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1 INTRODUCAO A BIOTECNOLOGIA
Apresentagao

Neste bloco inicial pretendemos apresentar conceitualmente a biotecnologia e
descortinar a variedade de possibilidades contidas neste fértil e convidativo universo,
chamando atencdo para o quao fundamental esta drea pode ser na sua formacao

académica e na posterior construcdo de oportunidades de carreira.

Além disso, queremos construir juntos um panorama geral da edificacdo do
conhecimento biotecnolégico ao longo da experiéncia humana, de modo a perceber
gue desde que o homem se relaciona em sociedade a biotecnologia tem criado
oportunidades promissoras para o desenvolvimento de novos produtos e servigos e
para a melhoria da qualidade de vida. Dito isso, te convidamos para seguirmos juntos

nessa jornada de aprendizagem.
1.1 Defini¢ao de biotecnologia

Se vocé fizer uma rapida busca a respeito das definicdes de biotecnologia em artigos
cientificos, reportagens dos veiculos de comunicacdo de massa ou mesmo em
navegadores online, vocé ird se deparar com uma diversa quantidade de conceitos e
terminologias possiveis. No intuito de construirmos uma abordagem interdisciplinar e
completa em nosso curso, optaremos por utilizar a definicdo cunhada pela
Organizacao das Nacdes Unidas em 1992, no ambito da convencdo da biodiversidade,
gue em seu artigo segundo, define que a biotecnologia é o coletivo de aplica¢cbes
tecnoldgicas de naturezas variadas, que recorram aos sistemas bioldgicos, seja através
de organismos vivos ou por meio de seus derivados, no intuito de fabricar e/ou

modificar produtos, processos e servicos para aplicacdes especificas.

De modo objetivo e didatico podemos interpretar que sempre que um recurso vivo for
utilizado para oferecer alguma alternativa para solucionar alguma demanda estamos

fazendo uso da biotecnologia. Apesar de algumas pessoas associarem o conceito de
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biotecnologia com algo distante e exclusivamente ligado a tecnologias de cunho
abstrato e de dificil compreensao, isto é um equivoco que pretendemos desconstruir

ao seu lado no decorrer deste curso.

Te convidamos a brevemente identificar na sua casa, no seu trabalho ou no seu
cotidiano, alguns frutos diretos do conhecimento produzido pela biotecnologia. Se
apods este breve momento vocé lembrou do pao que vocé ingeriu no café da manh3,
do detergente enriquecido com lipases que vocé utilizou para lavar sua loucga, da sua
roupa jeans produzida com o auxilio de celulases de origem fungica, do dlcool
combustivel do automédvel que vocé utiliza para se deslocar ou mesmo das vacinas que
vocé recebeu na primeira infancia para a prevencdo de doengas contagiosas, vocé
pensou certo. Perceba como a biotecnologia é um campo cientifico absolutamente
interdisciplinar e com uma elevada aplicabilidade, e é justamente isso que queremos

enfatizar ao longo desta disciplina.

Para construirmos um painel inicial a respeito da diversidade de conhecimentos que
residem na definicdo de biotecnologia, apresentaremos de modo didatico as principais
grandes areas da biotecnologia, ressaltando sua importancia e suas implicacdes, de
modo a criar um panorama completo dos recursos biotecnolégicos e instigar a sua

curiosidade para mergulhar nestas possibilidades ao longo dos blocos seguintes.
Biotecnologia nas ciéncias da saude

Este € um dos ramos em que a biotecnologia mais contribui ao longo de seu
desenvolvimento, classicamente podem ser citados o desenvolvimento dos
antibidticos, das vacinas e ainda de farmacos derivados de organismos vivos que vocé
provavelmente jad ouviu falar, tais como a aspirina, cujo principio ativo é o acido
acetilsalicilico, obtido de plantas do género Salix, popularmente conhecidas como
salgueiro; ou ainda o captopril, um anti-hipertensivo bastante prescrito para o controle
da pressdao arterial, cujo principio quimico é derivado de substancias isoladas
inicialmente do veneno de Bothrops jararaca, uma serpente conhecida popularmente

sob o nome de jararaca.
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Além destas aplicacbes amplamente consagradas no contexto médico e terapéutico, a
biotecnologia continua a fornecer conhecimentos inovadores que em muito podem
revolucionar a promoc¢do da saude. Alguns dos exemplos desta nova fronteira do
conhecimento s3o a terapia génica que oferece uma medicina absolutamente
personalizada, os sistemas Humano-no-chip para testes de novas drogas e mesmo a
bioimpressao de érgaos humanos que permita diminuir os problemas de rejeicao e
imunossupressao nos transplantados além de vislumbrar uma drastica reducdo das
filas de espera por transplantes que se avolumam nos sistemas de salde de todo o

mundo.

Biotecnologia aplicada a agropecudria e produgao de alimentos

Esta é uma das ramificagdes mais usuais e consagradas da biotecnologia, cujas
atividades dedicam-se principalmente em aplicar o melhoramento genético e a
tecnologia da fermentacdo para a producdo de alimentos. Alguns alimentos que
ilustram esse intercambio entre a biotecnologia e a produc¢do de géneros alimenticios
sdo os pdes, os produtos lacteos, o vinagre, o vinho, a aguardente, as cervejas, os

adocantes e probidticos como kefir e kombucha.

