‘

W/O NP SBai15 [SBA 15/P(N- SBai6 BNNT
|PAAm)]
Nanoestruturas

Figura 6 - Taxa de transformacao de S. pneumoniae em contato com 30 pg de nanoestruturas
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Tabela 4 - valores obtidos de UFC na transformacio de Pn360 em contato com as nanoestruturas

Média das UFC transformantes

Razao (média obtida em contato

Valores de p (Analise de

obtidas em 10% UFC com nanoestruturas/Média do Variancia Simples)
controle negativo)
w/o NP (controle negativo) 101 £ 17 1,00 £ 0,17 -
SBal5 98 +23 0,96 + 0,06 0.3125
[SBA-15/P(N-iPAAm)] 110 £ 21 1,09 £ 0,05 0.2255
SBalé6 97 +£26 0,95 + 0,09 0.2508
BNNT 158 +39 1,55 +0,12 0.0060 (**)
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Antes de ser realizado o ensaio de transformacdo com as nanoparticulas, foi testada a
capacidade de transformacao de trés cepas distintas de Streptococcus pneumoniae: Pn3,
PnHC e Pn360. A cepa que apresentou maior facilidade para ser transformada foi
Pn360, além de facilitar a contagem de UFC transformadas por apresentar cipsulas
menores em relacdo as demais cepas e ndo haver sobreposi¢do destas quando em
crescimento. Esta cepa foi, portanto, escolhida como bactéria receptora do material
genético para este ensaio.

A Tabela 4 mostra os valores de UFC transformadas com e sem a presenca da
quantidade constante de 30 pg de nanoestruturas no meio, enquanto o grafico da Figura
6 ilustra as diferencas nas taxas de transformacdo. As médias das nanoparticulas de
silica mesoporosa 15, 15 2x5 e 16 apresentaram valores de p superiores a 0.05. Deste
modo, a concentragdo pré-estabelecida de 30 pg de nanoparticulas de silica mesoporosa
ndo influenciou na taxa de transformacdo de Streptococcus pneumoniae.

Hollanda et. al descreveu um aumento na taxa de transformacdo em duas cepas distintas
de Neisseria meningitidis utilizando as mesmas nanoparticulas de silica mesoporosa
(Hollanda, Cury et al. 2011). Uma das hipéteses levantadas para tal observacio foi a
complexacdo do nanomaterial com DNAse bacteriana, levando ao impedimento de
degradacdo do material genético exdgeno pelas enzimas e facilitando sua entrada na
bactéria.

Contudo, ambos os microrganismos ndo podem ser diretamente comparados, uma vez
que as bactérias gram-positivas, como € o caso de Streptococcus pneumoniae, secretam
uma maior quantidade de DNAse no meio préximo em relacdo as bactérias gram-
negativas (Dubnau 1999). Como a quantidade de nanoparticulas de silica postas em
contato com as bactérias a serem transformadas em ambos os trabalhos foi a mesma de

30 pg, uma explicagdo plausivel, porém hipotética, para o ndo aumento na taxa de

34



transformacdo em S. pneumoniae é justamente a diferenca de concentracdo de DNAse
secretadas pelas bactérias no meio. A quantidade de nanoparticulas de silica ndo seria
suficiente para complexar com toda a DNAse presente e, deste modo, ndo seria capaz de
facilitar a entrada do material gendmico integro para o meio intracelular bacteriano. A
fim de se comprovar a tal hipdtese levantada, foram realizados novamente os testes de
transformacdo em presenca das nanoparticulas de silica mesoporosa pura SBal5 e
SBal6, desta vez em maiores quantidades de 50 e 100 pg. Os resultados obtidos podem
ser vistos na Figura 7 e Tabela 5.

