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Resumo

Este trabalho tem como finalidade mostrar a importancia dos diferentes modos da
Microscopia de Varredura por Ponta de Prova (SPM) numa abordagem complementar para

o estudo de dois diferentes sistemas biologicos.

O processo de formagao de biofilmes da bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa (Xf) foi
o primeiro sistema abordado neste trabalho. Neste caso nosso objetivo é levantar
informagdes que possam complementar o modelo mais aceito atualmente e corroborar os
resultados obtidos anteriormente em nosso grupo. As amostras foram preparadas sobre
substratos de silicio recoberto com ouro e cultivadas durante tempos de crescimento de 7,
14 e 21 dias. O principal modo utilizado foi a Microscopia de Forca Atdomica por Kelvin
Probe por modulac¢do de amplitude (AM-KPFM) que fornece o potencial de superficie com
resolucdo nanométrica. Imagens por KPFM foram adquiridas simultaneamente com as de

topografia e fase obtidas por Microscopia de Forca Atdmica no modo ndo-contato (NC-

AFM).

Os resultados obtidos revelaram um processo de recobrimento gradual das bactérias por um
filme de substincia polimérica extracelular (EPS), concordando com os modelos propostos
na literatura, porém ainda ndo comprovados. Imagens adquiridas por microscopia Optica
(MO) mostram um desenvolvimento mais lento dos biofilmes (BF) em comparacdo aos
resultados de G. S. Lorite para BF sobre substratos de silicio obtidos anteriormente em
nosso grupo. Isto estd de acordo com a preferéncia das bactérias por superficies com
potenciais mais altos. Um resultado original estd na observacdo de protuberancias

encontradas nas extremidades das bactérias, que mostram sinal elétrico diferenciado do
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resto da célula. Acreditamos que estas estruturas estdo relacionadas ao processo de
reproducdo, pois aparecem tanto em bactérias isoladas como nas que estdo no BF para

todos os tempos de crescimento.

O segundo sistema estudado foi a formacdo de estrutura quadriplex-G de DNA. As
amostras de DNA foram preparadas sobre mica e medidas no modo NC-AFM. Embora o
DNA seja um sistema muito estudado em AFM, o protocolo de preparacdo das amostras
muda segundo o tipo de estrutura que se queira visualizar. Assim, a maior parte do trabalho
neste caso consistiu em desenvolver este protocolo de preparacdo que permitisse a
visualizacdo por AFM das estruturas de interesse. Usando concentracdes altas de DNA
(5ng/ul) as imagens apresentaram estruturas auto-organizadas que impedem a visualiza¢ao
da estrutura quadriplex—G. Para concentragdes menores que 0,5ng/ul conseguimos
visualizar moléculas isoladas, mas ainda assim as moléculas nao ficaram num estado
relaxado. Um resultado interessante foi encontrado nas imagens de fase de moléculas
isoladas (com concentracdo de DNA de 0,1ng/uL) onde se observam diferengas estruturais
no interior das moléculas, possivelmente devido a formacdo da estrutura quadriplex-G.
Estas diferencas de fase representam um resultado original e mostram a importancia da

complementaridade dos modos AFM na observacao de fendmenos bioldgicos.
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Abstract

The aim of this work is to show the importance of different modes of Scanning Probe
Microscopy (SPM) in a complementary approach to the study of two different biological

systems.

The process of biofilm formation of the phytopathogenic bacterium Xylella fastidiosa (Xf)
was the first system discussed in this work. In this case our goal is to gather information
that complements the currently most accepted model and corroborates the results obtained
previously in our group. The samples were prepared on silicon substrates coated with gold
and cultivated during 7, 14 and 21 days. The main results were obtained using Kelvin
Probe Atomic Force Microscopy with amplitude modulation (AM-KPFM) which provides
the surface potential with a nanometric resolution. Images were acquired by KPFM

simultaneously with topography and phase images obtained by Atomic Force Microscopy

in non-contact mode (NC-AFM).

The results revealed a process of gradual coating of the bacteria by a film of extracellular
polymeric substance (EPS), in agreement with the models proposed in the literature, but not
yet proven. Images acquired by optical microscopy (OM) show a slower development of
the biofilms (BF) compared to the results of G. S. Lorite for BF on silicon substrates
obtained previously in our group. This result agrees with the preference of the bacteria for
surfaces with large potentials. An original result is the observation of lumps found at the
extremities of the bacteria, which show electrical signal different from the rest of the cell.
We believe that these structures are related to the reproduction process as they appear both
in isolated bacteria and those on BF for all growth times.
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The second system studied was the formation of G-quadruplex structure of DNA. DNA
samples were prepared on mica and measured in the NC-AFM mode. Although DNA is a
well studied system in AFM, the sample preparation protocol changes depending on the
type of structure to be viewed. Thus, most of the work described here was to develop the
preparation protocol that allows the visualization of the structures of interest by AFM.
Using high concentrations of DNA (5ng/uL) the images showed self-organized structures
that prevent visualization of G-quadruplex structure. For concentrations less than
0.5 ng/mL we got isolated molecules, but still the molecules were not in a relaxed state. An
interesting result was found in the phase images of isolated molecules (with DNA
concentration of 0.1 ng/mL) where structural differences are observed within the
molecules, possibly due to the formation of G-quadruplex structure. These phase
differences represent an original result and show the importance of the complementarity of

AFM modes in the observation of biological phenomena.
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Capitulo 1

Introducao

A microscopia de alta resolugdo € uma ferramenta indispensdvel no estudo de sistemas
biolégicos. Para trabalhar com amostras bioldgicas se requerem condi¢des que garantam a
sobrevivéncia do espécime analisado; deste modo, técnicas de microscopia eletronica estao

limitadas neste aspecto.

A microscopia de forca atomica (AFM) € uma das técnicas que compdem a microscopia
por varredura com ponta de prova (SPM). Esta técnica € ndo destrutiva e pode trabalhar
tanto em amostras condutoras como isolantes (em contraste a outras técnicas SPM, como a
microscopia por tunelamento, ou STM), e pode trabalhar em ar, vicuo e em ambientes
liquidos. Além da alta resolucdo (~1nm no plano xy e ~1A em z), os AFMs permitem obter
imagens relativamente grandes, que podem chegar a dreas de 100x100um?. Todas estas

caracteristicas fazem da AFM uma técnica adequada para a andlise de sistemas biolégicos.

Dependendo do tipo e médulo da forca entre a ponta e a amostra, a técnica AFM apresenta
diferentes modos de operagcdo que fornecem diferentes informagdes sobre a amostra. Estas
informacdes se complementam dando uma melhor descricdo do sistema. Os sistemas
biolégicos geralmente apresentam interacdes elétricas importantes no seu comportamento;
por este motivo nos ultimos anos trabalhos sobre sistemas bioquimicos e biolégicos tem

1234

utilizado modos AFM elétricos . Utilizando substratos condutores para polarizar a

amostra, pode-se adquirir imagens com modos elétricos tipo Kelvin Probe’ ® ou AFM



Condutivo® ’. Estes modos de aquisi¢io fornecem informagdes sobre a distribuicdo de

cargas ou a condutincia local nas amostras observadas.

O objetivo principal neste trabalho € mostrar como os diferentes modos de operacdo do
AFM, em especial o modo elétrico Kelvin Probe, sdo uma ferramenta poderosa na andlise

de sistemas bioldgicos. Assim foram escolhidos dois sistemas para este estudo.

O primeiro sistema € a formacdo de biofilmes (BF) da bactéria fitopatogénica Xylella
fastidiosa (Xf). O estudo de biofilmes bacterianos é um tema trabalhado amplamente, mas
ainda assim ndo se tem muita informagao sobre seu processo de formacdo. O modelo mais
aceito propde que a etapa inicial da formacdo de biofilmes € mediada por interagdes
eletrostaticas®, sugerindo assim o estudo do problema do ponto de vista elétrico. Como
porém modos elétricos sdo uma aplicacio SPM mais recente, estudos elétricos em

- - 4
biofilmes sdo escassos .

DNA ¢ um tema mais trabalhado em AFM'. Neste caso, nosso segundo sistema tratado é
uma estrutura de DNA em particular, a formacdo de estrutura quadriplex-G de DNA® ' !!
213 que é uma estrutura formada nas cadeias duplas de DNA (dsDNA) e que pode
produzir bloqueio génico. Para a formacdo da estrutura quadriplex-G é preciso um
sequenciamento com alta densidade de guanina e também a presenca de ions metalicos tais

COmo O potassio.