Além destas aplicagdes usuais, algumas outras aplicacdes de ponta que podem ser
elencadas neste topico sdo os alimentos fortificados geneticamente como o arroz
dourado, ou mesmo as tecnologias de fermentacdo biotecnolégica que utilizam fungos
unicelulares para producdao de proteinas que reconstituem em laboratdrio a
composi¢ao proteica dos ovos, produzindo este importante alimento sem para isso

depender de extensivas e onerosas quantidades de aves confinadas em granjas.

Paralelamente ao desenvolvimento e manipulagdo dos alimentos, algumas outras
perspectivas exploradas nesta biotecnologia agricola sdo o desenvolvimento de
estratégias de controle bioldgico e biopesticidas, que permitam a substituicdo dos
agrotdxicos de alto impacto ambiental, além de estratégias de conservacdo de
germoplasma que criam depositdrios que salvaguardam o patrimbénio genético dos

organismos selvagens.
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Biotecnologia em biodefesa

Uma drea que mobiliza esforcos para criar estratégias de vigilancia que coibam e
combatam as praticas de bioterrorismo (LACHMAYER, 2006), tais como os incidentes
ocorridos em 2001 com a disseminacdo proposital de bacilos bacterianos causadores
de antraz através de cartas e correspondéncias ou mesmo a contaminag¢do proposital
de alimentos com Salmonella typhimurium ocorrida em 1984 no Oregon, planejada

por um grupo radicalista norte-amerciano (CARDOSO; CARDOSO, 2014).
Biotecnologia marinha

Um segmento destinado a investigar o potencial das substancias oriundas dos biomas
oceanicos, com particular interesse em moléculas que possam permitir o

desenvolvimento de drogas para o enfrentamento de diferentes agravos.

Algumas moléculas de interesse derivadas desta abordagem sao: moléculas dos fluidos
biolégicos do caranguejo ferradura, trabectedina (utilizada como principio
farmacoterapico em medicamentos voltados para o tratamento de cancer de ovario,
sarcomas e outras manifestagbes neoplasicas em tecidos moles), plitidepsina
(investigada como indutora de apoptose em tecidos tumorais), PM 184 e
lurbinectedina (ambos investigados para uso em remissao de nddulos sélidos de teor

maligno) (FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012; SILVA, 2018).
Biotecnologia ambiental

Este crescente segmento é vocacionado para pensar estratégias de mitigacao das
praticas antropocénicas com efeito danoso na biosfera. Alguns dos exemplos contidos
neste conjunto de possibilidades sdo as técnicas de biorremediacdao que exploram o
metabolismo de algas, cianobactérias, bactérias e algumas plantas para remocdo de
compostos nocivos do ambiente e ainda para impedir a bioacumulac¢ado tdxica ao longo

dos diferentes niveis tréficos das cadeias ecoldgicas.

A biotecnologia ambiental dd conta ainda das prdticas de bioenergia, no qual os
organismos vivos sdo utilizados para substituicdo de fontes energéticas de maior

impacto ecoldgico. Alguns exemplos possiveis sdo a utilizacdo de organismos
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anaerdbios e termofilicos para producdo de biogds a partir de dejetos e excretas ricas
em material organico. Este exemplo pontual ndo esgota todas as possibilidades de
bioenergia, uma vez que além do biogas, podem ser citados o bioetanol, o biometano
e mesmo o biodiesel derivado de diferentes biomassas, dentre as quais importantes
espécies oleaginosas cultivadas no Brasil, como mamona, algoddo, amendoim, canola,
girassol, gergelim, dendé, pinhdo manso, babacu, macauba, soja e mesmo o sebo

animal.

Outras importantes perspectivas sdao a producdo de bioplastico a partir dos compostos
de poliamida vegetal, acido polildtico e polihidroxialcanoato de matriz bacteriana e
ainda a biomineragao, no qual vias metabdlicas centrais e acessérias de organismos
microbianos sdo utilizadas para producdo de compostos que solubilizam os minérios,
de modo a facilitar substancialmente a sua extracdo e sua consequente manufatura
(ARAUJO et al., 2014). A utilizagio destas ferramentas de biominera¢do constitui uma
alternativa metodoldgica que permite diminuir a dependéncia de praticas tradicionais
gue envolvem etapas de queima de combustiveis fésseis que emitem gases de efeito
danoso e que exigem o maior uso de recursos hidricos para lixiviar os compostos

minerais depositados nos horizontes geoldgicos do solo.
Nanobiotecnologia e bioinformatica

Este campo promissor cria didlogos entre o campo biolégico e biomédico com a
inteligéncia artificial oriunda da informatica e da computacdao. Através desta
intersec¢do de praticas torna-se possivel realizar uma enormidade de experimentos
utilizando apenas as teclas de um computador, por exemplo, é possivel simular a
estrutura tridimensional de uma proteina e simular computacionalmente como esta
pode interagir com os anticorpos produzidos pelo sistema imune de um paciente ou
mesmo com a farmacocinética de um composto medicamentoso, tudo isso utilizando
recursos de ciberealidade que serdo posteriormente detalhados no nosso ultimo

bloco.