Como pode ser observado, com o aumento da quantidade de nanoparticulas colocada
em contato com as bactérias durante o processo de transformagdo em relacdo ao
experimento anterior, obteve-se um aumento significativo de coldnias transformantes.
Os valores de p resultantes do teste estatistico foram considerados significativos para as
transformacdes contendo 50 pg de SBal5 e SBal6 e 100 ug de SBal5, enquanto que
com a adicdo de 100 pg de SBal6, o valor de p mostrou-se extremamente significativo.
Este ensaio de transformagdo de pneumococo na presenca de quantidades maiores de
nanoparticulas de silica mesoporosa corrobora com a hipétese levantada da
complexacdo deste material com a enzima DNAse, levando a sua inativacdo para
degradar materiais genéticos de origem exdgena. Uma vez que nanoparticulas de silica
sdo facilmente encontradas em alta concentracdo na atmosfera de ambientes 4ridos e em
regides poluidas, os resultados obtidos sdo alarmantes para questdes de satde publica,
uma vez que sua presenca pode facilitar a modificacdo genética de bactérias patogénicas
relacionadas a infec¢des respiratérias, dificultando assim o seu tratamento (Ribeiro
2002, Romieu, Gouveia et al. 2012). Mesmo que a quantidade de nanoparticulas de
silica mesoporosa requerida para obter um aumento na taxa de transformacao in vitro

em S. pneumoniae seja maior que aquela para Neisseria meningitidis, a sua presenga
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pode ser ligada ao aparecimento de doengas pulmonares mais agressivas (Remond,

Ralph et al. 2010).
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Figura 7 -Taxa de transformacao de S. preumoniae em contato com 50 e 100 pg de nanoparticulas de silica mesoporosa SBal5 e SBal6
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Tabela 5 - valores obtidos de UFC na transformacao de Pn360 em contato com as nanoestruturas . Os valores de p estatisticamente significativos e extremamente significativos estao

identificados por (*) e (***), respectivamente.

Média das UFC transformantes Razao (média obtida em contato  Valores de p (Analise de
obtidas em 10® UFC com nanoestruturas/Média do Variincia Simples)

controle negativo)

w/o NP (controle negativo) 104 +5 1,00 £ 0,13 -
SBal5-50 135+7 1.29 £ 0,06 0.0312 (*)
SBal6-50 150+ 9 1,44 + 0,08 0.0153 (*)
SBal15-100 173 £ 14 1,66 £ 0,13 0.0218 (*)
SBal6-100 180 +8 1,73 £ 0,06 0.0006 (***)
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Em relacdo as taxas de transformacdo obtidas com a presenca de nanoparticulas de
nitreto de boro, o p resultante pela anédlise estatistica foi de 0.006, podendo ser
considerado estatisticamente muito significativo ao nivel de 5%. Conforme ja
elucidado, os nanotubos de nitreto de boro despertaram muita aten¢do devido 2
similaridade quimica destes elementos com carbono, podendo ser uma alternativa para o
uso de nanotubos de carbono, considerados altamente citotéxicos (Manshian, Jenkins et
al. 2013).

Mattos et al. verificou o efeito positivo de nanotubos de carbono (SWCNT) na taxa de
transformacdo de Neisseria meningitidis e através de Espectroscopia Raman indicou
uma interacdo do DNA bacteriano com estas nanoestruturas, de modo a protegé-lo da
acdo de DNAses (Mattos, Alves et al. 2011). Pela similaridade estrutural e quimica
entre 0os nanotubos de carbono e nanotubos de nitreto de boro, era esperado um
comportamento semelhante para as taxas de transformac¢do em S. pneumoniae utilizando
esta tultima nanoestrutura e de fato os resultados no ensaio de transformagdo
corresponderam a tal expectativa. Esta difere da interagdo proposta para as
nanoparticulas de silica mesoporosa e deste modo a maior quantidade de DNAse
liberada pelo pneumococo em relagdo ao meningococo néo teria influéncia no processo
de transformacdo, uma vez que o DNA estaria protegido de sua a¢@o pelos nanotubos.