A seguir, no capitulo 2 descrevemos as técnicas utilizadas neste trabalho bem como a
metodologia adotada. No capitulo 3 abordamos o primeiro sistema biolégico, os biofilmes
de Xf, comecando por uma breve introdugao ao tema, depois descrevemos a preparacao das
amostras, resultados e discussdes e finalmente apresentamos as conclusdes e algumas
perspectivas para dar continuacdo ao trabalho. No capitulo 4 um procedimento similar €
feito com o sistema de DNA quadriplex-G e no capitulo 5 se apresentam as conclusoes

gerais do trabalho.



Capitulo 2

Metodologia e Técnicas utilizadas

Neste capitulo descrevemos brevemente a técnica AFM e os modos de operacdo utilizados
neste trabalho. Antes disso, porém, fazemos uma pequena descricao da microscopia 6ptica

(MO) e como esta pode facilitar nossas medidas AFM.

2.1 Microscopia optica (MO)

A microscopia Optica € utilizada com a finalidade de adiantar a busca das zonas de interesse
a serem medidas com AFM. Neste trabalho, utilizou-se MO para fazer um mapeamento
total da superficie das amostras de BF de Xf, e assim, encontrar mais facilmente os BFs
através do microscépio 6ptico acoplado ao AFM. No caso do DNA nao é possivel fazer
este mapeamento devido ao tamanho das cadeias, as quais sdo de ~19,8nm enquanto a

resolu¢do maxima de um MO € de ~500nm.

Todas as imagens de MO neste trabalho foram adquiridas no microscopio Leitz ERGOLUX

com uma magnificacio de 5X.

2.2 Microscopia de forca atomica (AFM)

A microscopia de for¢a atdbmica é uma técnica que aproveita o fato que a forca entre dois
materiais estd relacionada a distancia entre eles. Uma ponta afilada localizada no extremo

de uma alavanca com constante de mola conhecida se aproxima da amostra usando um
3



elemento de varredura (o scanner, que usa uma ceramica piezoelétrica). Este dltimo pode
estar localizado na alavanca ou na amostra € a movimenta nos trés eixos. A forca entre a
amostra e a ponta, quando em contato fisico, produz uma deflexdao na alavanca, a qual é
detectada por um sistema O6ptico (e a transforma em um sinal elétrico) como ¢é

esquematizado na Figura 1.

Mirror iy — w= w = e Laser diode
\
\
\
\ d
\ 7 PSPD detector
\
\ 4
i
\
\ 4
Cantilever
Sample

PZT scanner

Figura 1: Esquema de um sistema tipico de deteccio 6ptico AFM ',

Para fazer uma imagem topografica o scanner faz uma varredura sistemdtica com a ponta
na area selecionada da amostra. Para que o sinal do detector possa ser utilizado precisa-se
de um ponto de referéncia; este valor € conhecido como ponto de ajuste e é o valor
correspondente a deflexdo do ponto inicial da varredura. O ponto de ajuste € um valor fixo,
que se define quando a ponta estd afastada da amostra, depois o scanner aproxima a ponta a
amostra até que a deflexdo da alavanca seja correspondente a este valor. A diferenca entre o

sinal do detector e o ponto de ajuste € o sinal de erro.

Para a maioria das aplicacOes os AFMs usam um sistema de retroalimentacdo (Figura 2). O
método consiste na anulacdo permanente do sinal de erro; para isso, uma voltagem ¢é

aplicada ao scanner com a finalidade de movimentar a alavanca (ou a amostra quando ela
4



estd montada sobre o scanner) em z até igualar o sinal do detector com o ponto de ajuste,

zerando o sinal de erro.

Sistema de retroalimentacdo

Gerador de PID  fe= Ref
varredura

Laser

Oscilador

Amostra

Figura 2: Sistema de retroalimentagdo de um AFM."

A varredura pode ser feita com o sistema de retroalimenta¢do ligado ou ndo. Quando o
sistema de retroalimentacdo estd desligado (método de altura constante), a imagem
topogréfica € feita com os dados do sinal do detector e quando o sistema estd ligado
(método de forca constante) a imagem € feita com os dados da voltagem aplicada ao

scanner.

A distancia entre a ponta e a amostra define a magnitude e direcdo da forca entre elas
segundo o modelo de Lennard Jones (ver Figura 3); a partir do intervalo de distancia com

que se trabalha, o AFM se divide em dois modos principais de operacdo:



Modo contato: Neste modo de operacdo a ponta fica a uns poucos (~2-3A) angstrons da
amostra e a forca entre elas é repulsiva com magnitude da ordem de ~107'N. Pode funcionar

em modo de altura constante (s6 para amostras planas), como em modo de for¢ca constante.

Modo nao contato: Neste modo a ponta fica entre ~1-10nm da amostra e a forca € atrativa
com uma magnitude da ordem de ~10"'N. Neste modo sempre se trabalha com o sistema
de retroalimentacdo ligado (modo forca constante). Detalhes de operacdo podem ser

encontrados na sec¢ao 2.3.

Farca

Forga repulsiva

Contato intermitente

Distdncia entre ponta e
amosira

>

Mao contato

Farga atrativa

Figura 3: Modelo de Lennard Jones para o potencial entre a ponta e a amostra, mostrando também
os diferentes modos de operacio do AFM em fungdo da separagio entre elas '*.

Existem controvérsias sobre qual € o melhor modo para trabalhar em amostras bioldgicas.
Em principio, 0 modo contato € bastante utilizado na literatura, apesar da pressdo exercida
pela ponta de dimensdes nanométricas poder ser alta o suficiente para deformar estruturas
menos rigidas associadas a materiais biologicos. Neste trabalho utilizamos o modo ndo
contato por motivos relacionados com a técnica KPFM que explicaremos mais a frente na

seccdo 2.4. A seguir descrevemos com mais detalhe o modo ndo contato.



2.3 Modo ndo contato (NC-AFM ):
Imagens de topografia e fase.

No modo de operagdo nao contato a forga atrativa entre a ponta e a amostra € pequena (~10
™) "¢ o sinal registrado no foto detector € da mesma ordem do ruido (~1A), portanto a
amplificacdo do sinal torna-se necessdria. Para isso se faz vibrar a alavanca numa
frequéncia F, um pouco maior que sua frequéncia propria, que depende da geometria da
alavanca (tipicamente no intervalo ~70-400kHz). O fotodetector registra a amplitude de
oscilagdo da alavanca, a qual varia com a distancia ponta-amostra devido ao amortecimento
da vibra¢do induzido pela presenca da superficie. O ponto de ajuste para as imagens
topograficas € a amplitude do primeiro ponto na varredura. Neste caso o ponto de ajuste
também ¢ fixado antes da aproximac¢do da ponta, definindo-o como uma porcentagem da
amplitude da oscilacio ndo amortecida da alavanca (quando a ponta estd afastada da

amostra). Depois o scanner aproxima a ponta a amostra até que a deflexdo da alavanca seja

correspondente a este valor.

Sistema de retroalimentacdo AFM

Gerador de
varredura

| PID | Ref

Imagem topografica Imagem de fase

BE

Oscilador

Figura 4: Esquema de funcionamento de um AFM no modo de operagio NC "°.
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O responsdvel pela vibragdo é um oscilador localizado na base da alavanca, ao qual é
aplicada uma diferenga de potencial alternada como mostra a figura 4. Utilizando a
diferenca de fase ¢, entre o sinal do detector e o sinal aplicado ao oscilador (ver figura 4),
pode-se obter uma imagem de fase (simultaneamente a de topografia, obtida a partir da
voltagem aplicada ao scanner para zerar o sinal de erro). Como ponto de referéncia utiliza-

se a diferenca de fase ¢ entre o sinal do detector e o primeiro ponto na varredura (ver figura
5).

Imagem de fase= |@ - ¢|

Figura 5: Diferenca de fase entre dois
pontos sem diferenca topografica '°.

A figura 5 mostra como podem existir mudancas na fase, embora ndo existam mudancas na
topografia;, uma amostra plana que contenha dois materiais diferentes niao aportard
informacdes relevantes na imagem topogréfica, mas a imagem de fase pode dar informacdo
sobre dureza, elasticidade e viscosidade associadas aos dois materiais presentes na

superficie da amostra.