Atuando de modo complementar é imperativo citar a nanobiotecnologia, que se vale

da investigacdo dos recursos provenientes de organismos vivos em modelos
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miniaturizados que manipulam a matéria em seu nivel molecular e atdémico. Esta fusao
de perspectivas permite postular aplicagées tecnoldgicas de ponta, dos quais alguns
exemplos sao os biossensores, os testes de diagnodstico miniaturizado que permitem o
diagnodstico de doengas de elevada complexidade em um intervalo de alguns minutos,
producdo de cosméticos dotados de pequenas vesiculas de empacotamento que
biodisponibilizam compostos ativos de funcdo antioxidante, e ainda os sistemas de
enderecamento de drogas, que permitem direcionar um fdrmaco para um

determinado érgdo ou tecido em especifico.
Biotecnologia aplicada regulagao da propriedade intelectual e a bioética

Campo regulatério que empreende esforcos e iniciativas para assegurar os direitos
sobre os produtos biotecnolégicos desenvolvidos e sob os recursos genéticos, de modo
a coibir as praticas de biopirataria e a apropriacdo criminosa de saberes oriundos das

praticas de populacdes tradicionais.

Além destas questdes relacionadas ao exercicio da pratica juridica, a biotecnologia se
envolve nas complexas discussdes a respeito dos limites bioéticos e da definicdo da
responsabilidade do cientista frente aos seus objetos de estudo. Neste panorama é
gue se enquadram as robustas e multifacetadas discussdes relacionadas a
manipulagao de genes humanos, limites do aconselhamento genético, manipulagao de

células tronco e aplicacdo de técnica de clonagem em humanos.
1.2 Desenvolvimento da biotecnologia classica

Apesar de existir uma visdo de que a Biotecnologia é uma ciéncia recente, cujo
surgimento esta vinculado aos recentes avancgos tecnoldgicos do século XXI, é preciso
pontuar que o conhecimento biotecnoldgico aplicado a geracao de produtos, servicos
e tecnologias, acompanha historicamente o desenvolvimento da experiéncia

civilizatoria humana.

Existem registros da producdo e utilizacdo do conhecimento biotecnolégico ja em
civilizacbes do periodo da antiguidade. Os chineses em cerca de trés mil anos A.C. ja

comecaram a produzir suplementacOes alimentares baseadas em recursos biolégicos
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para producdo de efeitos terapéuticos, dentre os quais é possivel citar a utilizacdo de
extratos de poriferos marinhos como fonte nutracéutica de iodo para individuos com

guadros endocrinoldgicos de bdcio.

Estas utilizacdes terapéuticas de compostos de origem natural sdo registradas em
varios outros povos, tais como os egipcios, que de acordo com registros histéricos de
papiros antigos, utilizavam compostos como genciana, sene e 6leo de ricino para o
enfrentamento de diversas enfermidades cronicas e infecciosas. Existem registros
cuneiformes de povos mesopotamicos do periodo de Hamurabi que documentam o
uso de extratos de dpio, raiz de mandragora e heléboro para o enfrentamento de

condicdes patoldgicas que variavam de verminoses entéricas até quadros de loucura.

Nas civilizagdes da antiguidade cldssica esta aplicacdo biotecnoldgica de recursos
naturais como estratégias de promocao de cura é igualmente pronunciada, a ponto de
que figuras consideradas como precursores da medicina, dentre os quais Hipdcrates e
Dioscérides, formularam significativos tratados médicos que condicionavam a
mitigagdo de varias moléstias ao uso de extratos, unguentos e substancias diretamente

derivadas de recursos naturais de origem vegetal.

Além da utilizacao destes produtos, é fundamental citar e pensar, o desenvolvimento
dos processos baseados na acdo fermentativa de microrganismos anaerdbicos
facultativos, mediadores dos processos catabdlicos de fermentacdo. O dominio
empirico destas técnicas de fermentacao biotecnolégica, permitiu a producdo de
importantes alimentos para os primeiros agrupamentos humanos. Neste contexto é
possivel citar o desenvolvimento da panificacdo, o desenvolvimento de bebidas como
cerveja e vinho, a producdo de produtos lacteos, cujos registros remetem aos sumérios
e mesmo os alimentos fermentados a base de biomassa de soja, cuja génese estd

diretamente vinculada ao extremo oriente.

Como forma de provar a importancia destes bioprocessos na vida cotidiana destas
sociedades, podemos analisar historiograficamente a narrativa contida nos textos
biblicos em uma de suas passagens mais conhecidas, na qual é narrada a ceia dos

apostolos no cendculo em Jerusalém, na qual os alimentos que sdo simbolicamente
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ressignificados sdo o pdo e o vinho, ambos diretamente derivados deste fértil

conhecimento biotecnoldgico alicercado na antiguidade.