A facilitacdo que nanoparticulas proporcionam na transformagdo bacteriana preocupa
principalmente em regides nas quais a atmosfera se apresenta poluida, uma vez que as
infec¢des pulmonares bacterianas se mostram mais resistentes ao tratamento com
antibiéticos. O boro é um dos principais elementos presentes na fabrica¢do de vidros,
ceramicas e indudstrias metaltrgicas (Kaur, Pandey et al. 2013) e a concentracdo de

micro- e nanoparticulas em ambientes ao redor de fabricas e industrias destes produtos ¢é
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alta. Os indicios de que nanoparticulas derivadas do boro causam aumento na taxa de
transformacdo bacteriana refor¢a a necessidade de precaucdo dos trabalhadores destes
tipos de fabricas para evitar a exposi¢do direta de inalacdo do ar com a utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual no ambiente de trabalho, principalmente méscaras
de protecdo respiratoria.

Ainda assim, a hip6tese de interacdo de BNNT com material genético e consequente
protecdo de sua degradacdo por enzimas desperta atencéo pelo seu potencial uso como
carreadores em terapia génica. Novamente, o material andlogo feito de atomos de
carbono ja tem mostrado resultados como sistema de delivery de siRNA em tratamento
de cancer (Neagoe, Braicu et al. 2012). Deste modo, a constata¢do de interacdo entre

ambos os sistemas fez-se necessario.

4.4 Anadlise da interacdo de DNA com BNNT por Calorimetria de
Titulacdo Isotérmica (ITC)

Para observar o comportamento de BNNT com material genético, analisou-se
primeiramente sua interacdo com nucleotideos separadamente, para apds realizar
ensaios com sequéncias maiores.

Os dados de ITC tratados e ndo tratados para cada nucleotideo podem ser vistos nas

figuras seguintes (Figuras 8 a 11).
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Figura 8 - Isoterma nio tratada (acima, a esquerda) e tratada (abaixo, a esquerda) da interacdo de ATP com

BNNT.
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Figura 9 - Isoterma nio tratada (acima, a esquerda) e tratada (abaixo, a esquerda) da interacio de CTP com

BNNT.
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Figura 10 - Isoterma nio tratada (acima, a esquerda) e tratada (abaixo, a esquerda) da interacao de TTP com

BNNT. A direita, dados do coeficiente de equilibrio, entalpia e entropia.
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Figura 11 - Isoterma néo tratada (acima, a esquerda) e tratada (abaixo, a esquerda) da interacio de GTP com

BNNT. A direita, dados do coeficiente de equilibrio, entalpia e entropia.
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Para todas as anélises, foi realizada uma titulacdo do respectivo ligante (nucleotideo,
oligonucleotideo e plasmideo) em 4gua, para se descontar o calor de dilui¢des destes no
solvente. Todas as isotermas tiveram os valores dos brancos subtraidos para se obter as
curvas e valores apenas referentes as interagdes dos materiais genéticos com BNNT.

A fim de se analisar dados de ITC para parimetros termodindmicos relevantes, é
necessario escolher um modelo de ligacdo entre as moléculas, isto é, definir se ha
apenas uma sitio de ligagcdo (ou n sitios idénticos), dois sitios independentes ou ligacdes
sequenciais (Lewis 2008). Uma vez que o comportamento de interacdo entre BNNT e
nucleotideos é desconhecido, verificou-se para qual dos modelos os dados melhor se
ajustariam, levando-se em consideracdo os erros experimentais esperados. O modelo
gerado pelo software de andlise de ITC acusa a existéncia de trés ligacdes sequenciais
independentes, o que significa que trés nucleotideos se ligam a cada nanotubo de nitreto
de boro sem que haja competi¢do pelo mesmo sitio de ligacdo. Entretanto, os ajustes
numéricos do software resultaram em valores de entalpia cujo grau de incerteza é até
duas vezes o valor absoluto dessa grandeza, portanto esses resultados sdo inconclusivos
para se definir um comportamento global em termos de energia de interacdo dos sitios.
De todo o modo, a ideia de se analisar a interagdo de DNA com BNNT por ITC tem
escopo inteiramente qualitativo e a quantificacdo do sistema ndo se mostra relevante
neste momento.