2.4 Modo Kelvin-Probe (KPFM ):
Imagens de potencial superficial, SP

Dependendo da natureza da forca entre a ponta e a amostra, o AFM pode medir diferentes
caracteristicas da amostra. KPFM € uma técnica derivada do modo NC-AFM, que utiliza a
forca eletrostdtica para medir a diferenca entre as fungdes trabalho 4¢ da amostra e a ponta

(simultaneamente as medidas de topografia e fase). Esta diferenca produz uma diferenca de



potencial entre elas, conhecida como potencial superficial V; e definido na equacdo (1),

onde e € a carga do elétron.

VY — ¢Amostra - ¢P0nm (1)
e

Para calcular Vi, um potencial DC € aplicado a amostra e um potencial AC com frequéncia

fac (~10-20kHz), que deve ser diferente da frequéncia de oscilagdo mecénica da alavanca,

¢ aplicado a ponta. Assim o potencial total sera:
V)=V, =V, +V,.sen2nf , 1) 2)

O sistema é modelado como um capacitor de placas paralelas de distancia d no eixo z.
Deste modo a forga eletrostatica F,(r) sera dada por:

1 0C(r)

Fem(r)=—5 . V() (3)

Onde C(r) é a capacitancia entre a ponta e uma posicao r da superficie da amostra.

Substituindo (2) em (3) e resolvendo o quadrado do potencial, se obtém a for¢ca como a
soma de trés termos: um termo em DC com magnitude F,, um termo em AC com
frequéncia f,. e amplitude F; e outro termo em AC com frequéncia 2 f,. e amplitude F>.

1 0C(r)

Faa () ==5— V() (4)

F,.(r)= _l@{(vuc -V )2 +1VAC2:I _@(VDC Vs )VAcsen(27ycAct)

2 0z 2 0z
+ i@mz oS (2f 40 )1) (5)
F, (r)=F,+ Fsen(2rf,.t)+F, cos2a(2f,-)t) (6)



Devido a forga eletrostatica ocorrem mudangas no espectro de frequéncias de oscilacdo da

alavanca (figura 6), aparecendo picos nas frequéncias f,. (devido a F;), 2f,. (devido a

F>), fo £ fi(devido a OF, /0z)e f,+2f,. (devido a OF, /0z).

FiL
LEd

Amplitude

£-2f, £+42F,,

&
why
by
|.
i

Frequéncia

Figura 6: Esquema do espectro de frequéncias da alavanca afetado pela forga eletrostética'” .

O termo F; depende de V. —V,; assim, encontrando o valor de V,. para o qual se anula
F, pode-se encontrar o valor de V,. O método KPFM utilizado neste trabalho consiste em
encontrar o valor de V,. para o qual se anula o sinal com frequéncia f,., o que
corresponde a anular F;. Para isso, isolamos o sinal com frequéncia f,. com um

amplificador lock-in e utilizamos um sistema de retroalimentagdo (similar ao que se usa nas

imagens topograficas) para minimizar F; variando o valor de V.. Um esquema da técnica

€ apresentado na figura 7.

Quando se minimiza o sinal com frequéncia f,. o método € chamado de amplitude
modulada KPFM ou AM-KPFM. Outra técnica para o KPFM consiste em minimizar o
sinal com frequéncia f,+ f,.. Neste caso o método € conhecido como frequéncia

modulada KPFM ou FM-KPFM. Neste trabalho todas as medidas foram feitas no modo
AM-KPFM '8,
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Sistema de retroalimentacido AFM

Gerador de
varredura

| PID (e=Ref

Imagem de fase

Y

Imagem topografica
Foto
detector

Oscilador

Sistema de retroalimentacdo KPFM

Gerador de
_— Ref.=0=»{ PID |mpp- voltagem DC

4
|

Amplificador
Lock-in

4

F 3

Figura 7: Esquema de funcionamento de um AFM no modo de operacio KPFM".

Neste trabalho, todas as imagens AFM, em seus vdrios modos de utilizacdo, foram
adquiridas no microscopio Agilent 5500, nas técnicas NC-AFM ou AM-KPFM, usando o
moédulo MACIII com 3 lockins. As imagens em NC-AFM foram obtidas com pontas de
silicio NSC14 da Mikro Masch, enquanto que as imagens feitas em AM-KPFM foram
realizadas com pontas metalizadas NSC18/Ti-Pt feitas de silicio e recobertas com uma
camada de platina sobre uma camada de titdnio ou com pontas NSC14/Cr-Au também
feitas de silicio e recobertas com uma camada de ouro sobre uma camada de cromo.
Durante a aquisicdo das imagens elétricas, utilizamos atmosfera de nitrogénio puro na
camara do equipamento, com a finalidade de evitar oxidacdo e acumulag¢do de carga na
superficie da amostra. Como a literatura especializada chama a imagem feita por KPFM de
imagem SP, de potencial superficial, usaremos também esta nomenclatura ao discutir

nossos dados.
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Capitulo 3

Bactérias individuais e biofilmes de
Xylella Fastidiosa

Bactérias podem habitar quase qualquer lugar do planeta, inclusive meios &cidos,
radioativos e organismos vivos. Embora a maioria de bactérias seja inofensiva ou benéfica,
algumas bactérias patogénicas sdo responsaveis por doengas infecciosas, tanto em humanos

como animais e vegetais; isso faz das bactérias um objeto importante de estudo.

As bactérias podem viver em vida livre (planctdnicas) ou em simbiose com um hospedeiro.
As bactérias patogénicas sdo parasitas, que, para habitar um hospedeiro, devem ser capazes
de se adaptar a sistemas de defesa préprios do hospedeiro, além de mudangas na
disponibilidade de nutrientes. Uma estratégia dessa adaptacio é a formagdo de
comunidades fixas encapsuladas por substancias poliméricas extracelulares (EPS),
conhecidas como biofilmes (BF). A formacdo de biofilmes € um aspecto importante em

. 19 20 21
muitas doencgas

, JA que ndo s6 aumenta a resisténcia das bactérias ao sistema
imunoldgico do hospedeiro, mas também aumenta a resisténcia a antibidticos e mudangas
no pH. Por esta razdo, o estudo da formac¢do de biofilmes aumentou muito nos tltimos anos

a partir de sua identificacdo em 1978, mas ainda € um processo sobre o qual se sabe pouco.

O processo de reprodugdo acontece constantemente tanto em bactérias planctonicas como

em bactérias que fazem parte de um biofilme. A reproducio bacteriana é um processo de

12



divisdo celular, no qual uma célula se divide em duas iguais; este processo € conhecido
como fissdo bindria ou biparticdo. Nos biofilmes o processo de reproducdo se apresenta em
uma taxa relativamente baixa em comparacdo com bactérias planctonicas. A baixa taxa de
crescimento, assim como a heterogeneidade fisiol6gica de seus habitantes e a EPS que as

envolve, estdo relacionadas com o aumento na resisténcia do biofilme.
Biofilmes Bacterianos

Um biofilme bacteriano ¢ uma comunidade organizada que pode estar aderida em
superficies bidticas ou abidticas. Estas comunidades estdo caracterizadas pela excrecao de

substancias poliméricas extracelulares (EPS).

A formagdo de biofilmes ainda ndo tem um modelo completamente desenvolvido®, no
entanto, o modelo de Sauer é 0 modelo mais aceito atualmente®. Este modelo descreve a
formacdo de BF através de cinco etapas. Na figura 8 esquematizamos o modelo de Sauer:
na etapa 1 o processo comeca com adesdo reversivel de bactérias planctonicas a uma
superficie, nesta etapa ja existe producdo de EPS capsular’, na etapa 2 a adesdo torna-se
irreversivel e se caracteriza pelo inicio da producdo de EPS™, na etapa 3 inicia-se a
maturacdo do biofilme e o desenvolvimento de sua arquitetura, na etapa 4 o biofilme esté
completamente maduro com uma alta densidade celular e uma estrutura complexa, e
finalmente na etapa 5 o biofilme sofre uma desestruturacdo que da lugar a dispersdo de

bactérias que comecam 0 processo novamente.

.

Existem substancias poliméricas que sdo produzidas por células isoladas (EPS capsular) e as que sdo
produzidas por comunidades bacterianas (EPS). Assim, para diferencia-las, sempre que se fale do primeiro
tipo se usara o termo ‘capsular’.