Este processo de desenvolvimento da biotecnologia passa por uma importante
sofisticacdo a partir da revolucdo microbiana iniciada no século XVII com o
desenvolvimento dos recursos de microscopia, e cujo ponto alto sdao os trabalhos do
francés Louis Pasteur no século XIX, responsaveis por correlacionar de modo causal os
microrganismos a uma série de eventos bioldgicos e fendmenos bioquimicos. As
contribuicbes de Pasteur partem desde a perspectiva do desenvolvimento de
estratégias imunoprofilaticas relacionadas a transmissdo de raiva e célera aviaria, até a

quebra do paradigma da abiogénese e da teoria de transmissdo miasmatica.

Além de tudo o que foi citado, o trabalho deste quimico francés subsidiou a elucidagao
do processo bioquimico de conversdo do acgucar em alcool e didxido de carbono por
meio da fermentacdo. A explicacdo deste processo revolucionou inicialmente a
industria cervejeira, sendo posteriormente utilizado em varios outros ramos industriais
para a promocdo da otimizacdo de processos reoldgicos, na eliminacdo de indesejaveis
agentes contaminantes e no prolongamento da durabilidade de produtos diversos,

este ultimo, conhecido até o presente como Pasteurizacgao.

Outros expoentes das ciéncias bioldgicas do século XIX que sdo fundamentais para
entender os avancos posteriores daquilo que a maior parte das pessoas tém em mente
guando se discorre sobre a biotecnologia, sdo Alfred Russel Wallace, Charles Darwin e
Gregor Mendel. Os conhecimentos da teoria da selecdo natural, associados aos
pressupostos da hereditariedade dos caracteres, vao ser fundamentais para conhecer
novos mecanismos citolégicos e moleculares, que serdo fundamentais para inaugurar
no século XX uma era contemporanea da biotecnologia, solidamente pautada na

manipulacdo de acidos nucleicos, na experimentacao in vitro e na engenharia genética.

O inicio do século XX marca um avango exponencial na obtencdo e escalonamento da
producdo fabril de bioprodutos, marcando de forma efetiva o despontar da
biotecnologia industrial. Alguns dos marcos que s3ao fundamentais para o

entendimento deste cenario de avanco tecnoldgico vertiginoso correspondem a
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descoberta da Penicilina por Alexander Fleming nos anos 20, a partir da acdo do
metabolismo secunddrio de fungos do género Penicillium sobre culturas de
Staphylococcus aureus. Essa substancia foi posteriormente caracterizada como inécua
para células animais, e a partir desta constatagdo passou por um processo de
escalonamento em dornas industriais, permitindo a introducdo de substancias no
mercado mundial classificadas genericamente como antibiéticos, o que acarretou na
diminuicdo da quantidade absoluta de dbitos associados a infeccdes, enlarguecendo a

média da expectativa de vida global.

Outro marco factual de elevada importancia, corresponde aos estudos canadenses de
Frederick Banting e Charles Best, que promoveram o isolamento pancredtico da
insulina a partir das ilhotas de Langerhans de um cdo. Esta descoberta subsidiou a
producao em larga escala pela empresa escandinava Nordisk Insulinlaboratorium, que
passou a comercializar ampolas contendo o horménio produzido a partir de rebanhos
animais, sobretudo suinos e bovinos (PIRES; CHACRA, 2008). Esta descoberta por si sé
ja representa um importante evento cronoldgico na producdo de biomoléculas de
interesse, contudo, é importante ter em mente que a producdo de insulina na era
moderna sera substancialmente transformada pelo arsenal representado pela
tecnologia do DNA recombinante. Em funcdo disto, a producdo de insulina para a
remediacdo clinica da diabetes sera objeto de andlise posterior neste bloco de

estudos.

Outras contribuicbes importantes nesse cendrio da engenharia biotecnoldgica
equivalem a caracterizacdao de diversos aminodcidos e a possibilidade de sintese de
segmentos peptidicos, dos quais um evento fundamental é a sintese de moléculas
pépticas de cadeia longa por Emil Ficsher em 1900. Estas técnicas passaram por uma
série de maturac¢des adicionais, de modo que atualmente, pelo consércio de recursos
de bioinformatica e engenharia genética é possivel produzir inclusive segmentos
proteicos quiméricos, que ndo possuem correspondéncia com o observado no

proteoma de organismos vivos.
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1.3 O dogma central da biologia molecular e a tecnologia do DNA recombinante

Neste contexto de desenvolvimento biotecnoldgico, um importante marco divisor sdo
as pesquisas dos anos 50, relacionadas ao entendimento quimico e estrutural das

moléculas de acido nucleico.

Um dos nomes fundamentais para a compreensao desta constru¢ao é o da quimica
britanica Rosalind Franklin. A pesquisadora trabalhou com a utilizacdo das técnicas de
difracdo de raios X para andlise de materiais cristalinos, e em virtude destas
abordagens, acabou retornando ao King’s College de Londres, onde passou a aplicar as
técnicas de difracdo em moléculas de DNA, produzindo em 1952 a famosa fotografia

51, através da qual, se observou os primeiros indicios estruturais da molécula de DNA.