Observa-se que para cada injecdo do ligante na cela de amostra os picos da linha base de
calor oscilam positivamente, indicando que o processo da interacdo de nanotubos de
nitreto de boro com os nucleotideos trifosfatados foi endotérmico, ou seja, com

absorc¢do de energia no sistema.
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Idealmente, a isoterma deveria ter formato sigmoidal para a ligacdo poder ser
considerada efetiva. Contudo, o formato caracteristico obtido ja foi verificado em
andlises de nucleotideos com outros tipos de nanoparticulas similares. A explicac¢do € a
baixa solubilidade destas dltimas em 4gua, impedindo que se forme a parte inicial do
platd da sigmoide (Anindya Das 2008, Varghese, Mogera et al. 2009).

Nestes experimentos anteriores realizados com nanomateriais e nucleotideos (Anindya
Das 2008, Varghese, Mogera et al. 2009), destes foi exotérmica, diferindo daquela
medida com BNNT. Contudo, o fato da interacdo ser exo- ou endotérmica €
caracteristico de cada ligante-macromolécula. A ordem da energia de interacdo entre
nucleotideos e nanoparticulas de carbono (nanotubos de carbono e grafeno) obtida
experimentalmente se mostrou em ambos os sistemas sendo em ordem decrescente de T
> A > C. Os autores alegam nio ter sido possivel analisar a interacdo dos nanomateriais
com guanina devido a sua baixa solubilidade deste em dgua. Neste trabalho, as andlises
foram realizadas com bases trifosfatadas, contornando assim o problema da
solubilidade. Curiosamente, o sistema nucleotideo-BNNT apresenta a ordem dos
valores de entalpia invertida em relagdo aos demais sistemas similares, sendo C > A > T
~ G. Provavelmente esta inversdo se d4 pelo fato da interac@o ser endotérmica.

Apés as andlises com os nucleotideos separados, verificou-se o comportamento de
BNNT frente a sistemas mais complexos com cadeias de nucleotideos, com o
oligonucleotideo ginA2 e o plasmideo pLLUC. Os resultados para estes sistemas podem

ser vistos nas figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12 - Isoterma ndo tratada (acima, a esquerda) e tratada (abaixo, a esquerda) da interacdo do

oligonucleotideo glnA2 com BNNT.
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Figura 13 - Isoterma nio tratada (acima, a esquerda) e tratada (abaixo, a esquerda) da interacio do plasmideo

pLUC com BNNT.
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Tanto o oligonucleotideo ginA2 e o plasmideo pLUC foram escolhidos de forma
aleatéria para este experimento, apenas para se observar o comportamento das
nanoparticulas frente a este tipo de moléculas. O modelo que melhor se ajusta para
explicar o comportamento de interacdo de glnA2 com BNNT também foi o de trés
ligacdes independentes sequenciais, tal como para os nucleotideos trifosfatados. Em
relacdo ao modelo de interacdo plasmideo-BNNT, o melhor ajuste se deu para o modelo
de sitio unico. Este ndo significa que a molécula apresenta apenas um sitio de interagao
com o ligante e sim pode apresentar n sitios idénticos. A estequiometria do sistema,
contudo, sugere que milhares de plasmideos interagem com um nanotubo, hipdtese
pouco verossimil. Provavelmente o enorme tamanho do plasmideo inviabiliza a
quantificacdo de interacdo, além da grande complexidade do sistema.

Diferente das isotermas obtidas para os nucleotideos separados, as duas andlises com
cadeias de nucleotideos apresentaram picos exotérmicos. Novamente, o fato da
interacilo BNNT-nucleotideos ter sido endotérmico ndo implica em uma reagdo
exotérmica quando se analisam sequéncias destas moléculas, uma vez que a ligacdo de
pontes de fosfato entre as bases pode mudar completamente o comportamento de
interagdo com o nanomaterial. Assim como visto com as bases, o formato da curva de
titulagdo ndo apresenta o platd inicial; contudo esta atinge a saturacdo de modo a

comprovar que hd interacdo entre DNA e nanotubos de nitreto de boro.
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4.5 Anadlise da interacdo de DNA com nanotubo de nitreto de boro por

eletroforese de retardo

Figura 14 - Eletroforese da interagao de pLUC com BNNT. C- correspondente ao controle negativo, sem a presenca

de BNNT. Proporg¢des pLUC/BNNT de 1- 2/0,6 ; 2- 2/1,25 ; 3- 2/2,5 ; 4- 2/5

A fim de se verificar a interacio DNA-BNNT, prop6s-se também um ensaio de
eletroforese de retardo, sendo que este pode ser visto na Figura 14. Como pode ser
observado, o fragmento correspondente ao plasmideo apresenta menor intensidade
quando posto em contato com uma maior concentracdo de nanotubos de nitreto de boro,

havendo um retardo em sua migracdo causada pela interacdo com o nanomaterial.

