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Joseph Campbell
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RESUMO

Um dos principais desafios da terapia génica é o desenvolvimento de vetores
transportadores de genes seguros e eficazes. Devido as limitacfes associadas ao uso de vetores
virais tais como carcinogénese, imunogenicidade, capacidade limitada de empacotamento de DNA
e dificuldade de sintese vetorial, muitos estudos tém se concentrado no uso de carreadores de genes
biocompativeis e biodegradaveis. Dessa forma, nesse estudo investigou-se e comparou-se o efeito
de celulose e mesocarpo de babagu puros como complementos plasmidial em ensaios de
transformacdo bacteriana de células E. coli afim de verificar os efeitos desses materiais na
eficiéncia de transferéncia de genes. O capitulo 1 apresenta um estudo de prospeccéo de patentes
e artigos cientificos acerca do uso de diferentes materiais como vetores ndo virais para o transporte
e insercdo de genes em células de organismos eucariontes, pelo processo de transformacédo génica,
e células procariontes, através do processo de transformacéo bacteriana. O capitulo 2 descreve o
estudo realizado com celulose e mesocarpo de babagcu usados como complementos de DNA

plasmidial no processo de transformacédo bacteriana de células de E. coli.



ABSTRACT

One of the major challenges of gene therapy is the development of safe and effective gene carrier
vectors. Due to the limitations associated with the use of viral vectors such as carcinogenesis,
immunogenicity, limited DNA packaging capacity and difficulty of vector synthesis, many studies
have focused on the use of biocompatible and biodegradable genes carriers. In this study, we
investigated and compared the effect of pure cellulose and babassu mesocarp as plasmid
complement in bacterial transformation assays of E. coli cells in order to verify the effects of these
materials on the gene transfer efficiency. Chapter 1 presents a prospective study of patents and
scientific articles about the use of different polymeric materials as non-viral vectors for the
transport and insertion of genes into cells of eukaryotic organisms, throught the process of gene
transformation, and prokaryotes cells, through the process of bacterial transformation. Chapter 2
describes the transformation study carried out with pure cellulose and babassu mesocarp used as

plasmid DNA complements in the bacterial transformation process of E. coli.



1. INTRODUCAO

Um dos principais desafios da terapia génica é o desenvolvimento de vetores
transportadores de genes seguros e eficazes. Em ensaios clinicos de transferéncia génica séo
usados vetores virais e vetores ndo virais (Kay, 2011; Mingozzi & High, 2011). Dentre esses, 0s
virus ainda sdo os vetores mais utilizados nessa técnica, em aproximadamente 70% dos casos (Yin
et al., 2014). Embora avancos significativos no campo da engenharia genética tenham sido
alcancados, varias limitagcbes ainda estdo associadas ao uso de vetores virais, incluindo a
carcinogénese (Baum et al., 2006), imunogenicidade (Bessis et al., 2004), capacidade limitada de
empacotamento de DNA (Thomas et al., 2003) e dificuldade de producdo vetorial (Bouard et al.,
2009).

Devido essas limitagOes, a busca por vetores ndo virais intensificou-se para que vetores
alternativos fossem desenvolvidos com potencial de superar muitas dessas limitacgdes,
principalmente no que diz respeito a seguranca e a eficiéncia de transferéncia de genes (Yin et al.,
2014). Vetores sintéticos apresentam como principais vantagens: menores taxas de
imunogenicidade, potencial de fornecer maiores cargas genéticas e facilidade de serem
sintetizados (Pack et al., 2005; Mintzer & Simanek, 2009).

Muitos estudos tém se concentrado no uso de nanocarreadores de genes biocompativeis e
biodegradaveis. Dentre os principais materiais utilizados como vetores ndo virais, incluem lipidios,
como lipossomas e micelas, transportadores baseados em polimeros, tais como quitosana, lisina,
acido poliglutamico, dextrano, xantano, pululano, policaprolactona, acido hialurénico e alginato

(Mokhtarzadeh et al., 2017).
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A transferéncia de genes pode acontecer tanto em células eucariontes como em células
procariontes, processos conhecidos como transfeccdo e transformacdo, respectivamente. A
transformac&o bacteriana € um processo que envolve dois componentes: DNA ex6geno e uma
célula receptora (Johnston et al., 2014). A internalizacdo do DNA exo6geno e a integracdo no
genoma do receptor por recombinacdo homologa permite que as bactérias adquiram novas
caracteristicas genéticas e se adaptem as mudancas das condi¢cbes ambientais, promovendo, por
exemplo, resisténcia aos antibioticos (Croucher et al., 2011).

Dessa forma, nesse estudo investigou-se e comparou-se o efeito de celulose e mesocarpo
de babagu puros em ensaios de transformacdo bacteriana de células E. coli afim de verificar os
efeitos desses materiais na eficiéncia de transferéncia de genes, visando a obtencdo de
complementos vetoriais carregadores de material genético.

O capitulo 1 apresenta um estudo de prospeccao de patentes e artigos cientificos acerca do
uso de diferentes materiais como complementos vetoriais ndo virais para o transporte e insergéo
de genes em células de organismos eucariontes, pelo processo de transformacdo génica, e
procariontes, através do processo de transformacédo bacteriana.

O capitulo 2 descreve o estudo realizado com os biopolimeros celulose e mesocarpo de
babacgu puros usados como complementos de transferéncia de DNA plasmidial no processo de

transformacao bacteriana de células de E. coli.
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RESUMO

A transformacdo bacteriana e transfeccdo génica podem ser entendidos como sendo
resultados da introducdo de material genético especifico em células de interesse e a subsequente
expressdo génica, adicionando a célula hospedeira um novo traco genético. Muitos estudos vém
sendo realizados com o objetivo de investigar diferentes tipos de lipideos e polimeros catiénicos
como vetores ndo-virais promissores para a transferéncia de DNA. O presente estudo teve a
finalidade de apresentar uma revisao bibliogréfica e tecnoldgica acerca da utilizacdo de materiais
biopoliméricos nos processos de transformacao bacteriana e transfeccdo génica publicados e/ou
depositados no intervalo de 2006 a 2017. A prospeccdo, realizada em julho de 2018, foi baseada
em uma ampla pesquisa eletronica em diferentes bancos de patentes (EPO, USPTO e INPI) e de
periodicos (Scopus, Web of Science e Scielo). Os resultados demonstraram que existem patentes
depositadas referentes ao uso de quitosana para transporte de genes. A analise dos artigos permitiu
inferir que o uso de biopolimeros no processo de transformacéo bacteriana ou transfec¢do génica
é limitado uma vez que ndo foi encontrada uma alta diversidade de biopolimeros usados para essas
finalidades. Além disso, observou-se que o principio da utilizacdo de diferentes materiais no
processo de transfecgdo consiste na modificacdo da estrutura quimica do material, principalmente
pela adicdo de grupos catibnicos. Ja para o processo de transformacdo bacteriana, os materiais
utilizados ndo necessitam serem quimicamente modificados. Dessa forma, concluiu-se que o0 uso
de biopolimeros como complementos vetoriais ndo virais ainda é limitado, o que indicou a

necessidade da realizagdo de mais estudos envolvendo o uso de diferentes biopolimeros.

Palavras-chave: Clonagem. Vetor ndo-viral. Carregadores de Genes.
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ABSTRACT

Bacterial transformation and gene transfection can be understood as being the results of
introducing specific genetic material into cells, resulting in gene expression and adding a new
genetic trait to the host cell. Many studies have been carried out with the aim of investigating
different types of lipids and cationic polymers as promising non-viral vectors for DNA transfer.
The present study aimed to present a bibliographical and technological review about the use of
bipolimeric materials in the processes of bacterial transformation and gene transfection from
articles and patents published and/or deposited from 2006 to 2017. The survey, conducted in May
2018, consisted on extensive electronic researches in different patent bases (EPO, USPTO and
INPI) and periodicals bases (Scopus, Web of Science and Scielo). The results showed that there
are deposits of patents regarding the use of chitosan as gene carrier. The articles analysis allowed
to infer that the use of biopolymers for bacterial transformation or gene transfection is limited due
to the low diversity of biopolymers used for these purposes. In addition, it was observed that the
use of different materials as non-viral vectors is based on chemical structure modifications of the
material, mainly by the addition of cationic groups. On the other hand, in the bacterial
transformation, the materials used as plasmid complements did not need to be chemical modified.
Thus, the use of biopolymers as non-viral vectors is still limited to only a few polysaccharide types,
which highlights the need for further studies involving the use of different biopolymers in the

processes of gene transfer in bacterial and eukaryotic cells.

Keywords: Cloning. Non-viral vector. Genes Carriers.
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1. INTRODUCAO:

A entrega de genes em células especificas € uma técnica promissora que inclui a introducgao
in vitro e in vivo de genes em células-alvo para fins experimentais (clonagem) e terapéuticos
(terapia génica). Para que os objetivos da terapia génica sejam alcancados é necessario que a
entrega de genes seja realizada de forma simples e eficiente (Yu et al., 2017).

A terapia génica pode ser definida como o processo de tratamento de doencas humanas,
inatas ou adquiridas, pela transferéncia de material genético para células especificas do paciente
que resultara na producéo de agentes bioativos ou a regulacdo de fun¢bes anormais da célula (Kim
et al., 2007). Os avancos na biologia molecular e na biotecnologia, bem como a conclusdo do
Projeto Genoma Humano, levaram a identificagdo de numerosos genes causadores de doencas. Os
resultados do tratamento de muitas dessas doencas foram obtidos a partir da terapia génica (Singh
et al., 2010) que proporciona, dentre outros: 0 aumento a sintese de proteinas, a alteracdo da
expressdo de genes existentes ou producdo de proteinas citotoxicas ou enzimas ativadoras de proé-
farmacos - por exemplo, para destruir células tumorais ou inibir a proliferacdo de células
endoteliais (Pack et al., 2005).

O principal fator limitante da terapia génica € a taxa de transfeccdo de genes, ou seja, a
dificuldade de inserir novos genes nas células de organismos intactos, de tal forma que essas
moléculas sejam incorporadas pelas células e possam desempenhar suas funcdes de forma eficiente
(Mansouri et al., 2004). O DNA a ser transferido deve escapar aos processos que interferem na
disposicao de macromoléculas. Esses processos incluem a interagdo com componentes sanguineos,

células endoteliais vasculares e absorcao pelo sistema reticuloendotelial. Alem disso, a degradacao
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do DNA por nucleases é também um obstaculo potencial para a entrega do gene a célula alvo (Kim
et al., 2007).