Apesar da indiscutivel importancia do legado da fotografia 51, a trajetéria de Rosalind
Franklin é envolta por uma série de apagamentos. O seu colega de trabalho Maurice
Wilkins, com quem a pesquisadora mantinha uma rela¢ao conflituosa, acabou por
compartilhar (de forma ndo autorizada) os achados dos estudos de difracdo com
pesquisadores de Cambridge, que aperfeicoaram suas interpretacdes e postularam
novos modelos, sem, no entanto, creditarem a Rosalind a sua importancia seminal, de
modo que ela é a Unica integrante deste grupo de pesquisadores que nao foi agraciada

com o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina.

Atualmente, se constituiu um esfor¢o para recuperar a importancia académica de
Rosalind, tanto que a mesma foi escolhida para dar nome a um importante centro de
pesquisas médicas do Reino Unido, e na tentativa de popularizar os seus feitos, foi
homenageada pelo site oficial da Google, em 25 de julho de 2013, data em que se

celebra o aniversario da cientista.

Os resultados das técnicas de difracao permitiram que a dupla James Watson e Francis
Crick postulassem em 1953 a teoria da dupla hélice do DNA, no qual fica demonstrado
gue a molécula de 3acido desoxirribonucleico é constituida por duas cadeias
polinucleotidicas, compostas por tipos diferentes de bases nitrogenadas unidas por

ligacGes fosfodiéster, e que se ligam entre si através de ligacGes ndo covalentes do tipo
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Como derivacdo destas importantes descobertas é que surge o dogma central da
biologia molecular, na qual fica demonstrado a forma pela qual acontece o fluxo de
informagdao genética no ambiente celular. Sendo assim, a molécula de acido
desoxirribonucleico passa por uma maquinaria transcricional que produz cadeias de
acido ribonucleico, que sdo traduzidas pela maquinaria ribossomal, formando as
proteinas em seu estado primdrio. A proposicdio do dogma central abriu um
importante horizonte, uma vez que demonstrava possibilidades de intervencdo neste

fluxo de informacgdes, de modo a produzir efeitos biolégicos especificos.

As possibilidades de manipulacdo genética inauguradas com o dogma central da
biologia molecular s3ao genericamente denominadas de tecnologia do DNA
recombinante. Esta tecnologia permitiu o inicio das clonagens de genes nos anos 70, a
criagdo de empresas de biotecnologia voltadas para a engenharia genética e a
producdo de organismos geneticamente modificados por técnicas de transgenia, dos
quais um exemplo importante sdo as bactérias recombinantes produtoras de insulina
humana. Estes organismos procariotos recombinantes, contém em seu material
genético um inserto com o gene da insulina humana, de modo que conseguem
produzir o horménio similar ao produzido por células pancreaticas humanas. A
producdo desta insulina em modelos recombinantes dispensa as laboriosas técnicas
anteriores de obtenc¢do de insulina suina e bovina e contorna os problemas colaterais

de alergia e rejeicdo a insulina animal em pacientes humanos.

Além deste exemplo citado, varios outros produtos recombinantes comegam a surgir
nas mais diversas dareas, dentre os quais tomates produzidos pela empresa norte-
americana Calgene, nos quais as modificacdes nas rotas metabdlicas dos flavondides
produziram uma maior resisténcia ao armazenamento. Outro substancial exemplo sdo
as culturas agricolas (principalmente milho, soja e arroz) com genes bacterianos que
conferem resisténcia a pragas, fitopatdgenos e herbicidas (estes ultimos envolvidos em
multiplas discussGes ecoldgicas). Podem ser apontados ainda, os vegetais voltados a
producdo de suplementacdo vitaminica e producdo de biofarmacos, cujo exemplo
importante é o chamado arroz dourado, cuja manipulacdo genética permitiu o

acumulo de um maior aporte de betacaroteno, percussor fundamental da vitamina A.
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Além dos modelos microbianos e vegetais, a manipulacdo genética também alcangou
0s organismos animais. Inicialmente os primeiros estudos tinham como objetivo gerar
modelos bioldgicos nocaute para estudos de doencas e agravos e para investigacdo de
xenotransplantes, cujo exemplo importante sdo as linhagens de suinos P33, cuja
alteragdo visava tornar o endotélio de seus vasos menos reativo aos componentes
hematopoiéticos humano, pela presenca da alfa-galactose, tornando-os mais

compativeis ao uso em transplantes em pacientes humanos.

Outro marco simbdlico é a ovelha Polly, gerada na década de 90 na Escdcia pelo
mesmo grupo de pesquisa que alguns meses antes haviam produzido a ovelha Dolly
por meio de recursos de clonagem. A transgenia aplicada a ovelha Polly, visava
produzir uma proteina a ser empregada no tratamento de individuos portadores de

quadros de fibrose cistica.