13



Figura 8: Modelo dos estdgios de desenvolvimento de biofilme bacteriano.

e L, .. - . e 23 24 2 .
A etapa inicial é a fase mais importante na formagdo do biofilme ® ** ** %, Imediatamente
apos a adesao inicial da bactéria na superficie, mudancas na regulacdo dos genes comegam

a ocorrer’. Segundo o modelo, esta etapa estd mediada por interacdes eletrostaticas.
Xylella fastidiosa

A maioria dos estudos sobre biofilmes bacterianos se concentra em bactérias patogénicas
que causam doengas em humanos e animais. Sabe-se muito pouco sobre a formacdo de
biofilmes de bactérias fitopatogénicas. Também deve-se levar em consideracdo que as
plantas ndo tém sistema imunoldgico especifico, o que traz como conseqiiéncia limitagdes

nos tratamentos de plantas infectadas.

O modelo escolhido para este estudo € a bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa (Xf).
Esta bactéria causa diferentes doencas como a doenca do péssego falso nos Estados Unidos,
a queimadura bacteriana da folha em mais de trinta espécies de drvores em tudo o mundo?’
% ¢ a clorose variegada dos citros (CVC) no Brasil. S6 no Brasil a Xf € responsavel pela
perda de 280 a 320 milhdes de dolares ao ano para a agroindustria dos citros. Por este

motivo a Xf foi o primeiro fitopatdgeno a ter o genoma completamente sequenciado, num

trabalho de pesquisadores brasileiros™.
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A Xf habita no xilema das plantas®® e produz oclusdo vascular, levando a planta a estresse

hidrico. O fato que a Xf forma BFs é um fator importante para sua patogenidade.

A Xf foi escolhida para este trabalho porque, além de ter o genoma sequenciado, apresenta
outras vantagens importantes. Como a Xf é uma bactéria que sé ataca plantas ndo requer
condicdes estritas de biosseguranca. Isso faz da Xf um bom elemento de trabalho em um
laboratério ndo especializado para agentes biolégicos. Por outro lado, seu processo de
reproducio é lento’', o que facilita a andlise do processo de evolucdo dos biofilmes.
Qualquer contaminacdo da cultura por outro micro-organismo, serd aparente em pouco
tempo pela mudanga de cor no meio. Obviamente, em caso de divida, sempre podemos

recorrer ao sequenciamento genético da amostra uma vez que o genoma da Xf é conhecido.

De um ponto de vista mais geral, vale ressaltar que o estudo de biofilmes de Xylella
fastidiosa pode fornecer também informagdes sobre os processos de biofilmes de bactérias

em geral.
Objetivos

Estudos anteriores de G.S. Lorite’* de BF de Xf sobre superficies com diferentes potenciais
elétricos (entre eles o silicio que foi usado como referéncia) revelaram que as bactérias
preferem superficies com potenciais altos. Também conseguiu mostrar a presengca de um

filme condicionante™ formado pelo meio de cultura e visualizar o EPS em imagens SEM.

Com a finalidade de dar sequéncia ao trabalho de G.S. Lorite, nosso objetivo € identificar
diferentes materiais na superficie da amostra usando a técnica KPFM, a partir de diferengas
na resposta elétrica, € como estas respostas mudam em fun¢do do tempo de maturagdo dos

BFs.
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3.1 Preparacdo das amostras

Nesta secdo descrevemos a estirpe de Xf escolhida, assim como o processo de obten¢do das
bactérias. Também se descreve a preparacdo das amostras e os critérios de escolha dos

tempos de crescimento e substratos.

A estirpe utilizada neste estudo foi a 9a5c de Xf da subespécie pauca. As bactérias foram
extraidas da planta Citrus sinensis (laranja doce), isoladas e cultivadas. O meio de cultura
escolhido foi Periwinkle Wilt (PW), o mais utilizado para o cultivo de todas as estirpes de
Xf. No entanto este meio tem uma composicdo complexa devido a presenca de peptideos
(phytone peptone e trypticase peptone). O PW também contém dgua, fontes de fosfato e

potassio (K,HPO4 e KH,PO,) e aminodcidos (glutamina).

As células bacterianas sdo extraidas diretamente das plantas contaminadas e cultivadas em
uma placa de PW sélido com albumina de soro bovino (BSA) por cerca de 20 a 25 dias de
crescimento. A seguir sdo colocadas em PW liquido onde sdo cultivadas sob agitacdo, o
resultado é chamado indculo. O inéculo com que trabalhamos foi fornecido pelo grupo da

Dra. Alessandra Alves de Souza do Centro APTA Sylvio Moreira/IAC.

Uma aliquota de inéculo juntamente com novo PW (liquido) € depositada sobre substratos,
esterilizados por autoclavagem, em placas de Petri estéreis individuais (préprias para o
crescimento de bactérias) e mantidas em estufa bacteriolégica com temperatura controlada
a 28°C (as amostras foram preparadas com inoculacdo de 20% em um volume total de
3mL). No processo de crescimento as amostras ndo tiveram reposi¢do de meio de cultura.
ApO6s 7, 14 e 21 dias de crescimento a solugdo foi removida da placa de Petri. As amostras
foram lavadas uma unica vez com agua deionizada para a remoc¢do de biofilmes nao
aderidos e excesso de meio de cultura. As amostras foram secas e armazenadas em
temperatura ambiente, depois um fio de cobre foi colado na amostra para servir como
contato elétrico entre a amostra e o controlador do AFM. Por ultimo as amostras foram
raspadas em um canto com a finalidade de remover o filme condicionante formado pelo
meio de cultura e assim obter um ponto de referéncia (ouro) para as medidas de potencial
superficial. Finalmente foram obtidas trés amostras, uma com cada tempo de crescimento.
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Todas as amostras neste trabalho foram feitas pela Dra. Gabriela Simone Lorite.

O motivo da escolha do tempo de crescimento estd relacionado diretamente com nosso
objetivo o qual é identificar por modo elétrico a presenca da substdncia polimérica
extracelular (EPS), distinguindo-a do filme condicionante presente em toda a amostra. O
tempo escolhido foi de 7 dias j& que neste momento os biofilmes ja t€ém um tamanho
adequado para identificacdo no microscopio Optico e assim facilitar a procura deles no
AFM. Com 14 dias o BF estd em uma etapa intermedidria e com 21 dias o biofilme estd na

sua etapa final e o EPS deveria aparecer claramente.

Os substratos utilizados foram de silicio recoberto com ouro. Necessitamos de substratos
condutores para o desenvolvimento da técnica KPFM, com a finalidade de polarizar a
amostra. O ouro foi depositado em substratos de silicio através de evaporagdo por feixe de
elétrons (EBPVD), a uma pressdo de 5x10 mbar, usando o equipamento ULS600 Balzers.
A espessura do filme de Au tem 150nm. Uma camada de titdnio de 10nm € depositada

previamente sobre o silicio para melhorar a aderéncia do filme de Au.
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3.2 Resultados e Discussoes

Nesta secdo se apresentam e discutem os resultados experimentais, comparando-os com 0s
resultados da literatura atual. Também se mostram as contribui¢des originais obtidas com o

desenvolvimento deste trabalho.

Mapeamento das amostras por microscopia optica

Com a finalidade de poder fazer um mapeamento e uma busca sistemdtica das coldnias de
interesse foram adquiridas imagens das amostras de 7, 14 e 21 dias, no microscépio 6ptico
Leitz ERGOLUX (as imagens foram tomadas antes que as amostras fossem raspadas e o fio
metdlico fosse colado nelas). Estas imagens foram combinadas para formar imagens

panoramicas (Figura 9).

Nas imagens das trés amostras podemos ver biofilmes com diferentes tamanhos com forma
aproximadamente circular. Os didmetros dos biofilmes de maior e menor tamanho sdo
apresentados na tabela 1, onde o limite inferior € imposto pelo aumento da lente usada (5X)
no microscopio optico.

Tabela 1: comparagdo do Tamanho dos Biofilmes
para tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias.