Os dois principais tipos de vetores que séo utilizados na terapia génica sdo baseados em
sistemas de administracdo de genes virais ou ndo virais (Yu et al., 2017). O sistema de entrega de
genes por vetores virais € o mais usado devido a atividade natural dos virus de transportar
eficientemente seu genoma de uma célula hospedeira para outra, entrar na nova célula-alvo,
navegar até o nicleo da célula e iniciar a expressdo de seu genoma. Entretanto, o uso de virus na
terapia génica poderia ser limitado por vérios fatores, tais como: o fato de apenas pequenas
sequéncias de DNA poderem ser inseridas no genoma do virus, o que limita a aplicacdo em larga
escala, e potenciais problemas para os pacientes, tais como toxicidade, respostas imunes e
respostas inflamatérias (Lim et al., 2006). As limitacGes dos vetores virais, particularmente no que
diz respeito a seguranca, levaram a avaliagdo e desenvolvimento de vetores alternativos baseados
em sistemas de entrega néo virais. (Mansouri et al., 2004)

De forma natural, a transformacao genética de bactérias pode ocorrer através dos processos
de recombinacdo homologa de DNA livre, transducdo e conjugacdo. Contudo, estes processos
naturais apresentam como desvantagens: a difusdo lenta de entrada de DNA hidrofilico através da
membrana de bicamada lipidica hidrofébica e a ligeira repulsdo eletrostatica entre o DNA anibnico
e 0s grupos aniénicos da membrana de bicamada lipidica. Além disso, 0 DNA pode sofrer hidrolise
ou ser degradado por qualquer processo enzimatico durante o seu curso de transformacao (Cehovin
etal., 2013; Soni et al., 2015).

O processo de transfeccdo génica introduz genes especificos em células eucariontes,
principalmente células de mamiferos e humanas. Ja a transformagéo bacteriana tem a finalidade

de modificar geneticamente células procariontes de bactérias. De um modo geral, as duas

29



perspectivas tém em comum a necessidade de insercdo da informagdo modificada ou corrigida nas
celulas do organismo a ser transformado (Pack et al., 2005; Kaestner et al., 2015).

Para uma transferéncia eficiente do gene de interesse ao interior da célula € necessario a
utilizacdo de veiculos adequados de transferéncia que protejam o DNA contra as barreiras celulares
em seu caminho até o ndcleo. Os vetores de clonagem séo a principal ferramenta utilizada para a
incorporacéo in vitro do gene de interesse ao interior das células vivas (Fayazpour et al., 2006;
Calvete et al., 2015).

Os vetores ndo-virais de transporte de genes tém atraido bastante atencdo por apresentarem
vantagens como a facilidade de sintese, baixa resposta imune, capacidade de transferéncia de
materiais genéticos com tamanhos irrestritos e seguranca (Remaut et al., 2007). Dentre 0s
principais vectores ndo virais destacam-se lipossomas, complexos de DNA com polimeros
catibnicos e nanoparticulas (Mao et al., 2009).

Sistemas nao virais de polimeros catiénicos, cuja estrutura molecular contém varios grupos
amina, tém sido amplamente utilizados como veiculos transportadores de genes (Li & Huang,
2000). Esses vetores proporcionam uma capacidade ilimitada de complexacdo com o DNA,
propriedades fisico-quimicas bem definidas e uma alta diversidade molecular que permite
diferentes modificacGes estruturais que visam superar os obstaculos extra e intracelulares de
carregamento de genes (Jeong et al., 2007).

Alguns requisitos sdo necessarios para que um transportador polimérico seja eficiente na
funcéo de transporte de genes, por exemplo: o vetor deve apresentar estabilidade na formacéo do
complexo com os plasmideos, superar a acdo dos agentes de defesa do hospedeiro e apresentar
especificidade na liberagdo do material genético terapéutico para a celula-alvo desejada, atraves

do reconhecimento superficial da célula (Mao et al., 2009).
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Os polissacarideos sao moléculas longas de carboidratos formadas por unidades repetidas
de monossacarideos unidas por ligagdes glicosidicas. Eles sdo um dos principais constituintes do
glicocélix e das matrizes extracelulares e possuem funces estruturais e de armazenamento (Nitta
& Numata, 2013). As principais caracteristicas dos polissacarideos incluem a estabilidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, as quais influem no uso dos polissacarideos e seus
derivados para aplicagfes nas tecnologias de alimentos, campos biomédicos e ambientais (Schimitt
et al., 1998; Aider, 2010). A presenca de Vvarios grupos derivaveis nas cadeias moleculares dos
polissacarideos permite que esses polimeros sejam facilmente modificados quimicamente e
biogquimicamente. A maioria dos polissacarideos naturais possui grupos hidrofilicos como os
grupos hidroxila, carboxila e amino, que também afetam as cargas poliméricas e permitem que a
reatividade dessas moléculas seja alta, ampliando assim a gama de aplicacdo de polissacarideos
em diversos estudos, incluindo o de transporte de genes (Nitta & Numata, 2013).

Dessa forma, o presente estudo teve a finalidade de apresentar uma reviséo bibliogréfica e
tecnoldgica acerca da utilizacdo de diferentes materiais como complementos vetoriais nos
processos de transformacdo bacteriana e transfeccdo génica publicados e/ou depositados no

intervalo de 2006 a 2017.
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2. METODOLOGIA

A prospecgdo nesse estudo, realizada em julho de 2018, foi baseada em uma ampla
pesquisa eletronica em diferentes bancos de patentes e de periddicos.

A prospeccéo de patentes foi realizada nas bases de busca gratuitas online: Banco Europeu
de Patente - European Patent Office (EPO), Banco Americano de Marcas e Patentes - United States
Patent and Trademark Office (USPTO) e Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) no
Brasil. A busca das patentes foi realizada utilizando as palavras-chave: biopolymer,
polysaccharide, carbohydrate, transfection, bacterial transformation, gene delivery, non-viral
vector, as quais foram usadas separadamente e em diferentes combinagdes. Para especificar a
busca nos bancos de base, as palavras foram procuradas compreendendo o “Titulo”, no intervalo
de tempo de 2006 a 2017.

A prospeccdo dos artigos foi realizada nas bases de periddicos: Scopus, Web of Science e
Scielo. A pesquisa foi executada utilizando as mesmas palavras-chave, compreendendo apenas
“Titulo”, no mesmo intervalo de tempo e exclusivamente publica¢des de artigos regulares. Os

artigos de revisdo e os capitulos de livros foram excluidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Patentes

A andlise dos dep0sitos de patentes por base revelou que a EPO, em comparagdo com as

bases USPTO e INPI, foi a base que mais recebeu depdsitos relacionados com o assunto estudado

no intervalo de tempo investigado. As palavras-chave utilizadas na pesquisa foram distintas e 0s

resultados encontrados séo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Total de patentes depositadas nas bases EPO, USPTO e INPI entre 2006 e 2017.

Palavras-chave EPO USPTO INPI

polysaccharide 8.056 391 123

carbohydrate 2.554 265 84

biopolymer 1.144 171 40
gene delivery 697 83 3
non-viral vector 36 0 1

transfection 885 122 27
bacterial transformation 19 0 5
polysaccharide and gene delivery 2 0 0
polysaccharide and non-viral vector 1 0 0
polysaccharide and transfection 1 0 0
polysaccharide and bacterial transformation 0 0 0
carbohydrate and gene delivery 0 0 0
carbohydrate and non-viral vector 0 0 0
carbohydrate and transfection 0 0 0
carbohydrate and bacterial transformation 0 0 0
biopolymer and gene delivery 0 0 0
biopolymer and non-viral vector 0 0 0
biopolymer and transfection 0 0 0
biopolymer and bacterial transformation 0 0 0
polysaccharide and gene delivery and non-viral vector 0 0 0
carbohydrate and gene delivery and non-viral vector 0 0 0
biopolymer and gene delivery and non-viral vector 0 0 0

TOTAL 13.395 1.032 283
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A partir da Tabela 1, observou-se que utilizando as palavras mais gerais: polysaccharide,
carbohydrate e biopolymer, foi encontrado um grande nimero de depositos nas trés bases
pesquisadas, sendo o0 maior nimero de patentes depositadas contendo a palavra polysaccharide. A
medida que novas palavras foram acrescentadas, a quantidade de depositos foi diminuindo
consideravelmente. Isso ocorre por que as patentes que continham essas palavras em seus titulos
tinham as mais diversas finalidades e com o direcionamento da pesquisa 0s depdsitos tornam-se
limitados.

Para os termos gene delivery e non-viral vector foram encontrados registros de patentes
depositadas nas trés bases, para o primeiro termo, e nas bases EPO e INPI, para o segundo termo.
Dentre as patentes encontradas, a maioria continha o termo gene delivery nos titulos, o qual € um
termo que abrange diferentes tipos de estudos.

Em relagdo aos processos de insercao de material genético em células, verificou-se que o
termo transfection possui um maior registro de patentes depositadas comparado ao processo de
transformacéo, quando pesquisado o termo bacterial transformation.

Observou-se que quando as palavras-chave foram usadas combinadas entre si, ndo foram
encontrados resultados em nenhuma das bases de busca, com excecdo para 0S termos
polysaccharide and gene delivery (2 dep6sitos), polysaccharide and non-viral vector (1 dep6sito)
e polysaccharide and transfection (1 depésito).

Os resultados da busca das patentes demonstraram que existem patentes depositadas
referentes ao uso de biopolimeros naturais como complementos de vetor ndo-viral para transporte
de genes. Observou-se um maior nimero de registros relacionados ao processo de transferéncia de
genes para células eucariontes. Além disso, verificou-se que o principal biopolimero utilizado com

a finalidade de transporte de genes € a quitosana.
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As patentes Chinesas de Shubiao et al. (2014) e Xiaoli et al. (2013) apresentam duas
invencgdes que proporcionam metodos para a preparagdo de complementos vetoriais de genes nao-
viral a base de polietilenoimina conjugada com quitosana. Os vetores mostraram boa
biocompatibilidade e alta eficiéncia de transfeccdo de genes, sendo excelentes complementos de
transfeccdo de genes e com perspectivas de uma vasta gama de aplicaces.

Outra patente Chinesa referente a um transportador de genes a base de quitosana foi
depositada por Zhang et al. (2016). O vetor consiste em um polimero resultado da combinacao de
polietilenoimina e polietilenoglicol com quitosana macromolecular (SRCS) de modo a obter um
polimero SRCS-g-PEI-g-PEG sensivel ao pH. O polimero apresentou boa biocompatibilidade e
alta eficiéncia de transfeccdo de genes.