Posteriormente, essas técnicas passaram a ser aplicadas ao melhoramento de
caracteristicas zootécnicas (AZEVEDO et al., 2000), como por exemplo uma variante de
salmdo que se desenvolve duas vezes mais rdpido do que um peixe convencional ndo
transgénico. Esta variante de salm3ao chamada de AquAdvantage, foi o primeiro animal
transgénico aprovado por agéncias regulatérias para consumo humano. Outra linha de
trabalho tém sido o desenvolvimento de animais com resisténcia sanitaria a
enfermidades de interesse zoondtico, tais como linhagens de ruminantes com
resisténcia a acao neurodegenerativa fatal de prions causadores de quadros de
encefalopatia espongiforme bovina, conhecida popularmente como mal da vaca louca

(BRUN et al., 2007; ESPINOSA et al., 2009).

Por fim, é importante citar o crescente registro do desenvolvimento de animais
biorreatores, que produzam moléculas de interesse a serem secretadas no seu leite,
tais como a producdo de proteinas anticoagulantes de efeito antitrombdtico em cabras
transgénicas biorreatoras, e mesmo fatores de coagulacao para paciente hemofilicos,

cujas técnicas serdo detalhadas nos blocos futuros.

Na vanguarda destas aplicacdes da biotecnologia contemporanea estdao as abordagens

envolvendo os organismos humanos. Alguns marcos desse processo sdo o isolamento
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de células embrionarias humanas a partir de um feto abortado, que acaba por
inaugurar um fértil campo de discussdes referentes a manipulacdo de células
pluripotentes e totipotentes. Outra fronteira ultrapassada no século XXI diz respeito a
conducdo do projeto Genoma Humano, que reuniu um robusto financiamento de
agéncias governamentais e esforcos concatenados de pesquisadores de dezoito paises
(GREEN; WATSON; COLLINS, 2015), e que em abril de 2003 apresentou 99% do
genoma humano, sequenciado com 99,99% de precisdo, inferindo que o genoma
completo de cada individuo possui cerca de 3,2 bilhdes de nucleotideos (COLLINS;
MORGAN; PATRINOS, 2003). A partir destes dados, é criado um banco de informacdes
sem precedentes na histdria, o que implica em novas oportunidades de investigacdo e
entendimento do funcionamento das maquinarias celulares, permitindo o

desenvolvimento de novos feitos revolucionarios.

A reboque destas possibilidades de avanco vertiginoso, estas descobertas expdem a
necessidade urgente de discutir paradigmas bioéticos, além de permitir uma série de
debates em torno dos marcos regulatdrios que regulamentam o exercicio da
biotecnologia, de modo a conciliar a inovacdo tecnolégica, a liberdade intelectual e a

responsabilidade ética do oficio cientifico.

Todas estas discussdes e reflexdes iniciadas aqui objetivam agucar a sua percepgao e
curiosidade a respeito da versatilidade que a biotecnologia acumula em nossa
realidade, assim convidamos para que permaneca aqui ao longo dos demais blocos e
tépicos, para juntos detalharmos todas estas aplicacGes e aprendermos como utilizar
estes conhecimentos a favor da formacdo académica ativa e da producdo de solucbes

reais para os problemas que orbitam em nossa sociedade.
Conclusao

Neste primeiro bloco definimos a biotecnologia como um coletivo de aplicacbes
tecnoldgicas de naturezas variadas, que recorrem aos sistemas bioldgicos, seja através
de organismos vivos ou por meio de seus derivados, no intuito de fabricar e/ou
modificar produtos, processos e servicos para aplicacdes especificas. Dentro deste

amplo leque de possibilidades, analisamos e exemplificamos as aplicacGes

El




Universidade Santo Amaro

relacionadas a diferentes areas do conhecimento humano, dentre as quais as ciéncias
da saude, a agropecudria e producao de alimentos, a biodefesa, as ciéncias marinhas e
oceanograficas, as ciéncias ambientais, a nanobiotecnologia, a bioinformatica e as

areas juridicas e filoséficas relacionadas a propriedade intelectual e a bioética.

Além disso, construimos um panorama histérico que acompanhou cronologicamente a
sofisticacdo da biotecnologia, iniciado nos conhecimentos empiricos da fermentacgao
na antiguidade, passando pelo advento da revolugao microbiana e do escalonamento
industrial e chegando a consolidagdao de conhecimentos celulares que desembocou no
dogma central da biologia molecular, que passou a subsidiar a biotecnologia

contemporanea.
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2 ASPECTOS GERAIS DE FERRAMENTAS DA BIOLOGIA MOLECULAR

APRESENTACAO

No primeiro bloco da disciplina apresentamos uma ampla gama de aplicagdes e
vertentes do conhecimento biotecnolégico, e vocé percebeu que para alcangar aqueles
resultados é necessdria a utilizacdo de uma série de ferramentas. Estas ferramentas
sao um aglutinado de citologia, bioquimica, genética e de vdrias outras dreas possiveis
do conhecimento bioldgico, e juntas integram parte daquilo que chamamos de

Biologia Molecular.

Neste segundo bloco, queremos compartilhar essas ferramentas com vocé, para lhe
oferecer subsidios para explorar inUmeros campos de trabalho, que podem ir do
laboratério de pesquisa até o trabalho a campo, ou mesmo do ramo industrial até a

area investigativa da pericia forense.