Tempo de Tamanho dos Biofilmes

crescimento | Didmetro Maximo (um) | Didmetro Minimo (um)

7 dias 270 £5 10+5
14 dias 220 £5 10 £5
21 dias 330 £5 10 £5

Os biofilmes maiores nas amostras de 7 e 14 dias apresentam um contorno bem definido,
enquanto o biofilme maior na amostra de 21 dias estd menos definido. Isso pode se
relacionar com o fato de que as amostras ndo tiveram reposicao de nutrientes. Assim aos 21
dias os biofilmes maiores podem comegar um processo de desestruturacao ocasionado pela

falta de nutrientes.
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Imagens panoramicas Biofilmes maiores

14 dias

Figura 9: Imagens das amostras de biofilmes de Xf com diferentes tempos de crescimento (adquiridas no MO
com aumento 5X). A esquerda temos imagens panoramicas tipo mosaico, e a direita imagens dos biofilmes de
maior tamanho.
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O modelo mais aceito para o desenvolvimento dos biofilmes® propde que a adesdo na
primeira etapa é devida a interagdes eletrostaticas. Em trabalho anterior realizado em nosso

2 . . , .
3233 mostra que o desenvolvimento dos biofilmes est4 relacionado com o

grupo, G. S. Lorite
SP da superficie; quanto maior for o SP, maior serd a taxa de desenvolvimento dos
biofilmes (quantidade e tamanho). Ela registra um desenvolvimento maior (no sentido da
amostra apresentar os maiores BFs em menor tempo) para amostras sobre silicio com 14

dias de crescimento onde os biofilmes apresentam um diametro maximo de 660nm.

Neste estudo as amostras foram cultivadas sobre filmes de ouro depositados sobre
substratos de Silicio. O ouro apresenta valor de SP aproximadamente 140 mV menor que o
do silicio™; os biofilmes crescidos neste substrato tém tamanho mdximo de 330nm de
didmetro na amostra de 21 dias. Esse resultado concorda qualitativamente com a
observacdo de G. S. Lorite, de que substratos com SP mais baixos proporcionam

crescimento mais lento e menores tamanhos dos biofilmes.

Medidas dos biofilmes por AFM.

Utilizando o mapeamento obtido por MO procuramos os biofilmes e adquirimos imagens
AFM de topografia e fase usando o microscopio Agilent 5500. Imagens que contenham a
superficie total de biofilmes grandes, em geral sdo mais dificeis de obter, devido a grande
diferenca de altura (superior a 500nm) entre o filme condicionante e o centro do biofilme
(ver figura 10), pelo qual a varredura tem que se fazer com uma velocidade muito baixa
para evitar que a ponta entre em contato com a amostra. Além disso, os biofilmes de maior
tamanho tém didmetros que superam os 200um, enquanto o scanner utilizado tem um
deslocamento maximo de 100pum no plano paralelo a superficie da amostra. Por este motivo
as imagens de biofilmes s6 mostram biofilmes pequenos ou partes de biofilmes maiores

(figura 11).
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Figura 10: A esquerda se tem a imagem topogréfica de um biofilme na amostra de 7 dias de crescimento.
A direita se tem um corte transversal apresentando a altura do biofilme.

Nosso objetivo é conseguir visualizar diferencas entre as caracteristicas das bactérias, EPS
e filme condicionante, no processo de formagao dos biofilmes. Contudo, olhando a figura
11 vemos que as mudangas significativas na fase, que representam variacdo na natureza do
material, s6 se fazem visiveis na borda do biofilme onde estdo as bactérias individuais’.
Este fato provavelmente estd relacionado a matriz (EPS) que recobre o biofilme nas
amostras de 7 dias ou mais, utilizadas neste estudo. Assim, daqui para diante vamos
analisar caracteristicas de bactérias isoladas proximas aos biofilmes e ndo das que estdo

neles inseridas.

+ o . .. . . . ;.
Quando falamos de bactérias individuais ou isoladas neste trabalho, nos referimos a bactérias que embora
ndo facam parte do biofilme, ficam perto e provavelmente estdo se comunicando com ele .
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Topografia

14 dias

21dias

Figura 11: Imagens de topografia e fase dos biofilmes nas diferentes etapas de crescimento, 7, 14 e 21 dias.
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Bactérias Individuais: tamanho e protuberancias

O tamanho das bactérias de Xf varia constantemente devido ao continuo processo de
biparti¢do® (Figura 12). O processo de divisdo sempre acontece através do eixo mais longo
da bactéria, pelo qual as mudancas no comprimento sdo muito maiores que as mudangas na

largura.

A - l B

divisdo celular :

[ a1
divisao celular
Células
I )= G ~—CJC )

Figura 12: (A) Esquema do processo de biparticdo, (B) Imagens de bactérias de Escherichia Coli
correspondentes as etapas de (A). A cor azul representa os pontos de particdo e a cor
vermelha representa os extremos opostos ao ponto de particio™.

Contudo, fazendo uma andlise estatistica (Tabela 2) nas imagens de bactérias individuais
que ficam perto dos biofilmes (Figura 13), vemos que o comprimento médio nas amostras
de 7 e 14 dias € similar, enquanto na amostra de 21 dias esse valor é notavelmente maior
(~40%). Assim, na amostra de 21 dias predominam bactérias mais longas, embora ainda

dentro da faixa de valores reportada na literatura™.

* A fiss3o binaria ou biparticdo é o processo tipico de reproducdo nas bactérias do tipo bacilo ou bastonete.

23



21 dias

Figura 13: Imagem topografica AFM de bactérias individuais perto dos biofilmes. Observa-se 0 aumento no
comprimento e a diminuicdo na quantidade de bactérias na amostra de 21 dias.

Tabela 2: Comparacao do tamanho da Xf para
tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias.

Tempo de crescimento | Comprimento (um) | Largura (um)

7 dias 2,80 £0,80 0,70 £0,10
14 dias 2,80 £0,70 0,70 £0,10
21 dias 3,90 = 1,80 0,70 £0,10
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A diferenca no comprimento de bactérias isoladas da amostra de 21 dias pode estar
relacionada com a falta de nutrientes, lembrando que as amostras nao tiveram reposi¢cao de
meio de cultura. Assim, o processo de fissdo bindria pode ter sido interrompido durante o
alongamento das bactérias. Além de apresentar comprimentos significativamente maiores,
as bactérias na amostra de 21 dias também se apresentam em menor quantidade, o que da

suporte a hipétese da interrupg¢do no processo de reproducgio.

7 dias 14 dias 21dias

Topografia

4
.

2 um

Figura 14: Imagens comparativas dos extremos das bactérias, nas diferentes etapas de crescimento, 7, 14 e 21
dias. As setas vermelhas indicam como as protuberdncias aparecem tanto na topografia como na fase e no SP.

25



Figura 15: Imagens SEM de aglomerados aderidos em superficie
de Si apds 4 horas (A, B) e 6 horas (C) de inoculacio 32,

Outra caracteristica interessante € a protuberancia observada nas extremidades das bactérias
em todas as etapas de crescimento (Figura 14). Esta regido apresenta valores, tanto na
topografia como de fase e SP, mais elevados que o resto da bactéria, mas esta diferenca
varia com os diferentes tempos de inoculagdo. A observacdo destas protuberancias nao foi

registrada antes na literatura e representa um resultado original.

Para verificar nossos resultados, procuramos imagens obtidas anteriormente por
pesquisadores de nosso grupo, encontrando que em imagens SEM de G.S. Lorite (figura

15) com apenas 4 horas de inoculagdo as protuberincias também estavam presentes.

As protuberancias aparecem tanto nas bactérias individuais como nas bactérias nos
biofilmes e sempre aparecem no extremo oposto ao ponto de particdo, o que sugere que

podem estar associadas ao processo de reproducao.
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Fundo das amostras: Filme condicionante ¢ EPS

Topografia Fase

Biofilme Biofilme Biofilme

Figura 16: Imagens tipo mosaico das bactérias que ficam perto do biofilme na amostra de 14 dias. O biofilme
fica na parte inferior da primeira coluna, as setas indicam a direcdo de afastamento do biofilme, assim, a parte
mais afastada do biofilme corresponde a borda superior da segunda coluna.

Para encontrar a distancia da borda do biofilme na qual as mudangas entre o EPS e o filme
condicionante sdo mais evidentes, adquirimos imagens das bactérias a medida que se
afastam do biofilme (Figura 16). Estas imagens foram adquiridas na amostra de 14 dias,
pois foi a amostra em que se observou um maior contraste entre o filme condicionante e o
EPS.

Em zonas mais afastadas do biofilme, pode-se encontrar bactérias isoladas e também uma
maior variacdo entre o EPS e o filme condicionante formado pelo meio de cultura nas
imagens de fase e SP. A distancia 6tima para distinguir os materiais fica entre 30 e 50pm
do biofilme.