Além da quitosana, outros materiais também foram testados como possiveis complementos
de vetores ndo virais para o processo de transfeccdo. A patente de Baumhof & Schlake et al. (2011)
refere-se a uma molécula polimérica utilizada como veiculo transportador génico, o qual permite
a transfeccdo eficiente de acidos nucleicos em células in vivo e in vitro. E a invengdo de Fotin-
Mleczek & Baumhof (2009) descreve o uso de complexos de RNA com peptideos catiénicos para
transfeccédo e para imunoestimulagéo.

A invencao tecnoldgica de Ladeira et al. (2016) descreve um processo de transfec¢do de
células-tronco espermatogoniais de peixes mediado por eletroporacdo na presenca de nanotubos
de carbono complexados com DNA. As células de peixe transfectadas por meio desta tecnologia
demonstraram uma eficiéncia de expressdo do gene de interesse em niveis superiores quando
comparado a reagentes comerciais a base de lipideos cationicos, ao controle do ensaio de

transfeccdo realizado com o nanocomplexo sem complemento de eletroporacdo e com o0s
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resultados obtidos na transfec¢do mediada por eletroporacdo. Além disso o0 nanocomplexo induziu
niveis relativamente baixos de morte celular.

O depdsito de Baranauskas et al. (2015) refere-se ao processo de fabricacdo de nanotubos
de paredes simples e/ou multiplas de nanofibras por deposicdo quimica de vapores. Esses
nanonotubos foram funcionalizados com copolimero em tribloco poli (6xido de etileno)-poli(6xido
de 10 propileno)-poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-PEO) como facilitadores do processo de
transfeccéo celular.

Kramps et al. (2016) descrevem uma invencgéo referente a um complexo de carregamento
de veiculo polimérico, que compreende componentes catiénicos reticulados com dissulfeto como
um veiculo polimérico, ndo tdxico e ndo imunogénico. O complexo de carregamento permite tanto
a transfeccéo eficiente de acidos nucleicos para dentro das células in vivo quanto in vitro e/ou a
inducdo de uma resposta imunoldgica (inata e/ou adaptiva), dependendo do acido nucleico que
sera transportado.

Jeu (2017) depositou uma invencao que se refere ao uso de peptideos para a formacéo de
complexos de transfeccdo e a liberacdo de uma carga de DNA para o interior de uma célula em
cultura, célula de um animal ou de um ser humano.

Em relacdo ao uso de diferentes vetores ndo-virais para a transformacdo bacteriana, a
invencdo de Sousa et al. (2014) descreve um processo de obtengdo de nanotubos de nitreto de boro
(BNNT) e um processo para transformacdo bacteriana por choque térmico, de linhagens
competentes de Escherichia coli utilizando nanoparticulas de nitreto de boro como sistema de

entrega de plasmideos.
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3.2 Artigos

Na prospeccdo dos artigos com publicacGes relacionadas ao tema, atraveés do uso das
palavras-chave isoladas ou em combinagéo, determinou-se a base de dados com maior quantidade

de artigos publicados na &rea, os resultados referentes aos artigos publicados estdo na Tabela 2.

Tabela 2: Quantidade de artigos publicados nas bases de dados Scopus, Web of Science e Scielo

por intervalo de tempo.

Artigos Publicados entre 2006 - 2017

Base Scopus Web of Scielo
Palavras-chave Science

polysaccharide 13.919 11.870 42

carbohydrate 11.991 10.913 87
biopolymer 2.394 1.961 9
gene delivery 4.232 3.938 1
non-viral vector 207 186 1
transfection 2.779 2.538 9
bacterial transformation 130 120 1
polysaccharide and gene delivery 12 11 0
polysaccharide and non-viral vector 1 1 0
polysaccharide and transfection 6 5 0
polysaccharide and bacterial transformation 1 1 0
carbohydrate and gene delivery 7 7 0
carbohydrate and non-viral vector 0 0 0
carbohydrate and transfection 1 1 0
carbohydrate and bacterial transformation 0 0 0
biopolymer and gene delivery 2 1 0
biopolymer and non-viral vector 0 0 0
biopolymer and transfection 0 0 0
biopolymer and bacterial transformation 0 0 0
polysaccharide and gene delivery and non-viral vector 0 0 0
carbohydrate and gene delivery and non-viral vector 0 0 0
biopolymer and gene delivery and non-viral vector 0 0 0

TOTAL 35.694 31.552 150
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A partir da Tabela 2 identificou-se que a base de dados com maior quantidade de artigos
publicados na &rea é o Scopus, que apresentou valores superiores de publicagdo quando comparado
com as outras bases analisadas.

Apos a prospeccdo dos artigos, 25 artigos foram selecionados entre todos os artigos que
continham em seus titulos as palavras “gene delivery”, “transfection”, “bacterial transformation”
e/ou “non-viral vector”, os artigos foram escolhidos considerando o material utilizado e o objetivo
do estudo. Em seguida, os artigos selecionados foram analisados para verificar (1) Evolucdo anual,
(2) Distribuicdo mundial e (3) Discussao dos artigos. Uma vez que a prospeccéo foi realizada em

julho de 2018, alguns artigos ja publicados em 2018 foram utilizados para a discussdo desse estudo.

3.2.1 Evolucéo anual

Fez-se o estudo da evolugéo anual de publica¢Ges no intervalo de 2006 a 2017, como

mostra a Figura 1.
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Figura 1: Evolugéo anual de nimero de artigos publicados.
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A partir dos resultados apresentados na Figura 1 é possivel observar que a utilizacdo de
diferentes materiais como transportadores de genes e como vetores ndo-virais € uma area nova e
que vem sendo crescentemente estudada atualmente, sendo que os anos de 2015, 2016 e 2017

apresentaram as maiores quantidades de publica¢des sobre o contetdo.

3.2.2 Distribuigdo mundial

Em relacéo aos paises que mais publicaram artigos sobre o tema nos Gltimos anos, a Figura

2 apresenta a relacdo dos paises e mostra que China foi o primeiro colocado (7 artigos), seguido

do Japéo, Ird, e Coreia do Sul (todos com 3 artigos publicados).
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Figura 2: Paises que mais publicaram artigos entre 2006 e 2018.
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O resultado obtido em relacdo aos paises que mais publicam sobre o tema, pode ser
atribuido ao fato dos quatro paises com maior nimero de publicacGes serem referéncias na area de
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico (C&T), pesquisa e educacdo qualificada (Guimardes,

2004).

3.2.3 Discusséo dos artigos

Os 25 artigos descrevem o efeito de diferentes materiais usados como complementos de
vetores ndo-virais em diferentes tipos de células nos processos de transfeccdo génica e
transformacéo bacteriana, bem como os fatores que influenciam tal processo, como o tipo de
material, a citotoxicidade e as porcentagens de aumento da eficiéncia dos processos de transfeccao
e transformacéo.

As Tabelas 3 e 4 apresentam os principais fatores avaliados nos artigos em relagéo a
citotoxicidade e eficiéncia de diferentes materiais nos processos de transfeccdo génica e
transformacé@o bacteriana, respectivamente. Alguns parédmetros avaliados nos artigos foram

omitidos ou ndo realizados em alguns dos estudos.

Tabela 3: Parametros avaliativos utilizados nos artigos da prospeccao referentes ao

processo de transfeccdo génica.

Tipo de Material Citotoxicidade | Eficiéncia de Transfecgdo Referéncia
Nanoparticulas de
Quitosana- Baixa Alta Luetal., 2014

Polietilenoimina/DNA
Polissacarideo de alga

Porphyra yezoensis (PYP). Baixa Alta Yuetal., 2017
Nanoparticulas de Ghiamkazemi et
polietilenoimina pegilada Baixa Alta al., 2010
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conjugadas com folato e
galactose

(49% — 93%)

Hidrogel de dextrano Baixa Alta Togo et al., 2013
aldeido e g-poli (L-lisina) (41% - 43%)
Lipossomas catidnicos Baixa Alta Oskuee et al.,
modificados com 2016
polialilamina
Copolimero biodegradavel
de &cido polilactico- Baixa Alta Fuetal., 2011
polietilenoglicol-poli (L- (21.64% - 24.22%)
lisina)
Crotamina Baixa Chen et al., 2012
Poli (oligo-D-arginina) Baixa Alta Woo et al., 2015
Scaffolds de poli (acido _ Alta Perisic et al.,
lactico-acido co-glicélico) 2017
Polissacarideo cationico de
dextrano-MMA (éster
metil metacrilato)
conjugado com o Baixa Alta Eshita et al.,
copolimero (2- 2009
dietilaminoetil-dextrano-
metilmetacrilato)
Nanocomplexos de
Polietilenoimina/pDNA Baixa Alta Choetal., 2016
com &cido hialurénico
anionico
Fésforo catidnico de quarta
geracdo (P4) contendo Baixa Alto (78%) Shcharbin et al.,
dendrimeros 2011
Polietilenoimina Baixa Alta Hu et al., 2014
Monosilada
Celulose quaternizada Baixa Alta (>90%) Song et al., 2008
Microemulsdo agua-em-
6leo e nanoparticulas Baixa Média Karagoz et al.,
lipidicas sélidas (Plurol 2018
oleique)
Nanoparticulas de Baixa (10 a Alta (70%) Ragelle et al.,
quitosana com SiRNA 20%) 2014
Oligoquitosana conjulgada Baixa (20%) Alta (90%) Kumari et al.,
com albumina de soro 2018
Polietilenoimina Baixa (10%) Alta Sheikh et al.,
modificada por polilisina 2017
Nanogel catidnico a base Baixa Alta Toitaetal., 2011
de polissacarideo
Dextrano modificado com Baixa (20%) Alta Lietal., 2015

octa-arginina
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A anélise dos artigos escolhidos (Tabela 3) permite identificar que o principio da utilizacdo
de diferentes materiais como vetores ndo-viral para a transferéncia de genes em células eucariontes
consiste na modificacdo da estrutura quimica do material, principalmente a adi¢cdo de grupos
cationicos.

A polietilenoimina (PEI) é um dos sistemas ndo-virais de transferéncia de genes mais bem-
sucedidos e eficientes que foram relatados até 0 momento. Em quatro dos doze artigos analisados
(Cho et al., 2016; Lu et al., 2014; Hu et al., 2014; Ghiamkazemi et al., 2010) a PEI foi utilizada
como polimero principal que foi modificado e utilizado como vetor de transporte de genes.

Ghiamkazemi et al. (2010) descreveram que a polietilenoimina (PEI) é altamente citotoxica
em muitas linhagens celulares devido a sua alta carga superficial, ndo biodegradabilidade e ndo
biocompatibilidade. Para melhorar a biodegradabilidade da PEI, os autores sintetizaram um
copolimero de PEI com polietilenoglicol conjugado com &cido folico e galactose. O copolimero
sintetizado mostrou-se ndo citotdxico e com alta taxa de transfeccao génica.