Assim, te convidamos para conhecer estes detalhes e aprimorar estas técnicas, que
vao da extracdo inicial dos acidos nucleicos até o sequenciamento génico de nova
geracao. Nosso objetivo é que ao fim deste bloco consigamos entender didaticamente
como funciona um teste de identificagdo do DNA de um individuo suspeito em uma
amostra colhida no local de um crime ou mesmo como é possivel identificar um

paciente infectado por um agente infeccioso, através dos tdao populares testes de DNA.
2.1 Extragao de acidos nucleicos

As multiplas ferramentas de biologia molecular que serdo tratadas neste bloco e que
produzem uma infinda quantidade de aplica¢des tecnolégicas envolvem diretamente a
manipulacdo e edicdo do material genético. Contudo, para que estes processos se
tornem factiveis, é necessario a adogao de instrumentos que permitam obter os acidos
nucleicos a partir dos tecidos bioldgicos. Assim, a parte inicial deste bloco se destina a
compreensao dos fundamentos que embasam as técnicas de extracdo, purificacdo e

conservacgao de acidos nucleicos.
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O estudo de citologia nos demonstrou que as cadeias nucleotidicas ficam dispostas no
interior das células, revestido por uma carioteca nos organismos eucariotos, ou
disperso no ambiente citoplasmatico em meio a outras organelas, no caso de
organismos procariotos. Assim, o acesso a esta molécula alvo de interesse,

compreende a superacao de todas estas barreiras oferecidas pela célula.

A primeira etapa para promover a liberagdo do material genético é romper as
membranas plasmaticas e nucleares que atuam como involucros celulares. Estas
membranas de revestimento se caracterizam por possuirem uma espessura bastante
pequena e por serem bioquimicamente classificadas como regiées hidrofdbicas. Essa
hidrofobicidade é garantida pela presenca de cadeias de acidos graxos, como
glicolipidios, colesterol e principalmente fosfolipidios. Os fosfolipidios que integram
majoritariamente estas membranas permitem a formagdo de uma estrutura de
bicamada lipidica com forte teor anfotérico, ou seja, intercalam regides hidrofilicas que
interagem com os ambientes aquosos e regides hidrofébicas que garantem a

integridade estrutural.

Em virtude das caracteristicas bioquimicas explicadas acima, o rompimento destas
membranas exige a participacdo quimica de solventes organicos e agentes disruptores
de gordura, que nada mais s3o do que espécies de detergentes. Estas substancias
promotoras de lise possuem regides polares e regides apolares, o que permite
interagir com a bicamada lipidica, formando pequenas micelas a partir de sua atividade
emulsificante. A consequéncia direta desta dissolucdo de gorduras é a exposi¢cdo do

material genético que até entdo estava retido no interior das células.

Apdbs o rompimento das membranas, o material genético de interesse ficard disperso
em uma mistura junto a outros componentes celulares, sendo necessario a separagao
do mesmo em relagdo a estas outras macromoléculas indesejaveis. Uma das principais
categorias de moléculas que estardao abundantes nesta espécie de caldo celular sdo as
proteinas, sendo que algumas destas possuem inclusive a capacidade enzimatica de
degradar as cadeias de DNA e RNA. Logo, para impedir esta acdo deletéria e
contaminante, as metodologias de extracdo preconizam em seus protocolos a

utilizacdo de proteases. Estas proteases sdo enzimas que degradam especificamente as
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proteinas presentes, sem, no entanto, comprometer a integridade dos 4&cidos

nucleicos, aumentando o nivel de pureza do material extraido (ALl et al., 2017).

Ap0ds estas etapas iniciais de eliminagdo de debris celulares é necessario o isolamento
propriamente dito dos acidos nucleicos. Para isso, a expressa maioria dos protocolos
exploram o principio quimico da precipitagdo. Para promover a precipitacdo sdo
necessarios agentes que induzam a transi¢dao estrutural nas moléculas, fazendo com
que as fitas se agreguem e decantem. Alguns dos compostos que induzem este
processo sdo os reagentes de cadeias alcodlicas, como isopropanol ou etanol. Uma
outra possibilidade sdo solu¢cdes de alta osmolaridade, constituidas a partir da alta
concentracdo de sais catidnicos. Estas etapas podem ser realizadas a partir da adi¢do
manual destes reagentes seguidas por sucessivas e repetidas etapas de centrifugacdo
ou a partir da acdo de kits comercialmente elaborados, que empregam espécies de
resinas, que por afinidade, ligam-se as cadeias nucleotidicas, que sdo posteriormente
recuperadas a partir do emprego de eluentes de maior afinidade interacional, que
promovem o desligamento desta molécula da matriz da resina e conservam o material
genético integro e apto para uso em etapas futuras, que serdo abordadas nas préximas

secOes deste material.
2.2 Métodos de amplificagdo de material genético

Um dos elementos substanciais que integram o aporte instrumental de ferramentas da
biologia molecular s3ao as reagdes in vitro que mimetizam as reagdes ocorridas
naturalmente no nucleo celular. A partir da reproducdo destas reacdes em escala
laboratorial, torna-se possivel explorar a exequibilidade em uma ampla variedade de
aplicacoes. Na tentativa de propor uma abordagem didatica, alguns possiveis exemplos
de aplicacdo pratica destas técnicas sdo as abordagens forenses de comparagdo entre
perfis amostrais de vitimas e eventuais suspeitos, ou mesmo reacoes diagndsticas para
identificacdo de doencas infecciosas, tais como as empregadas para confirmacao da

presenca do virus SARS-CoV-2 em pacientes com suspeita clinica.
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Replicagao do material genético