Observando a superficie ao redor das bactérias na figura 17, pode-se ver claramente que a
superficie ao redor da borda do biofilme e bactérias individuais (que chamaremos de
fundo), na amostra de 7 dias, apresenta-se homogénea, indicando ser composta por um

unico material; embora aparecam pequenas mudangas na topografia, a fase e SP ficam
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14 dias 21dias

Topografia

Fase

diferentes etapas de crescimento, 7, 14 e 21 dias.

7 dias 14 dias 21 dias

Figura 18: Representag¢do do avango do EPS até recobrimento total do meio de cultura e o
recobrimento parcial das bactérias.
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invariantes. Na amostra de 14 dias as mudancas no fundo sugerem a presenca de dois
materiais, um mais proximo das bactérias enquanto o outro comeca a aparecer ao se afastar
das mesmas. Por dltimo, a amostra de 21 dias volta a apresentar um comportamento similar
a amostra de 7 dias, ou seja, um fundo homogéneo, indicando a presenca de um tnico
material. Este comportamento estd de acordo com a hipétese de que inicialmente temos
somente as bactérias sobre o filme condicionante relacionado ao meio de cultura (7 dias),
embora ndo possamos excluir a presenca de EPS capsular associado ao maior valor de SP
sobre as bactérias. Posteriormente, as bactérias comecam a excretar o EPS que vai
recobrindo gradativamente a superficie ao seu redor (14 dias); finalmente este EPS recobre
totalmente a superficie, deixando o filme condicionante devido ao meio de cultura
totalmente recoberto. Na figura 18 se ilustra este comportamento em imagens com cores,
onde a cor vermelha representa o filme condicionante, a cor verde o EPS e a cor azul a
bactéria. A figura é s6 uma representacdo ja que as trés imagens nao t€ém a mesma escala de

alturas.
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Comparacao dos materiais: filme condicionante, EPS,
bactérias e protuberancias.

Podemos comparar os materiais ao redor e sobre a bactéria através da medida de rugosidade
nestas regioes, tal como mostra a tabela 3. Existe uma diferenca de rugosidade aprecidvel
entre os diferentes pontos na amostra de 7 dias quando se supde que a bactéria s6 excreta
EPS capsular, o qual fica muito perto da bactéria. Esta diferenca se faz menor aos 14 dias
quando a bactéria estd excretando EPS, e finalmente volta a aumentar aos 21 dias, devido
possivelmente a diminuicao ou suspensio da excrecio de EPS.

Tabela 3: comparagdo das medidas de rugosidade nos diferentes pontos
da Xf e no seu redor para tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias.

Tempo de Area Valor RMS da Valor RMS da fase Valor RMS do
crescimento topografia (nm) () SP(mV)
Fundo 1,4 £0,5 0,05 £0,02 20 £2
7 dias Bactéria 75+14 0,50 +0,07 50 +£5
Ponta 82 +3,0 0,50 £0,11 70 £13
Fundo 1,7 £0,4 0,09 £0,02 3542
14 dias Bactéria 7,3 +£0,8 0,30 0,06 44 +4
Ponta 10,0 £2,1 0,50 £0,13 50+15
Fundo 1,0 £0,2 2,2 +0,7 42 +1]
21 dias Bactéria 11,0 £3,8 50=+11 60 +18
Ponta 13,0 £2,9 7,0 £2,1 80 +10

Um problema nas imagens KPFM ¢é que cada imagem tem um ponto de ajuste proprio.
Assim, ndo tem sentido comparar duas imagens diferentes a menos que tenham um ponto
de referéncia em comum, isto é, um ponto com caracteristicas elétricas similares nas duas
imagens. Para poder comparar os valores de topografia, fase e SP nas diferentes amostras,
tivemos que raspar a amostra até chegar ao filme de ouro (Figura 19), o qual servird como
ponto de referéncia. Por este motivo, analisaremos o valor de SP* = SP (ponto de interesse)
— SP (ouro). Com isso também eliminamos a dependéncia do valor de SP com a fungdo

trabalho da ponta AFM, uma vez que este valor se cancela na expressao acima.
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Processando estas imagens conseguimos relacionar os valores de cada regido com respeito
ao ouro para assim poder ter uma relagdo entre as amostras (Tabela 4). A diferenca entre a
bactéria e o fundo, assim como entre a extremidade e o resto da bactéria € maior na amostra
de 7 dias. As diferencas diminuem na amostra de 14 dias, tanto na fase como no SP. Isso
sugere um processo de homogeneizacdo da superficie. Estas diferencas continuam

diminuindo no SP da amostra de 21 dias, mas aumentam na fase.

14 dias 21dias

Figura 19: Amostras raspadas nas quais se mostra o filme de ouro no substrato (linhas pretas).
Para diferentes etapas de crescimento, 7, 14 e 21 dias.
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Tabela 4: comparacgio dos valores de topografia, fase e SP* nos diferentes pontos
da Xf e ao seu redor para tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias.

Tempo de Area Topografia (nm) Fase (°) SP* calculado a partir
crescimento do SP do ouro (mV)
Fundo 160 £ 12 4,4 %172 340 +43
7 dias Bactéria 280 +22 56172 600 £76
Ponta 320 £ 14 59+13 640 £70
Fundo 150 £9 3,2+0,9 460 £ 50
14 dias Bactéria 260 £11 3,8 +£0,9 580 £49
Ponta 280 £19 4,0 £0,9 600 £49
Fundo 170 £5 11,4 £4,2 400 £ 40
21 dias Bactéria 270 £ 17 22,2 +4,8 420 £ 42
Ponta 340 £ 14 21,9 £5,1 470 £ 30
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3.3 Conclusoes

Neste capitulo descrevemos como, através de medidas KPFM, se obtém informagdes

importantes na andlise da formacdo de BF de Xf.

Imagens de MO revelaram o menor desenvolvimento dos BF cultivados sobre silicio
recoberto com ouro, em relagdo aos resultados obtidos no substrato de Si por G. S. Lorite.
Este comportamento concorda qualitativamente com a preferéncia da bactéria (BF maiores)
por superficies com SP mais elevado (uma vez que a superficie de ouro tem SP ~140mV
abaixo do Si) o que pode ser consequéncia da etapa inicial da forma¢do de BF que envolve

adesdo através de interacdo eletrostatica.

Um resultado original neste trabalho sdo as protuberancias encontradas nos extremos das
bactérias, as quais ndo s6 apresentam uma diferenga topografica consideravel, mas também
diferencas de fase e SP sugerindo uma composi¢ao diferente do resto da bactéria. Devido a
presenca destas protuberancias em bactérias em todos os tempos de crescimento analisados,
tanto em bactérias isoladas como no BF, supomos que podem estar relacionadas ao
processo de reproducdo celular. A menor quantidade e o maior tamanho das bactérias
isoladas na amostra de 21 dias sugerem uma interrup¢do ou diminui¢do no processo de
reproducdo bacteriana, o que pode acontecer pela falta de nutrientes, lembrando que em

nossas amostras nao houve reposicao destas substancias.

Os valores de rugosidade, assim como os de topografia, fase e SP, permitiram mostrar
diferencas entre os materiais que compdem a amostra, indicando um processo de

recobrimento gradual das bactérias pelo EPS excretado por elas.
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3.4 Perspectivas

Este trabalho mostrou resultados que podem ser estudados com maior profundidade. Um
deles é o tamanho das bactérias em funcdo da disponibilidade de nutrientes, pelo qual

poderiamos fazer experiéncias mudando a quantidade de PW nas amostras.

Fazendo andlises estatisticas em amostras com diferentes tempos de crescimento — além dos
ja aqui utilizados - poderiamos conseguir informagdes mais concretas sobre a presenca das

protuberancias nos extremos das bactérias e sua relacdo com a reproducdo bacteriana.

Tomando imagens de bactérias com poucas horas de crescimento se pode complementar o
estudo acerca das diferengas elétricas entre os materiais da amostra. Isso seria importante,
pois as mudangas mais significativas na formacdo do filme condicionante ocorrem nas
primeiras horas apds a deposicdo do indculo. Além disso, nesta etapa as bactérias s6

excretam EPS capsular.
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Capitulo 4
DNA Estrutura quadruplex-G

A ontogenia € o estudo da formacao e desenvolvimento de um organismo vivo, e pode-se
dividi-la em duas sub-dreas, a genética e a epigenética. Por um lado, a genética esta
relacionada com a sequéncia de nucleotideos do DNA, enquanto a epigenética é o conjunto
de caracteristicas fenotipicas que se mantém estdveis na reproducdo celular, mas nao estao

diretamente relacionadas com a sequéncia do DNA.