Por outro lado, Sheikh et al., (2017) utilizaram um novo transportador génico néo viral
baseado em polietilenoimina modificada por polilisina (PEI-PLL) que mediou a entrega do gene
VEGF para proteger neurénios dopaminérgicos em cultura de células e em modelos de ratos com
doenca de Parkinson (DP). A utilizagdo do vetor resultou no aumento da viabilidade celular,
aumento no namero de células positivas para Tirosina Hidroxilase (TH) e diminuicdo do apoptose
celular.

Lu et al. (2014) utilizaram a quitosana como agente modificador da PEI. Os autores
sintetizaram nanoparticulas de quitosana com PEI (CP) e testaram a eficiéncia desse vetor nao-

viral no processo de transfeccdo. A eficiéncia de transfeccdo das nanoparticulas CP/DNA foi
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dependente da relacdo em peso de CP:DNA (m/m). A viabilidade celular média ap6s o tratamento
com nanoparticulas de CP/DNA foi superior a 90%.

Outros dois artigos selecionados na prospecgéo investigaram o efeito de quitosana como
vetor ndo viral para a transfeccdo génica. Ragelle et al. (2014) desenvolveram nanoparticulas a
base de quitosana para administracdo intravenosa de RNA interferente (sSiRNA) capaz de alcancar
alto silenciamento génico sem citotoxicidade e estabilidade em meios biologicos, incluindo
sangue. No estudo, os autores mostraram que tanto a adi¢do de PEG, bem como o uso de quitosana
de alto peso molecular, fortaleceram a estrutura das nanoparticulas, proporcionando estabilidade
e, posteriormente, grandes niveis de silenciamento génico in vitro. Em seu estudo, Kumari et al.
(2018) descrevem o potencial da albumina de soro bovino (BSA) conjugada com um
oligossacarido natural, oligocitosano (OC), como uma abordagem promissora consideravel para
um vetor de entrega de genes ndo viral seguro e eficiente. O biopolimero BSA-OC mostrou a
protecdo do pDNA da degradacao enzimatica pela DNase | e apresentou boa estabilidade quando
exposto a soro fetal bovino a 50%. Este veiculo mostrou a capacidade de transfectar 90% das
células e manter 80% da viabilidade celular.

Karagoz et al. (2018) preparam duas formulagGes: uma microemulsdo de dgua-em-6leo
(utilizando Peceol) e nanoparticulas lipidicas solidas (utilizando Plurol oleique) para investigar o
efeito desses materiais no processo de transfeccdo génica. A citotoxicidade e a eficiéncia da
transfeccdo das formulagdes selecionadas foram testadas em células de fibroblastos de ratos de
linhagem L929 e observou-se que os complexos demonstraram baixa toxicidade e boa capacidade
de transfeccéo.

Dois tipos especiais de materiais usados como vetores para transferéncia de genes foram

utilizados nos estudos de: Togo et al. (2013), os quais desenvolveram um material de hidrogel
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biodegradavel composto por 20% m/m de dextrano aldeido e 10% m/m e-poli (L-lisina) (ald-
dex/PLL); e no estudo de Perisic et al. (2017), os quais testaram scaffolds biodegradaveis de poli
(&cido lactico-4cido co-glicdlico) (PLGA) clinicamente utilizados como transportadores
transitorios para células geneticamente modificadas. Nos dois estudos foram observados uma alta
taxa de transfeccdo génica com o uso dos materiais.

Toiota et al. (2011) desenvolveram um novo sistema de entrega de genes usando um
nanogel catibnico, a base de polissacarideo composto por um nanogel de cicloamilose catidnica
(nanogel C16-catCA) e fosfolipase A2 (PLA>), capaz de hidrolisar os fosfolipidios da membrana
celular e assim causar poros facilitando a entrada de material genético na célula. Os autores
observaram que o nanogel C16-catCA formou nanoparticulas com PLA> e pDNA por meio de
interacGes hidrofdbicas e eletrostaticas que permitiram que o material genético fosse efetivamente
internalizado nas células.

Song et al., (2008) analisaram o efeito da celulose quaternizada (CQ) no processo de
transfecgdo génica em células renais humanas 293T e observaram que os indices de citotoxicidade
foram relativamente baixos comparando com o PEI e as taxas de transfeccdo foram altas. Tanto a
citotoxicidade quanto a eficiéncia de transfecgéo das nanoestruturas de CQ/DNA aumentaram com
0 grau de substitui¢cdo (GS) das CQs.

Yu et al. (2017) desenvolveram um novo transportador génico ndo viral a base do
polissacarideo de Porphyra yezoensis (PYP), o qual foi obtido a partir dessa espécie de alga. Apos
modifica¢do do polissacarideo com etilenodiamina, o PYP cationizado (Ed-PYP) foi combinado
com os plasmideos Ascll, Brn2 e FoxA1l (os quais codificam fatores de transcrigdo para converter
células 3T6 em neurdnios) para formar particulas nanométricas esféricas (nanoparticulas de Ed-

PYP-pABF). Os autores verificaram uma boa atuacdo do polissacarideo como vetor de transfeccao
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e concluiram que um transportador génico a base do polissacarideo forneceria uma nova
plataforma para a entrega segura e eficiente de genes e, portanto, poderia ser aplicado para a
diferenciacdo neural de fibroblastos, o que poderia possibilitar a regeneracdo nervosa em
aplicagdes clinicas.

Li et al. (2015) utilizaram um polipeptidio a base de peptideos penetrante celular com
polissacarideo para melhorar a estabilidade e a transfecgdo génica. A a-ciclodextrina foi
modificada com octa-arginina (CDR), que apresentou excelente capacidade de penetracdo celular.
A molécula de dextrana foi modificada com azobenzeno por ligac6es &cido imina (Az-1-Dex). O
polimero supramolecular CDR/Az-1-Dex complexado com DNA melhorou a estabilidade sob
condices fisioldgicas e proporcionou viabilidade celular de 80%. Além disso, os poliplexos
CDR/Az-1-Dex/DNA apresentaram uma eficiéncia de transfec¢do 6 a 300 vezes maior do que 0s
poliplexos CDR/DNA.

Em relagdo ao uso de materiais para aumentar a eficiéncia de transformacéo bacteriana, a

Tabela 4 apresenta a relacdo dos artigos selecionados sobre o tema.

Tabela 4: Parametros avaliativos utilizados nos artigos da prospeccdo referentes ao

processo de transformacao bacteriana.

Tipo de Material Citotoxicidade Eficiéncia de Referéncia
Transformacéo
Nanoestruturas de DNA Soni et al.,
plasmidial com Liquido Baixa Alta (300-400%) 2015
I6nico
Quitosana quaternizada Alta Baixa Kimetal.,
2015
Nanoparticulas de Alta Abyadeh et.
quitosana com DNA al., 2017
plasmidial
Nanoparticulas de ouro Baixa Alta Kumari et al.,
2017
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Complexo de n-
estearilamina, um lipidio L Alta Yunetal.,
catibnico e DNA 2016
plasmidial

Dos artigos selecionados, dois tiveram como objetivo estudar o efeito de nanoestruturas de
liquido idnico e quitosana quaternizada com DNA plasmidial na eficiéncia de transformagéo
bacteriana (Soni et al., 2015 e Kim et al., 2015, respectivamente). Soni et al. (2015) observaram
um baixo indice de citotoxicidade e alta taxa de eficiéncia de transformagao para o liquido idnico.
Jé& para a quitosana quaternizada, Kim et al. (2015) observaram um efeito inibit6rio do material em
relagdo ao crescimento bacteriano, com uma alta citotoxicidade e baixa eficiéncia de
transformacéo.

Kumari et al. (2017) usaram caracteristicas do efeito Yoshida e propriedades de
nanoparticulas de ouro para investigar seus efeitos na transformagdo de células bacterianas
competentes e ndo competentes. Os resultados demonstraram que as nanoparticulas de ouro néo
apresentaram efeito citotoxico e que a eficiéncia de transformacéo obtida com as células ndo
competentes foi inferior em relacédo a eficiéncia obtida no método convencional utilizando células
competentes na transformacdo de células Gram-positivas e Gram-negativas.

Abyadeh et. al. (2017) prepararam nanoparticulas de quitosana com pDNA por métodos
de eletropulverizacdo para melhorar o processo de transformacgdo bacteriana de células nédo
competentes. Os resultados mostraram que a eficiéncia de transformagdo aumentou com a
diminuicao do peso molecular, relagéo nitrogénio e fosforo (N/P) e tamanho das nanoparticulas de
quitosana e que a viabilidade celular ndo diminuiu significativamente.

Yun et al. (2016) usaram um complexo de n-estearilamina, um lipidio catiénico, e DNA

plasmidial para investigar um método para transformacao e expressédo de proteinas em Escherichia

46



coli. Quando as células de E. coli foram tratadas com o complexo plasmidico de lipidico catiénico,
as eficiéncias de transformacéo foram aproximadamente de 2-3 x 108 unidades formadoras de
colnias. Assim, os autores apresentaram um método simples para a transformacéo de E. coli, que
ndo requer a preparacdo de células competentes. O presente metodo também encurta 0s

procedimentos para transformacéo e expressdo génica em E. coli.

4. CONCLUSAO

Através dos dados apresentados nessa prospeccdo pode-se concluir que o uso de
biopolimeros no processo de transformacéo bacteriana ou transfeccéo génica é recente e limitado,
uma vez que, na busca de patentes depositadas ou artigos publicados, ndo foi encontrada uma alta
diversidade de biopolimeros usados para essas finalidades. Portanto, esses resultados apontam a
necessidade da realizagdo de novos estudos envolvendo o uso de diferentes biopolimeros nos

processos de transferéncia de genes em células procariontes e eucariontes.
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RESUMO

O processo de transformacdo genética bacteriana é resultado da introducdo de material
genético especifico em células bacterianas e a subsequente expressdo génica. Diferentes lipidios e
polimeros catiénicos estdo sendo testados como complementos de vetores ndo-virais promissores
para a transferéncia de DNA, entretanto, relatos sobre o uso de celulose e mesocarpo de babagu na
transformacé&o bacteriana ndo foram encontrados na literatura. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da celulose e do mesocarpo de babacu, sem modifica¢cBes quimicas, no
processo de transformacédo de células bacterianas. A caracterizagdo dos materiais foi realizada por
meio de analises de DRX, FTIR, andlise elementar, potencial zeta, solubilidade, analise térmica,
DLS e eletroforese em gel de agarose. Os ensaios de transformacéo bacteriana foram realizados
utilizando o plasmideo pGEM - T easy e bactérias E. coli TOP 10 F’. Investigou-se a citotoxicidade
dos materiais e o efeito de diferentes concentracdes de celulose, mesocarpo de babacu e DNA
plasmidial na eficiéncia de transformacéo bacteriana. O estudo apresentou a utilizagao de celulose
e mesocarpo de babagu como complementos vetoriais ndo-virais para a transformacdo do gene
pGEM em células bacterianas. Foi determinado que tanto a celulose como 0 mesocarpo a
concentracdes de 0,050 mg/mL aumentaram a eficiéncia de transformacéo genética bacteriana.
Portanto, os biopolimeros sem modificacdes quimicas estruturais prévias forneceram resultados

satisfatorios em estudos genéticos envolvendo a transferéncia de DNA em células bacterianas.