50



Percebe-se este retardo principalmente no fragmento com propor¢do de 2 para 5.
Entretanto, por ndo ter retardado de forma total, pode-se inferir que a forca de interacdo
de material genético com BNNT ¢ fraca.

A produc¢do de um material hibrido de DNA com BNNT por aquecimento ja havia sido
descrito anteriormente, no qual o DNA de fita dupla se enrolava no entorno do nanotubo
quando aquecido a 90°C (Zhi, Bando et al. 2007). Esta interag¢do é também proposta na
temperatura corporea de 37°C, verificada por ITC justamente nesta temperatura. Deste
modo, as propriedades termoestiveis e de condutdncia apresentadas pelos BNNT
indicam grandes aplicacdes em seu uso ndo s6 no ramo de nanoeletronica, mas também
nas areas de carreadores de drogas, genes e outros insumos terapéuticos. Sua utilizacio
deve, entretanto ser bem controlada, uma vez que essa propriedade de interagdo com
DNA pode ter consequéncias nocivas, como no caso de facilitar a transformacio

bacteriana, também ja demonstrada neste trabalho.
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5. Conclusao

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

A construcdo de um vetor plasmidial para delecdo do gene [uxS utilizando o cassete
de resisténcia a espectinomicina se deu de maneira efetiva, uma vez que 0s genes
em questdo foram devidamente amplificados com seus respectivos
oligonucleotideos.

A transformac@o do vetor plasmidial foi realizada com sucesso, gerando uma cepa
mutante resistente a espectinomicina Pn360AluxsS.

As nanoparticulas de silica mesoporosa influenciam na taxa de transformacio de
Streptococcus pneumoniae em altas concentragdes, provavelmente interagindo com
a DNAse bacteriana e impedindo que esta degrade o material genético exdgeno.

Os nanotubos de nitreto de boro aumentam a taxa de transformacdo por obter um p
estatisticamente muito significativo de p < 0,001

Anélises por ITC mostram que nanotubos de nitreto de boro interagem com material

genético, sendo este nucleotideos, oligonucleotideos ou plasmideos.
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6. Perspectivas futuras

Verificar a expressdo do gene luxS na cepa mutante Pn360A/uxS por Real Time
PCR.

Analisar a influéncia de BNNT na taxa de transformacio de outras espécies de
bactérias, como Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae.

Realizar ensaios de ITC para verificar a interagdo de outros nanomateriais com

DNA, como 6xido de grafeno e nanoparticulas de silica mesoporosa.
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8. Anexos

8.1 Tabela de valores

Kd1 AH1 AS1 Kd2 AH2 AS2 Kd3 AH3 AS3
(pM) (kcal/mole) (cal/mole/deg) (uM) (kcal/mole) (cal/mole/deg) (uM) (kcal/mole) (cal/mole/deg)

ATP 12.1 3.5 +0,257 33.84 114 -22.5+20 -54.74 15.3 22.9 +20.1 97.78
CTP 128 49 +1 33.82 145 1.1+25 21.14 129 -11.5+4 -19.53
GTP 7.72 25+0.2 31.70 30.7 -7.7%4.6 -4.3 13.2 8.4+3.3 49.52
TTP 59.63 27+0.7 28.05 181 -45+3.7 2.38 26.06 21+49 27.71
Primer 11.04 -35+0.5 -90.34 14.24 712 £ 665 2321 9.58 3963%’;1 -1.16E4

Plasmid 1.668E8 -1.858E8 -5953
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