As mudangas na estrutura tridimensional da hélice do DNA representam um exemplo da
epigenética, pois podem evitar a transcricdo de genes no DNA pelo RNA mensageiro
(mRNA) por bloqueio estérico da polimerase que representa um dos modos de bloqueio
génico. Um exemplo desse fendmeno de bloqueio por mudanca da conformagdo da

( ~ . 910111213
estrutura € a formacao de estrutura quadriplex-G .

Formacgao da estrutura quadruplex-G

Os 4cidos nucléicos (DNA e RNA) sdo formados por cadeias de nucleotideos, e cada
nucleotideo € constituido por trés partes: um acido fosférico, um aciicar € uma base
nitrogenada. Cada nucleotideo contém uma (monofosfato) molécula de 4cido fosférico
H3POy4; o acticar € um monossacarideo de 5 4tomos de carbono (pentose) que no caso do
DNA ¢ a desoxirribose CsH;0Os, e, por ultimo, a base nitrogenada que pode ser de dois

tipos, as purinas (adenina ‘A’ e guanina ‘G’) e as pirimidinas (citosina ‘C’ e timina “T").
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A desoxirribose e os dcidos fosféricos sdo comuns em todos os nucleotideos, assim a parte
que caracteriza cada um deles é a cadeia nitrogenada; por isso o sequenciamento do DNA
se escreve normalmente em termos delas. A ligacdo entre o 4cido fosférico de um
nucleotideo e o agucar de outro, forma as cadeias simples de DNA (ssDNA), enquanto as
ligacdes entre bases nitrogenadas (ponte de hidrogénio) de duas cadeias simples formam a

cadeia dupla do DNA (dsDNA), como se apresenta na figura 20.
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Figura 20: Estrutura de dupla hélice do DNA *'.

Quando uma estrutura € rica em guanina, pode ocorrer a formagao de estruturas planas de 4
guaninas em cujo centro se encontra um ion metélico, em geral potdssio. Estas estruturas
sdo conhecidas como estruturas quadruplex-G ou G4-DNA. As estruturas G4 se empilham
uma sobre a outra formando colunas e assim adquirindo uma maior estabilidade, como se

mostra na figura 21.
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Figura 21: No lado esquerdo se tem uma estrutura quadriplex-G, enquanto no lado direito se
. . 37
apresenta as estruturas empilhadas uma acima da outra formando uma coluna

A estrutura quadriplex-G é formada em uma ssDNA apds o rompimento das ligacdes de
ponte de hidrogénio com a outra ssDNA. A cadeia que tem alta concentracao de guaninas
faz a estrutura quadriplex-G, enquanto a outra fica num estado relaxado. Como a G4 é
formada por 4 e ndo por duas bases nitrogenadas (como acontece normalmente) o0 mRNA
mensageiro niao pode transcrevé-la. Os diferentes tipos de G4 sdo denominados segundo a
forma que toma a cadeia® *. A parte superior da figura 22 apresenta algumas imagens
topograficas AFM de diferentes tipos de estrutura G4, enquanto a parte inferior mostra os
diagramas representativos correspondentes, onde a linha vermelha representa a ssSDNA que
forma a estrutura Gy, a linha azul representa a ssSDNA que fica relaxada, e a linha verde

representa 0 mRNA.
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Figura 22: Imagens AFM dos diferentes tipos de estrutura G4 e suas respectivas representacdes ~ . As
amostras foram depositadas sobre substratos de mica e medidas no modo de contato intermitente AFM.

37



Estrutura quadruplex-G no gene AR

A motivagdo de trabalhar com a estrutura G4 € colaborar com um projeto
do grupo do professor Hernandes Faustino de Carvalho do Instituto de
Biologia da UNICAMP. O objetivo do projeto é analisar os efeitos
epigenéticos em ratos de laboratério (Rattus Norvegicus), produzidos pela
exposicao a estrogenos sintéticos tais como 17-f estradiol no periodo pos-

natal (1, 3 e 5 dias depois do nascimento) 4041,

A regido promotora do gene receptor de andrégeno AR nos ratos
estrogenizados apresentou um maior grau de metilacdo, que € um dos
processos pelos quais normalmente se produz o bloqueio da transcri¢ido
génica. Este bloqueio causa problemas no desenvolvimento da préstata do

animal, diminuindo seu crescimento em mais de 50% na sua vida adulta.

Através da andlise de reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
semiquantitativo no DNA dos ratos nao estrogenizados (ratos de controle)
se observou um decaimento na amplificacdo de uma parte especifica da
regido promotora do gene AR. Este decaimento poderia ser devido a
metilacdo, mas nos ratos de controle a regido promotora do gene AR nao
deveria apresentar metilacdo. Por esta razdo a parte que apresentava o
decaimento foi analisada; encontrou-se uma sequéncia tipica para a
formagdo de estrutura quadriplex (abundante base nitrogenada de
guanina), a qual também produz bloqueio génico. Na figura 23 se pode ver
o sequenciamento da secdo que apresentou o decaimento na amplificacio
por PCR, onde se mostra a grande concentracdo de guaninas (enlaces
vermelhos). Esta secdo tem 60 pares de bases e cada uma mede ~0,33nm

de comprimento; assim, o comprimento da se¢do completa € ~19,8nm.

Nossa colaboragdo no projeto tem o objetivo de explorar e visualizar,
mediante medidas AFM, se a estrutura quadriplex é formada ou nio e no

caso de se formar, indicar que tipo de quadruplex é formado.
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Figura 23: Sequenciamento
da secfo tomada do gene
AR, rica em guanina.
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4.1 Preparacao das amostras

Inicialmente a preparacdo das amostras foi feita seguindo protocolos tipicos na preparac¢ao
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de amostras de DNA da literatura , mas as primeiras amostras medidas apresentaram

estruturas tipicas de contaminac¢io por impurezas.

Na preparacdo das amostras de DNA, comumente se encontram problemas de
contaminacdo relacionada com impurezas no tampao. Dependendo do tamanho relativo
destas estruturas com relacido as cadeias de DNA de interesse, estas impurezas podem ou

ndo ser importantes.

Na figura 24 se apresenta uma imagem topografica AFM obtida em nosso grupo por
A.L.D.Moreau, na qual pode se distinguir uma cadeia de DNA e um aglomerado de sais do
tampao. Neste caso podemos ver que o tamanho da dsDNA (~2000 pares de bases) pode ser

facilmente distinguido das impurezas.

DNA plasmideo

Impureza

Figura 24: Imagem AFM de DNA plasmideo
tomada por A.L.D.Moreau.

Em nosso caso a dsDNA (~19,8nm) € aproximadamente do mesmo tamanho que a
impureza, assim, para poder ter certeza que o que viamos nas imagens ¢ DNA, tivemos que

eliminar qualquer tipo de contamina¢do na amostra. Por este motivo, fizemos uma anélise
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minuciosa com a finalidade de saber qual era o componente da solucio que estava

contribuindo para a contaminacdo. Depois de vdarias medidas descobrimos que o

componente contaminado era o TRIS. Para evitar estes problemas foram comprados novos

reagentes quimicos com os quais obtivemos melhores resultados.

Depois de superar o problema das impurezas, uma etapa muito importante neste trabalho

foi fazer varia¢des no protocolo de preparacdo das amostras, com a finalidade de otimizar a

aquisicao de imagens de qualidade que possam trazer novas informagdes sobre o problema.

Das vidrias tentativas realizadas, o protocolo que forneceu melhores resultados foi o

seguinte:

Preparagdo da Solucdo: A solugio na qual é colocado o DNA consta de trés

componentes, os quais tem diferentes fungdes, que sdo explicadas a seguir:

Tampdo: A fungcao do Tampao é manter fixo o pH da solugdo. Neste caso o tampao
utilizado foi trishidroximetilaminometano (HOCH,);CNH; que € comumente abreviado
como TRIS (O TRIS tem uma capacidade tamponante efetiva num intervalo de pH
entre 7,0 € 9,2). A concentracio usada foi de 20mM; depois se agregou 4cido cloridrico

HCI até conseguir um pH de 7,4 que € o pH natural do DNA (o pH do fluido

intracelular esta entre 7,0 e 7,4).