Palavras-chave: Celulose. Mesocarpo de babagu. Clonagem. Transferéncia Génica.
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ABSTRACT

The process of genetic transformation in bacteria results from the introduction of specific
genetic material into bacteria cells and subsequent gene expression. Different lipids and cationic
polymers have being tested as promising non-viral vectors complements to transfer DNA into
cells, however, reports about the use of cellulose and babassu mesocarp in the transformation of
bacteria were not found in the literature. Thus, this study aimed to evaluate the effect of cellulose
and babassu mesocarp, without chemical modifications, in the transformation of bacteria cells. The
biopolymers were characterized through X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), elemental analysis, zeta potential, solubility, thermal analysis, Dynamic light
scattering (DLS) analysis, and agarose gel electrophoresis. The transformation of bacteria was
performed using the plasmid pGEM-T easy and E. coli TOP 10 F' bacteria cells. It was investigated
the cytotoxicity of the materials and the effect of different concentrations of cellulose, babassu
mesocarp and plasmid DNA on the transformation efficiency. The study demonstrated the use of
cellulose and babassu mesocarp as non-viral plasmid vectors complements to transformation of
the pGEM gene into bacterial cells. It was determined that both cellulose and mesocarp at
concentrations of 0.050 mg/mL increased the efficiency of genetic transformation of bacteria.
Therefore, the biopolymers without prior structural chemical modifications provided satisfactory

results in genetic studies involving the transfer of DNA into bacterial cells.

Keywords: Cellulose. Babassu Mesocarp. Cloning. Gene Transfer. Synthetic Vector.
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1. INTRODUCAO:

O processo de transformacdo genética bacteriana pode ser entendido como sendo o
resultado da introducdo de material genético especifico em células bacterianas e a subsequente
expressdo génica, adicionando a célula hospedeira um novo traco genético. Essa tecnologia é uma
das principais técnicas na biologia molecular com aplicaces significativas na tecnologia de
clonagem de genes e permite novas possibilidades ao melhoramento genético de diversas espécies
de organismos existentes (Soni et al., 2015).

A transformacdo bacteriana é um processo essencial e indispensavel para estudos na éarea
de biologia molecular e na tecnologia do DNA recombinante. Essa tecnologia pode ser aplicada
em diversos estudos da engenharia genética proporcionando estudar os mecanismos de replicacéo
e expressao génica, na determinacdo de sequéncias génicas de interesse e consequentemente das
proteinas codificadas, ou no desenvolvimento de culturas microbianas capazes de produzir
substancias Uteis tais como a insulina humana (Johnson, 1983; Bristow, 1993), hormdnio de
crescimento (Flod, 1986), vacinas (Zajac et al., 1986) e enzimas industriais em grandes
quantidades (Arbige & Pitcher, 1989).

Em alguns sistemas procariontes, a transformacdo genética pode ocorrer naturalmente
através da recombinacdo homologa de DNA livre, abundante em muitos ambientes, que é
incorporado ao genoma da bactéria. Além disso, outro processo de transferéncia génica em
bactérias inclui a transducdo, no qual é necessario utilizar um bacteriofago como vetor de
transferéncia; o terceiro processo de transformacéo ocorre pelo contato direto entre duas bactérias

com transferéncia de material genético, processo chamado de conjugacao (Cehovin et al., 2013).

59



Existem varias limitacGes no uso das técnicas in vitro de transformacao que abrem espaco
para pesquisas futuras que visam superar essas barreiras (Das et al., 2017). Dentre as limitacOes
temos a difusdo lenta de entrada de DNA hidrofilico através da membrana de bicamada lipidica
hidrofobica e a ligeira repulséo eletrostatica entre 0 DNA anidnico e 0s grupos anidnicos da
membrana celular. Além disso, nos processos naturais, 0 DNA pode sofrer hidrolise ou ser
degradado por qualquer processo enzimético durante o seu curso de transformacdo (Soni et al.,
2015).

O material genético utilizado nas técnicas de eletroporacdo, biobalistica, microinjecao,
choque térmico e do método quimico, que utiliza o cloreto de célcio paralelamente a técnica de
choque térmico, necessita ser manipulado fora da célula antes de ser inserido (Fayazpour et al.,
2006). Dessa forma, para uma transferéncia eficiente do gene de interesse é necessario a utilizacéo
de veiculos adequados de transferéncia, que protejam o DNA em seu caminho até o nucleo
(Calvete et al., 2015).

Uma maneira de contornar estas limitagcdes € tornar as células alvo mais competentes
através do tratamento com produtos quimicos que fornecam fons Ca?* e em seguida realizar o
choque térmico, esse € o estado fisioldgico das células que lhes permite ligar e incorporar DNA
exogeno de alto peso molecular. Supdem-se que estes cations divalentes (Ca?*, Mg?*) se liguem
primeiro com DNA anibnico e que essas moléculas de DNA sejam transferidas através dos poros
na membrana da célula formados durante o choque térmico (Singh et al. 2010). Outra estratégia
consiste no transporte das moléculas de DNA em veiculos carregadores de DNA, o0s quais sao
vetores que transferem eficientemente o material genético através da membrana e 0 protegem

contra qualquer acéo enzimatica da célula (Soni et al., 2015).
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Soni et al. (2015) relatam que muitos complementos vetoriais de transferéncia de DNA
foram desenvolvidos e citam métodos utilizados por outros autores envolvendo o encapsulamento
de DNA em surfactante catiénico, a utilizacdo de vesiculas de copolimero, capsideos virais,
superestruturas de proteinas, conjuntos lipidicos, nanocapsulas poliméricas e estrutura
mesoporosa. Apesar de serem simples e usadas para muitas espéecies, essas técnicas apresentam
algumas limitagcBes em relagdo a quantidade de material genético transferido, necessidade de
utilizacdo de equipamentos sofisticados, baixa especificidade e danos ao DNA (Kikuchi et al.,
1999; Mingozzi et al., 2011).

Muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo de investigar diferentes tipos de
lipidios e polimeros catibnicos como adjuntos plasmidial n&o-virais promissores para a
transferéncia de DNA (Wagner et al., 1998; Brown et al., 2001). Descobriu-se que moléculas
organicas que contém grupos funcionais catiénicos proporcionam interacdo eletrostatica devido a
sua forte carga oposta e formam espontaneamente complexos interpolielectroliticos com &cidos
nucleicos carregados negativamente, chamados lipoplexos e poliplexos, respectivamente
(Fayazpour et al., 2006). Dentre os polissacaridos catidnicos tém se destacado os dextranos
cationicos, celuloses catidnicas, guar catidnico e quitosana, os quais ja sdo amplamente utilizados
tanto na industria de cosméticos como em sistemas de administragdo topica de farmacos
(Rodriguez et al., 2001). No entanto, estes sistemas baseados em lipidos/polimeros catiénicos séo
geralmente utilizados para o processo de transfeccdo eucariética e as suas aplicagdes em células
procaridticas sdo estritamente limitadas.

A celulose € um polimero linear com liga¢des glicosidicas [B-1,4 entre unidades D-
glicopiranose amplamente encontrado na natureza. Os derivados catidnicos da celulose tém

inUmeras vantagens sobre varios biopolimeros, tais como biodegradabilidade, reciclabilidade,
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reprodutibilidade, rentabilidade, propriedades antibacterianas e alta disponibilidade em diversas
formas. Contudo, a fraca solubilidade e baixa reatividade da celulose dificultam a realizacéo de
estudos que visem aplicacdes biologicas desse polimero, incluindo os estudos de transformacéo
bacteriana e transfeccdo génica. Assim, a modificacdo quimica da celulose representa uma
estratégia para superar estas limitacOes, preservando as caracteristicas vantajosas do material
(Sivakumar et al., 2013).

Song et al. (2008) relataram em seu estudo que os derivados de celulose quaternizados
preparados em solucdes aquosas de NaOH/ureia podem ser considerados como transportadores de
genes nao-virais promissores, uma vez que esses complexos exibiram niveis de transfeccdo
efetivos em comparacdo com o DNA sozinho em células 293T.

Orbignya pharelata Mart, familia Acaraceae [Palmae], é uma palmeira oleaginosa que
produz o fruto popularmente conhecido como babagu, coco de macaco, aguaga ou uaugu (Sousa,
2008). Essa palmeira é encontrada predominantemente nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
do Brasil que produz frutos contendo varias améndoas que sdo comercializadas para fins
industriais e também consumidas como alimento (Embrapa, 1984). O fruto do babacu produz
também a farinha do mesocarpo que, segundo relatos populares, tem propriedades anti-
inflamatdrias e analgésicas. A farinha de babagu € também um alimento rico em amido, vitaminas
e sais minerais. O uso desse ingrediente como suplemento na alimentacdo escolar tem sido
incentivado pelo governo federal em algumas comunidades do interior do Maranhéo (Lago, 2002;
Ferreira et al, 2006).

A farinha é obtida a partir da secagem e trituracdo do mesocarpo. O mesocarpo
transformado em po é peneirado, umedecido e finalmente torrado em fogo alto. O interesse na

farinha de mesocarpo de babagu estd pautado nas suas propriedades medicinais, tais como anti-
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inflamatoria alteracBes nas fungdes gastrointestinais, reducéo nos niveis de colesterol, glicemia e
insulina pds-prandial (Baldez et al., 2006).

Vieira et al. (2011) realizaram um estudo com 0s componentes mesocarpo e epicarpo do
coco babacgu utilizados como novos biossorventes alternativos para remogédo do corante téxtil
ftalocianina de cobre de solugbes aquosas. Os autores observaram que a composi¢cdo dos
subprodutos do mesocarpo € similar & de outros materiais lignocelulésicos e que ambos 0s
componentes sdo efetivos na remocdo do corante téxtil Turqueza Remazol. Contudo, mesmo
apresentando excelentes propriedades ha uma deficiéncia de estudos que tratem desse subproduto
do babacu.

Considerando o uso de diferentes matérias para aumentar a eficiéncia de transformacéo
bacteriana e que o uso de celulose e do mesocarpo de babagu puros na transformagéo bacteriana
ndo foi encontrado na literatura, a hipotese desse estudo é que o uso desses biopolimeros como
vetores de transferéncia ira aumentar a eficiéncia da transformacédo genética bacteriana por facilitar
a permeabilizacdo do DNA na membrana nas células através de interacdes eletrostaticas entre as
moléculas e a estrutura da membrana.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo caracterizar e comparar as propriedades
quimicas da celulose e mesocarpo de babacgu puros e avaliar o efeito desses biopolimeros como

complementos plasmidial no processo de transformagao de células bacterianas.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

A celulose foi fornecida pela Fragon do Brasil Farmacéutica Ltd. (Sdo Paulo, Brasil) e o
mesocarpo de babagu foi comprado em um estabelecimento de medicamentos localizado na cidade
de Teresina-Pl. O reagente cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil) trimetilamonio (CHPTAC — 60%
em H20, Sigma-Aldrich) foi usado como reagente de eterificagdo sem purificacdo prévia. O meio
de cultura Luria-Bertani (LB), CaCl, e MgCl, foram adquiridos na Invitrogen ®, Califérnia, USA.
Além disso, E. coli TOP 10 F’ e uma cepa recombinante com p-GEM — Teasy (SOD 282 — col 3)
foram obtidas do laborat6rio de genémica funcional do Centro Pesquisa René Rachou - Fiocruz,
Belo Horizonte, MG, Brasil. Todos os reagentes foram de grau analitico e utilizados sem

purificacdo prévia.

2.2 Caracterizagdo dos biopolimeros

As analises de difracdo de raios-X (DRX) foram utilizadas para verificar a
microcristalinidade da celulose pura (C0), assim como verificar a cristalinidade do mesocarpo de
babacu puro (MO0) no equipamento SHIMADZU XRD-6000 com radiagdo Cu-Ka, operando na
geometria convencional 6-26, no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avancados/LIMAYV da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Foi utilizado tubo de cobre a uma tensdo de 40 kV e
corrente de 30 mA, com 26. Os espectros de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada

de Fourier (FTIR) das amostras de CO e MO foram obtidos com um espectrofotdmetro de
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infravermelho com transformada de Fourier modelo Vertex 70, Bruker. Os espécimes de teste
foram analisados na regido de varredura de 4000 a 600 cm™ com 64 acumulagdes, usando pastilhas
de KBR para avaliagdo da precisdo das analises. Os percentuais de carbono, hidrogénio e
nitrogénio das amostras foram medidos com um analisador elementar (Perkin-Elmer®, modelo PE
2400). A solubilidade da celulose e mesocarpo em agua destilada e em diferentes solventes foi
medida a 25 °C e a concentracdo dos polimeros foi de cerca de 1% (m/v). A termogravimetria
(TG) e sua derivada (DTG) foram utilizadas para determinacdo da estabilidade térmica dos
materiais. As curvas TG/DTG foram obtidas em um instrumento SDT Q600 V20.9 Build 20, em
uma faixa de temperatura de 200,06 até 1400,04 °C, utilizando nitrogénio como géas de arraste. O
potencial- (zeta) das amostras em agua destilada (Cpolimero = 1 mg/mL) e as analises de dispersdo
de luz dindmica (DLS) das estruturas funcionais de DNA-C0 e DNA-MO foram feitas utilizando

0 equipamento Nano-ZS ZS90 (Malven Instruments, U.K.) a 25 °C.

2.3 Avaliacdo da interagdo DNA com Celulose e Mesocarpo

Eletroforese em gel de agarose foi realizada para monitorar a interacdo do DNA com a
celulose e 0 mesocarpo de babacu. Complexos de Celulose/DNA (CO/DNA) e Mesocarpo/DNA
(MO/DNA) foram preparados adicionando-se um volume adequado de solugdo de celulose ou
mesocarpo (em solucdo de NaCl 0,1 mol/L) a uma solugdo aquosa de DNA de plasmideo p-GEM
(40 ng). Em seguida, os complexos foram incubados a 37 °C durante 30 min. Posteriormente, 0s
complexos foram submetidos a eletroforese no gel de agarose a 1% (m/v) contendo GelRed na
proporcao de 1:50.000. Para estimar o tamanho dos fragmentos foi utilizado o padrdo 1 kb DNA

Ladder (Promega ®, Wisconsin, USA). A eletroforese foi realizada em tamp&o Tris-borato-EDTA
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(89 mM Tris-Borato; 2 mM EDTA, pH 8,0) a 80 V durante 120 min. As imagens foram obtidas

utilizando o equipamento ImageQuant Las 4000 (GE).

2.4 Estudos de citotoxicidade das estruturas de DNA-Celulose e DNA-Mesocarpo em ceélulas

de E. coli.

Antes dos estudos de transformagcdo, a citotoxicidade dos materiais, em células bacterianas
ndo competentes, foi determinada para estimar a concentracdo limiar de celulose e mesocarpo que
ndo apresentassem qualquer toxicidade significativa para as células. Foram adicionadas diferentes
concentracdes dos materiais que variaram de 0 a 0,1 mg/mL a 3 mL de bactérias. Em seguida, as
bactérias foram incubadas a 37 °C durante 6 horas sob agitacdo. Antes da incubagdo, a ODsoo das
bactérias foi determinada. Apds 3 e 6 horas de incubacdo, outras duas medi¢fes da ODeoo foram
realizadas. Além disso, observou-se também o efeito dos materiais sob o crescimento de bactérias

em placas com meio agar sélido.

2.5 Preparo das células competentes

As células de E. coli TOP 10 F’ foram cultivadas em meio LB a 37 °C por 16 h sob agitacao
de 200 rpm (100 pL de células para 10 mL de meio LB liquido). Apds a incubagado, 1 mL de cultura
de células foi adicionado a 100 ml de meio LB fresco. As células foram incubadas a 37 °C com
agitacdo a 200 rpm e deixadas para crescer até atingir uma ODsoo entre 0,4-0,5. As células foram
incubadas em agitacdo durante 15 minutos. Apos a incubacdo, as culturas foram centrifugadas a

4000 g por 7 minutos a 4 °C, entdo o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas
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em 25 mL de CaCl, (100 mM/Hepes 10 mM) gelado e incubadas no gelo por 30 minutos. Em
seguida, o passo de centrifugacdo foi repetido e as células foram ressuspendidas em 1 mL de
solugéo de CaCly/glicerol (100 mM/Hepes 10%). Foram preparadas aliquotas de 50 pL de células

competentes as quais foram armazenadas a -70 °C.

2.6 Transformacéo das células competentes

Para o estudo de transformacao, estruturas de DNA complexadas com CO ou MO foram
preparadas adicionando-se volumes apropriados das solucGes dos materiais (1mg/mL em NaCl 0,1
mol/L) e de DNA em tubos de 1,5 mL e em seguida foram incubadas a 37 °C por 30 min. Entdo,
50 pL das células competentes foram homogeneizadas com DNA plasmidial, DNA-CO e DNA-
MO em diferentes volumes testados em ensaios de concentracGes de CO, MO e DNA. As células
foram incubadas em gelo durante 30 min e foram entdo aquecidas a 42 °C durante 45 s. Ap6s 0
choque térmico, as células foram mantidas em gelo durante 2 min. Adicionou-se 1 mL de meio
LB liquido e incubou-se as células em um agitador orbital a 37 °C/200 rpm durante 1 h. Esta
cultura (100 pL) foi plaqueada em placa de meio LB so6lido contendo 1 ug/mL de ampicilina e
deixada para crescer durante a noite por no maximo 16 h. As imagens das placas foram obtidas
utilizando o equipamento ImageQuant Las 4000 (GE) e o numero de coldnias por placa foi
determinado utilizando o programa gratuito ImageJ. Em seguida, a analise dos dados foi realizada

utilizando o programa Microsoft Excel.
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2.7 Eficiéncia de transformacéo

Para determinar a eficiéncia de transformacéo, calculou-se a unidade formadora de
colénias (UFC) por nanograma de DNA. Para isso, contou-se 0 nimero de células transformadas
com e sem as estruturas de DNA-CO e DNA-MO0 em placas de agar LB suplementado com 100
ug/mL de ampicilina, utilizando o programa gratuito ImageJ. Posteriormente, a analise dos dados

foi realizada utilizando o programa Microsoft Excel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacdes dos materiais

A tabela 1 apresenta os resultados das caracterizagOes da celulose e mesocarpo obtidos
apo6s a andlise elementar das amostras em termos de percentuais de carbono, hidrogénio e
nitrogénio. Além disso, a tabela apresenta os resultados das medi¢Ges dos potenciais zetas das

amostras.

Tabela 1. Resultados das analises elementar e de potencial zeta das amostras de celulose e

mesocarpo de babagu.

Anélise Elementar (%) ¢ (mV)
Amostras C H N
Co 41,32 6,29 0,05 -23,0
MO 39,37 6,18 0,46 -26,6

Potencial-¢ determinado por uma solug@o aquosa de 1 mg/ml de material a 25 °C.

A partir dos dados apresentados na tabela 1, verificou-se que, dos elementos constituintes
na amostra de celulose, os percentuais de carbono (41,32%) foram superiores aos de hidrogénio
(6,29%) e nitrogénio (0,05%). Resultados semelhantes foram obtidos na analise elementar do
mesocarpo de babacu: 39,37 % de carbono, 6,18 % de hidrogénio e 0,46 % de nitrogénio. Os
valores dos percentuais dos elementos carbono e hidrogénio, nas estruturas da celulose e
mesocarpo, foram significativamente semelhantes sendo observado apenas diferenca em relagdo

ao percentual de nitrogénio, o qual foi superior na amostra de mesocarpo.
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As analises dos potenciais zeta ({) das amostras (Tabela 1) indicaram que a celulose normal
(C0) apresentou um valor do potencial negativo (-23,0 mV), assim como 0 mesocarpo normal
(MO) cujo valor do potencial foi de -26,0 mV.

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos apds o teste de solubilidade realizado com as

amostras de celulose (C0) e mesocarpo (M0) em &gua e diferentes solventes.