Cloreto de potdssio (KCl): A importancia do KCI reside na formacdo da estrutura
quadriplex, j4 que sua formacdo € facilitada com a presenga de um fon metdlico no

. L, L, , . 4D . .
meio da estrutura. Geralmente no DNA esse ion € potdssio . A concentragao usada foi

de 100mM.

Cloreto de Magnésio (MgCl;): Tanto o DNA como a superficie da mica tem cargas
negativas, assim o papel do MgCl, esté diretamente relacionado com a fixagdo do DNA
ao substrato (mica). O MgCl, fornece cations divalentes que atuam como ponte

“enlacando” as moléculas. A concentragao neste caso foi de SmM.

Aquecimento da solugdo: A solugdo é aquecida a uma temperatura de 60°C por

aproximadamente uma hora para evitar aglomerados de KC1 ou MgCl,.
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o Inclusdo do DNA: O DNA ¢ incluido depois do aquecimento da solucdo. A

concentragdo usada variou entre 0,1 e 5,0 ng/uL.

e Deposicdo no substrato: Como a largura de uma cadeia de DNA estd entre 2,2 até 2,6
nm, € preciso usar um substrato plano para poder distinguir com facilidade o DNA da
superficie. Por isso o substrato usado foi mica. A deposi¢dao tem uma duragdo de ~1min.
Depois a amostra é lavada com tampao (30 s.) e com 4gua deionizada (30 s.) para

remover as particulas que ndo foram fixadas.

e Secagem: o tltimo passo € secar a amostra na estufa a 60°C por ~5min, para remover

os residuos de dgua e solu¢do. Assim a amostra fica pronta para ser medida.
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4.2 Resultados e Discussoes

No processo de busca da estrutura G4 fizemos amostras com diferentes concentracdes de

DNA, com e sem a presenga de KCl ou MgCl,, obtendo assim diferentes resultados.

Auto-montagem de DNA

Quando usamos uma concentragdo alta de DNA - 5Sng/ul - observamos uma estrutura de
DNA auto-montada (Figura 25) como a observada por Costa et al. 2004 **. Também se
pode ver que as imagens de fase mostram uma drea escura no redor da rede; esta drea pode
ser atribuida aos sais do tampdo, como é reportado por Carl Leung et al. 2009 ** utilizando
imagens de SP feitas por KPFM, em especial MgCl, (lembrando que nesta amostra nao se

usou KCl).

Topografia

Fase

Figura 25: Imagens AFM, topografia (superior) e fase (inferior), com estruturas auto-montadas de DNA para
uma concentracdo de Sng/uL. As setas vermelhas mostram as dreas escuras
correspondentes a sais tampao ao redor do DNA.
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Particulas 1soladas de DNA

Para poder visualizar a estrutura Gy, necessitamos moléculas isoladas e relaxadas de DNA.
Assim, o passo natural a seguir foi utilizar na preparacdo da amostra uma concentracdo 10
vezes menor, de 0,5ng/uL. Nesta ocasido as imagens mostraram moléculas individuais ou
aglomerados de poucas moléculas (Figura 26), mas o DNA nao ficou num estado relaxado,
formando uma estrutura emaranhada ou de superenrolamento®. Além disso, as imagens
ainda continuaram apresentando a drea escura ao redor do DNA (esta amostra também ndo

tem KCI).

Topografia

Figura 26: Imagens AFM, topografia (superior) e fase (inferior), de particulas de DNA emaranhadas
apresentadas para uma concentragdo de 0,5ng/uL. A seta vermelha mostra a drea escura
correspondente a sais tampao ao redor do DNA.

Em busca do desenrolamento do DNA e da formacdo da estrutura quadriplex, continuamos
diminuindo a concentracdo de DNA até 0,Ing/uL e adicionamos KCI, obtendo imagens
que, como na amostra anterior, também apresentaram moléculas individuais e aglomerados
de moléculas emaranhadas de DNA (Figura 27). Nesta amostra ndo se utilizou MgCl,, e

também ndo se observou a zona escura ao redor do DNA na imagem de fase. Portanto
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concluimos que o responsdvel pela mudanca de fase € o MgCl,.

Topografia

Fase

Figura 27: Imagens AFM, topografia (superior) e fase (inferior), de particulas de DNA emaranhadas
apresentadas para uma concentragdo de 0,1ng/uL. As setas amarelas mostram a estrutura interna das
moléculas, que sé se faz visivel nas imagens de fase.

Um aspecto interessante foi observado no interior dos aglomerados nas imagens de fase, ja
que na topografia ndo pode se distinguir mudancas notdveis de altura no interior das
moléculas ou aglomerados de DNA. Na imagem de fase sdo observadas mudangas que
indicam variacdes na dureza (ou elasticidade) da estrutura no interior das moléculas. Esta
varia¢do pode ser devida a uma mudanga de material, mas se supde que o material interno a
estrutura também é DNA. Assim essa mudanca de fase deve estar relacionada a mudancgas

na estrutura (ou sub-estrutura) do DNA dentro dos aglomerados.
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4.3 Conclusoes

Embora ndao tenhamos conseguido identificar com certeza se as estruturas observadas
correspondem a formagdo da estrutura quadriplex, conseguimos informagdes importantes
neste estudo.

A maior parte do trabalho descrito neste capitulo consistiu no desenvolvimento do
protocolo de preparacdo das amostras de DNA. Assim obtivemos condi¢cdes otimizadas
para este processo. Encontramos que a concentracdo adequada para evitar a formacdo de
auto-montagens de DNA, que ndo permitem a observacdo da estrutura G4 que estamos
procurando, tem que ser inferior a 0,5ng/uL. Também conseguimos ver residuos atribuidos
ao MgCl, ao redor das moléculas de DNA através de imagens de fase. Estas observagdes

. . . . 4
haviam sido reportadas anteriormente em imagens de SP *.

Adicionalmente, observamos diferencas na estrutura dentro das moléculas de DNA. Estas
diferencas s6 foram visiveis nas imagens de fase (e ndo na topografia), mostrando assim a
possivel formacdo da estrutura G4 dentro destas particulas de DNA. Estas observacdes na
fase sao um resultado original e mostram a importancia da complementaridade dos modos

de operacdo AFM.
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4.4 Perspectivas

Para podermos identificar com certeza se as estruturas vistas sdo estruturas G4, 0 proximo
passo neste trabalho serd implementar um vetor ou plasmideo no qual nossa cadeia com alta
concentracdo de guanina serd colocada. O objetivo do plasmideo € alongar a cadeia e assim
facilitar o relaxamento da mesma evitando superenrolamento.

Outra experiéncia que seria de interesse é tomar imagens de SP com a finalidade de ver se
as mudancas de fase no interior das moléculas de DNA também reportam mudancas
elétricas. Para isso, precisamos modificar o substrato visando uma maior condutividade

para a polarizagdo homogénea.
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Capitulo 5

Conclusao geral

O objetivo principal neste trabalho foi mostrar como os diferentes modos de operacio AFM
sdo uma ferramenta poderosa na andlise de sistemas biol6gicos. Assim, com nossos
resultados, podemos observar que a importancia da técnica KPFM ndo s6 reside nas
informagdes elétricas do sistema, mas também permite complementar a andlise por outros
modos SPM auxiliando na compreensdo de sistemas complexos tais como as amostras

bioldgicas.

Outro aspecto que vale a pena destacar é a metodologia de preparagdo das amostras,
totalmente desenvolvida em nosso grupo. Nem sempre um protocolo reportado na
literatura garante bons resultados; € preciso explorar varidveis neste processo a fim de
garantir um minimo de reprodutibilidade e controle na andlise, mesmo em se tratando de
amostras biolégicas. Esse cuidado e a metodologia de andlise aqui proposta garantiram a
observacdo de vdrios aspectos ainda ndo reportados na literatura em relacdo aos dois
sistemas biologicos analisados (Xf e G4). Um estudo mais aprofundado implicard numa
maior colaboracdo com os grupos a que estes projetos se reportam, dentro das perspectivas
mencionadas nos capitulos 3 e 4. As discussdes expostas nesta dissertacdo, no entanto,
foram propostas por nosso grupo dentro do estudo da literatura da area e das condi¢des de

preparacdo de cada amostra, e aprovadas pelos grupos de origem das amostras.
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