Tabela 2. Resultados do teste de solubilidade dos materiais

Solubilidade?
ID das
Amostras H20 DMSO (100%) CaClz (1%) Etanol (100%) 0,1 mol/L NaOH 0,1 mol/L NaCl 0,5 mol/L NaCl
Co - A - - - + -
MO - -A - - - + -

& + soluvel, - ndo sollvel, -A ndo soluvel e inchago, teste para uma solugdo de 1% (m/v) a 25 °C.

Analisando a tabela 2, é possivel verificar que as amostras apresentaram boa solubilidade
apenas em NaCl 0,1 mol/L. Para os demais solventes, a celulose e 0 mesocarpo foram insollveis

ou resultaram em um inchac¢o, formando uma massa precipitada.

3.2 Difracgdo de raios-X

Esta técnica foi utilizada para verificar a microcristalinidade da celulose e do mesocarpo

utilizados nesse estudo. Na Figura 1 encontra-se o difratograma da celulose, onde podemos

observar trés planos 101 (pico aproximadamente em 15,68°), 002 (22,40°) e 040 (34,55°) bem

distintos, os quais sdo caracteristicos de celulose microcristalina (Ciolacu et al., 2011).
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Figura 1. Difratograma de raios-X da celulose (CO).

A cristalinidade da celulose é um fator importantissimo que estd relacionado com as
propriedades fisicas e a reatividade desse material com diferentes reagentes. Nas regides cristalinas
0 arranjo atdmico é mais ordenado, dessa forma as interac@es intermoleculares sdo mais intensas
e a reatividade é menor. Nas regifes ndo cristalinas, onde o arranjo ndo é tdo ordenado e as
interacdes intermoleculares ndo sdo tdo intensas, os grupos hidroxilas encontram-se mais

disponiveis para reagirem (Ciolacu et al., 2011).
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Figura 2. Difratograma de raios-X do mesocarpo de babacu (Orbignya phalerata Mart.).

O pé do mesocarpo de babacu apresentou um difratograma de raios-X caracteristico de um
material com estrutura amorfa (Figura 2). Ao contrario do pé do mesocarpo de babacu, a celulose
microcristalina (Figura 1) apresenta um padrdo de estrutura cristalina. Quando os raios X
interagem com um material cristalino ou amorfo eles geram um padrao de difracdo caracteristico
de cada material. Quanto maior o numero de cristais em um plano de uma estrutura cristalina, mais
intensos, pontiagudos e estreitos serdo 0s picos na difracdo de raios X. As partes amorfas geram

picos mais largos e menores (Neto, 2003).

3.3 Andlise estrutural dos materiais

Os espectros de FTIR (Figuras 3 e 4) apresentam resultados das bandas de absorc¢éo
referente aos grupos funcionais presentes nas estruturas da celulose e do mesocarpo de babagu. As

bandas largas e fortes a cerca de 3336 cm™ (Figura 3) e 3352 cm™ (Figura 4) foram atribuidas a
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vibragdes do grupo OH. Observou-se na regido entre 2895 cm™, no espectro da celulose, e 2930
cm?, no espectro do mesocarpo, a presenca de bandas atribuidas a vibragbes de grupos CH
alifaticos, especificamente carbonos secundarios e terciarios (CHz2 e CHs). As bandas em torno de
1426 cm™ (Figura 3) e 1428 cm™ (Figura 4) foram atribuidas a vibrages de alongamento dos
grupos C-N (Li et al., 2015). Observou-se bandas em torno de 1637 cm™ e 1628 cm™, figuras 3 e
4, respectivamente, as quais foi atribuida a vibragGes de grupos C=0 de amidas, nesse caso
especifico, a amidas N, N-substituidas. A banda em torno de 1628 cm™ apresentou-se mais larga
no espectro de mesocarpo comparada com a banda do espectro de celulose, isso € devido a
diferenca de percentuais do elemento nitrogénio (Tabela 1) o qual estd em maior quantidade na
estrutura quimica do mesocarpo. O dupleto das regides entre 1365 cm™ e 1315 cm™ (espectro da
celulose) foi atribuido a deformacédo angular do grupo CHs. A banda da regido de 1350 cm™
(espectro do mesocarpo) foi atribuida a deformacdo angular do grupo CHs. As bandas na regido
entre 1060 e 1154 cm™ (Figura 3) e 1140 cm™ (Figura 4) foram atribuidas a vibragbes de
alongamento de ligaces éter (Li et al., 2015).
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Figura 3. Espectros de FTIR da celulose — CO.
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Figura 4. Espectros de FTIR do mesocarpo de babacu — MO.

A partir dos resultados dos espectros de FTIR foi possivel verificar a presenca de grupos
caracteristicos da celulose e do mesocarpo 0s quais apresentam constituicdes quimicas
semelhantes, sendo que a principal diferenca entre os dois espectros consistiu na posi¢do das

bandas de vibrac¢des dos grupos funcionais.

3.3 Analises termogravimétricas

A curva termogravimétrica da celulose pura (CO) estd mostrada na figura 5. A curva
mostrou um Unico evento de decomposicdo, na faixa de temperatura entre 300 e 380 °C,
correspondendo a uma perda de massa total de 89 %, como podemos observar a partir da sua
derivada. Verificou-se ainda que a celulose ndo se decompde totalmente na faixa de temperatura

acima descrita, uma vez que até 787 °C uma certa porcentagem em massa € liberada.
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Figura 5. Curva termogravimétrica e derivada da celulose microcristalina (CO).

A figura 6 apresenta a curva termogravimétrica do mesocarpo de babacu. Conforme
apresentado na curva de TG/DTG do mesocarpo do babacu, observa-se dois estagios de perda de

massa. O primeiro, que vai de 48,36 a 129,13 °C, o segundo esta na faixa de 247,40 a 340,38 °C.
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Figura 6. Curva termogravimeétrica e derivada do mesocarpo de babagu (MO0).
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Os eventos de perda de massa observados nas curvas termogravimétricas do mesocarpo
estdo associados a decomposicao referente a liberagdo de pequenas estruturas de carbono e moléculas
de 4gua do material, ou simplesmente a perda de umidade da amostra (Vieira, 2011; Almeida, 2011).
Essa grande quantidade de agua presente no material esta relacionada a grande quantidade de grupos
OH presentes na estrutura quimica do mesocarpo como evidenciado no espectro de FTIR (Figura 6)
pelo formato da banda larga e intensa em torno de 3352 cm™.

O processo de degradacéo ocorre frequentemente a partir do segundo evento de perda de massa,
como possivel resultado da perda de estabilidade térmica pelo material. A degradacdo em altas
temperaturas resulta na quebra das ligacbes C-C de polimeros organicos formando unidades
monoméricas. A celulose apresenta estabilidade termica moderada em virtude das caracteristicas de

sua estrutura cristalina.

3.5 Avaliagéo da interacdo entre DNA com celulose e mesocarpo

A Figura 7 apresenta o resultado da eletroforese em gel de agarose na qual os fragmentos
de DNA sozinho e em solugdo com a celulose e 0 mesocarpo de babagu foram separados de acordo
com os seus tamanhos. A migragdo é proporcional ao tamanho e a carga, como 0 DNA tem carga

negativa, o sentido da migracéo das bandas € em direcdo ao polo positivo.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o padrdo de migracdo do DNA sozinho e

do DNA em solucdo com a celulose (C0O) e mesocarpo (MO).

Em relacdo ao gel obtido, observou-se que duas bandas de fragmentos foram comuns tanto
para 0 DNA plasmidial, DNA em solucdo com celulose, e DNA com mesocarpo de babacu, uma
na regido de 3000 pb e outra na regido de 10000 pb. Esses fragmentos foram atribuidos ao DNA
gue ndo interagiu com os materiais. O padrdo de migracdo dos fragmentos de DNA em solucao
com o0 mesocarpo de babacu mostrou a presenca de uma banda com tamanho superior a 10000 pb
a qual foi atribuida a interacdo entre 0 DNA e 0 mesocarpo de babagu, resultando na formacéo de
moléculas com maior peso molecular.

A forte interacdo entre o DNA e 0 mesocarpo de babagu provavelmente resultou da
interacdo entre 0 DNA anidnico e 0s grupos de nitrogénio catibnico presentes no mesocarpo, COmo
mostra a Tabela 1. Esses resultados sdo reforgados com os dados obtidos com o ensaio de dispersédo
em luz dindmica (DLS), o qual mostrou um aumento no tamanho de particulas resultante da
interacdo entre DNA e mesocarpo de babagu, e a presenga de particulas com tamanhos

relativamente semelhantes entre DNA e DNA com celulose (Figura 8).
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3.6 Analise DLS das estruturas funcionais DNA-celulose e DNA-mesocarpo

A dispersdo de luz dindmica foi utilizada para estudar as alteraces no raio hidrodindmico
do DNA plasmidial antes e depois da sua interagdo com a celulose e mesocarpo de babagu. Os
estudos de DLS revelaram que o raio hidrodindmico do DNA plasmidial foi estimado em 348,5
nm, o raio da celulose (CO) foi de 220,2 nm e o raio estimado do mesocarpo (MO) foi de 213,5 nm.
Apos a interacdo com a celulose, o raio hidrodindmico do complexo DNA-CO foi estimado em

251,7 nm, em relacdo ao raio do complexo DNA- MO foi estimado em 902,4 nm (Figura 8).
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Figura 8. Resultados das andlises de dispersdo de luz dindmica (DLS) realizado com as amostras:
DNA, DNA + CO — estruturas de DNA com celulose, DNA + MO — estruturas de mesocarpo com
DNA.

Soni et al. (2015) explicam que a mudanca no raio do DNA é devido a forte ligacdo
eletrostatica dos materiais com 0 DNA. Dessa forma, 0 aumento no raio hidrodinamico do DNA
apos interacdo com o mesocarpo, pode ser atribuido a incorporacdo de moléculas de MO na

superficie do DNA.

3.7 Estudo de citotoxicidade
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No ensaio de citotoxicidade, bactérias E. coli TOP 10 F’ foram incubadas com e sem os

materiais (celulose e mesocarpo de babacu) em diferentes concentracfes variando entre 0 e 0,1

mg/mL (Figura 9).
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Figura 9. Resultados obtidos a partir de leituras da DOsgo N0 ensaio de citotoxicidade dos
materiais: celulose (CO) e mesocarpo (MO0), em diferentes concentracdes, sob o crescimento de

bactérias E. coli Top 10 F’ apds 3 e 6 h de incubagdo, (a) e (b) respectivamente. *** P<0.001, **

P<0.01, * p<0.05.

As leituras da DOgoo indicaram que apds 3 horas de incubacdo (Figura 9 a), nenhum efeito
citotoxico significante dos materiais, em todas as concentracdes testadas, foi observado em relacao
ao crescimento bacteriano. J& apds 6 horas de incubacdo (Figura 9 b), observou-se diferencas em
relacdo ao efeito da celulose sob o crescimento bacteriano na concentragéo de 0,025 mg/mL. Para
0 mesocarpo, observou-se diferencas significativas em relacdo ao efeito do material no
crescimento bacteriano para concentragdes > a 0,050 mg/mL.

Além das leituras da DOeoo, estudou-se também o efeito de diferentes concentragdes de
celulose e mesocarpo de babagu no crescimento das bactérias em placas de agar. Apés a incubacao

das bactérias com os materiais, ndo foi verificado efeito citotoxico dos materiais até a maior
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concentragdo testada (0,1 mg/mL), uma vez que as bactérias cresceram por toda a extensdo das

placas (Figura 10).

Controle C0-0,1 mg/mL MO -0,1 mg/mL

Figura 10. Imagens oOpticas obtidas no ensaio de citotoxicidade dos materiais: celulose (CO0) e
mesocarpo (MO0), em diferentes concentrac@es, sob o crescimento de bactérias E. coli Top 10 F’

apos 24 h de incubacgdo. *** P<0.001, ** P<0.01, * p<0.05.

Esses resultados permitiram investigar o efeito de diferentes concentracdes dos materiais
(0,015 - 0,1 mg/mL) em solucdo com DNA nos ensaios de transformacéo e para investigar se o

efeito citotdxico é alterado ou ndo na presenca do material genético.

3.8 Transformacdo genética bacteriana

A influéncia de quantidades variaveis das solucdes de celulose e mesocarpo com uma
quantidade constante de DNA plasmidial e seu efeito sobre a eficiéncia de transformacéo genética
bacteriana foram estudados. Nesse ensaio, as estruturas de DNA-C0 e DNA-MO0 foram preparadas
variando a concentragéo de CO e MO de 0,015 a 0,1 mg/mL enquanto foi mantida a concentragédo
de DNA (8 ng/uL). A Figura 11 apresenta imagens Opticas das células transformadas, quando as

concentragdes dos materiais foram variadas e o volume do DNA mantido constante.
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A partir desses ensaios foi observado a concentracdo de 0,1 mg/mL de celulose (CO)
resultou em um aumento na transformacéo de E. coli Top 10 F’ em relagdo ao controle. Para o
mesocarpo de babagu, observou-se que o efeito maximo de transformacdo foi obtido com a

concentragéo de 0,050 mg/mL do material.

Controle Cco MO

0,015 mg/mL

0,025 mg/mL

0,050 mg/mL

0,1 mg/mL

Figura 11. Imagem Optica de células de E. coli transformadas, mostrando o efeito de diferentes
concentragdes dos materiais: O (controle), 0,015, 0,025, 0,050 e 0,1 mg/mL de celulose (CO) e

mesocarpo (MO0).

Ap0s analisar o crescimento das coldnias transformadas nas placas de agar (Figura 11)
suplementadas com antibi6tico (ampicilina), foi determinado que a concentracao de 0,050 mg/mL
de ambos os materiais celulose (C0) e mesocarpo (MO) resultaram, visualmente, em nimeros de

células transformadas superiores ao controle.

81



O desempenho de transformacdo das bactérias variando as concentragdes dos materiais e
mantendo a quantidade de DNA constante também foi avaliado com base no nimero de unidade
formadora de col6nias (UFC) como pode ser observado na Figura 12, a qual apresenta a quantidade
de colbnias transformadas. Analisando os dados do gréfico, verifica-se que para a celulose as
maiores quantidades de colonias transformadas foram obtidas com as concentragdes de 0,050
mg/mL e 0,1 mg/mL do material. J& para 0 mesocarpo, a maior quantidade de células

transformadas foi obtida com a concentragéo de 0,050 mg/mL do material.
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Figura 12. Unidade Formadora de Colbnias no ensaio de transformacdo com diferentes
concentragcdes dos materiais: celulose (CO) e mesocarpo (M0) (0 - 0,1 mg/mL) mantendo a

quantidade de DNA constante (8ng/ puL).

Um novo ensaio de transformacdo bacteriana foi realizado, dessa vez, mantendo-se a
concentragdo de material constante e variando a quantidade de DNA a fim de verificar o efeito de
diferentes concentracfes de DNA na eficiéncia de transformagdo. As estruturas de DNA-CO e
DNA-MO no ensaio de transformagdo com concentragdes crescentes de DNA (0,8 a 8 ng) foram

preparadas mantendo as concentragdes dos materiais constantes (0,050 mg/mL), as quais foram
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determinadas com base no ensaio de transformacéo realizado com diferentes concentragdes dos
materiais. A mesma quantidade de DNA plasmidial foi utilizada como controle para a
transformacéo e o resultado de transformagao usando o DNA plasmidial puro, DNA-CO e o DNA-

MO é apresentado na Figura 13.

Controle Cco MO

Figura 13. Imagem Optica de células de E. coli transformadas usando concentracdes crescentes
(0,8 - 8 ng) de DNA plasmidial na auséncia e presenca dos materiais (CO - celulose e MO —

mesocarpo) em concentracdo constante de 0,050 mg/mL.

Analisando as imagens das placas (Figura 13) e complementando com os dados da
representacdo grafica do numero de col6nias formadas apds o ensaio de transformacao (Figura 14)

é possivel verificar que tanto usando a celulose como o mesocarpo, apenas a concentracédo de 0,8
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ng de DNA proporcionou um resultado quantitativo superior ao do controle, ja as concentragdes

de DNA superiores apresentaram valores de coldnias transformadas inferiores ao controle.
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Figura 14. Numero de colbnias transformadas apoOs transformacdo bacteriana variando as
quantidades de DNA (0,8 - 8 ng) e mantendo as concentra¢fes dos materiais constantes (0,050

mg/mL de celulose — CO e mesocarpo — MO0). *** P<0.001, ** P<0.01, * p<0.05.

O ensaio de concentracdo de DNA permitiu verificar que pequenas quantidades de DNA
combinadas a celulose e/ou mesocarpo de babacu resultaram em maior nimero de coldnias
transformadas em relacdo ao controle. Este resultado é satisfatorio, uma vez que frequentemente
na realizacdo da transformacédo bacteriana, a quantidade de DNA disponivel para a transformacéo
é limitada. Assim, o uso dos materiais como complementos de DNA pode contribuir para aumentar
a eficiéncia do processo e fornecer um maior nimero de coldnias transformadas.

Kim et al. (2015) realizaram um estudo para investigar a eficiéncia de transformacéo com

quitosana em comparagdo com método de choque térmico e choque térmico complementado com
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quitosana. Os autores observaram que ambas as transformagdes mediadas por quitosana
apresentaram uma eficiéncia de transformacéo significativamente baixa, em comparagdo com o
método convencional de choque térmico. Embora quitosana tenha apresentado um efeito negativo
na transformacéo, os autores verificaram que as células de E. coli DH50 permaneceram viaveis.

Segundo Kim et al (2015), uma provavel explicacdo para a inibigdo da transformacéo por
materiais catidnicos (quitosana) seria a precipitagdo celular. Os autores observaram que a
quitosana causou precipitacdo em células E. coli DH5a por meio da atra¢ao das células, as quais
possuem membranas carregadas negativamente e formaram complexos com a quitosana. O grau
de precipitacdo pode estar positivamente correlacionado com a concentracdo de quitosana, tendo
em vista que um maior grau de precipitacgdo foi observado nas amostras com maiores
concentragdes de quitosana. Portanto, 0s autores especularam que a quitosana inibiu a
transformagdo bacteriana agregando células DH5a ou pDNA, ou ambos. No estudo, os autores
utilizaram a concentracdo de 0,1 mg/mL, o dobro da concentragdo de celulose quaternizada
utilizada no presente estudo (0,050 mg/mL).

Este estudo apresentou uma forma de se obter melhores resultados em termos de eficiéncia
de transformacdo bacteriana utilizando celulose e mesocarpo de babagu como complementos de
vetores plasmidiais. Em termos de eficiéncia, considerando os resultados quantitativos do nimero
de colbnias transformadas obtidas, os biopolimeros apresentaram resultados satisfatorios e
proporcionaram uma melhoria na eficiéncia da transformagéo bacteriana, mesmo quando pequenas
quantidades de DNA foram utilizadas nos ensaios de transformagao.

A relevancia dos resultados obtidos consiste no fato de que os biopolimeros utilizados

como complementos vetoriais ndo precisaram ser quimicamente modificados, como recomendam
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a maioria dos estudos da literatura. O uso dos materiais puros proporciona, portanto, uma melhoria

na eficiéncia de transformacdo bacteriana.

4 CONCLUSAO

O estudo apresentou uma ampla caracterizagdo e comparacéo da celulose e mesocarpo de
babacu puros em termos de cristalinidade, resisténcia térmica, padrdo de carga, tamanho de
particulas e interacdo eletrostatica entre os biopolimeros e 0 material genético. Além de uma nova
aplicacdo bioldgica de celulose e mesocarpo de babagu como complementos plasmidiais ndo-virais
para a transformacdo de genes em células bacterianas. O aumento no numero de colbnias
transformadas ap06s o processo de transformacao bacteriana, quando foram utilizados celulose e
mesocarpo de babacu em diferentes concentracdes e especificamente a concentracdes de 0,050
mg/mL, demonstra que ambos os materiais podem ser utilizados como adjuntos ao vetor plasmidial
como forma alternativa para aumentar a eficiéncia do processo de transformacéo. A utilizacdo dos
biopolimeros sem a necessidade de modifica¢cbes quimicas estruturais, proporciona melhores

resultados em estudos genéticos que envolvem a transferéncia de DNA para células bacterianas.
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5 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados satisfatorios obtidos nesse estudo referente ao uso de biopolimeros
naturais no processo de transformacao de bactérias, as perspectivas para trabalhos futuros incluem:

e O uso de outros materiais biopoliméricos como complementos vetoriais, como por
exemplo a goma de cajueiro;

e Avaliar a capacidade de complemento vetorial dos materiais em ensaios de clonagem
molecular e construcéo de bibliotecas;

e A realizacédo de estudos para investigar o efeito de celulose e mesocarpo no processo de
transfeccdo génica em células eucariontes;

e A modificacdo quimica dos biopolimeros, por meio da reacdo de quaternizacdo, para
utilizacdo dos materiais no processo de transfeccdo génica;

e Ponderar e avaliar a capacidade dos materiais em proteger o DNA da agéo das enzimas e

as vias do trafego intracelular em organismos eucariontes.
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