Para entender o racional utilizado nestas técnicas de amplificacdo é preciso recuperar
brevemente os mecanismos enzimaticos envolvidos na atividade de replicagdo in vivo
do DNA, que ocorrem naturalmente no ambiente nuclear das células eucaridticas ou

no citosol de organismos procariotos.

O processo de replicacdo do DNA possui carater semiconservativo, o que significa que
novas cadeias de DNA s3ao produzidas bidimensionalmente a partir da
complementaridade antiparalela de cadeias de DNA parentais utilizadas como molde.
O substrato para producdo destas fitas complementares sao os nucleotideos livres no
nucleoplasma de cada célula, que seguem a regra de complementaridade das bases
azotadas, na qual a ligacdo de guanina é sempre estabelecida com citosina, enquanto
adenina é sempre pareada a timina, cujas ligacdes sdo mediadas por trés e duas

pontes de hidrogénio, respectivamente.

A replicagao do DNA ocorre sempre no sentido 5’ - 3’, desta forma em uma das fitas o
processo ocorre de modo continuo, ao passo que na fita oposta o processo se da de
modo descontinuo, requerendo a participacdo auxiliar dos fragmentos de Okazaki.
Adicionalmente, a deflagracao efetiva do processo é mobilizada por um conjunto de

enzimas, cujas fungdes particulares sdo rememoradas abaixo:

e Topoisomerase: enzimas que aliviam a tor¢ao da estrutura da dupla fita a partir
da forquilha de replicacdo, assegurando a estabilidade conformacional e
permitindo a ancoragem das enzimas subsequentemente envolvidas na

maquinaria replicativa;

e Helicase: enzimas que promovem a abertura da estrutura de dupla fita da
cadeia de DNA, através do rompimento das ligacGes ndo covalentes

estabelecidas entre as bases complementares;

e Primase: enzimas que atuam nas fitas livres geradas pela acdo prévia da

topoisomerase e da helicase, de modo a sintetizar um fragmento inicial curto
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que atua fornecendo uma extremidade 3’ livre que servird como ponto de

ancoragem para as moléculas de polimerase;

e DNA Polimerase: enzimas que acumulam papel central no mecanismo
replicativo, atuando no estabelecimento de pontes de hidrogénio entre as
bases complementares, promovendo a liga¢do da fita recém-sintetizada na fita
molde. Além disso, a polimerase permite a ligacdo da pentose de um
nucleotideo com o grupamento fosfato do residuo subsequente. Além destas
funcdes efetoras, a polimerase ainda é responsabilizada por uma atividade de

reparo nos erros eventualmente acumulados durante o processo;

e Ligase: enzimas que tem como funcdo ligar os pequenos fragmentos gerados na
replicacdo da fita descontinua, de modo a unificar estas sequéncias curtas e

produzir uma fita integra.

A acdo sincrona destas enzimas se distribui ao longo de trés fases bem delimitadas:

iniciacdo, extensdo da fita ou alongamento e terminagao.
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As varias aplicac¢Oes citadas na introducdo deste tépico decorrem do uso da reacdao em
cadeia da polimerase, ou simplesmente reacdao de PCR, que em suma é a transposicao
in vitro do mecanismo celular apresentado anteriormente. A exequibilidade deste
método decorre dos achados bioquimicos de Karry Mullis, que conduziu pesquisas
envolvendo Thermus aquaticus, uma espécie de bactéria extremdfila oriunda de lagos
termais sulfurosos do parque de Yellowstone. A partir da caracterizagdo destas
bactérias, foi possivel obter moléculas de polimerase termoestaveis, o que barateou e
massificou o uso da PCR, dispensando as onerosas e repetidas etapas utilizadas até
entdo que exigiam o acréscimo manual de variantes enzimaticas termossensiveis,

diretamente extraidas de cultivos de bactérias mesofilas generalistas.

Outro elemento que contribuiu para o vertiginoso uso da técnica de PCR diz respeito a
automatizacdo do processo, através da utilizacdo de equipamentos denominados de

termocicladores, cuja operacdo permite um controle padronizado do bindmio
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tempo/temperatura, repetindo as mesmas condigdes por numerosos ciclos
sequenciais, gerando quantidades detectdveis de DNA, suficientes para posteriores

etapas de manipulacdo e uso em finalidades diversas.

O uso destes aparelhos permitiu gerar quantidades exponenciais do alvo génico de
interesse, o que representa uma significativa diferenca em relagao ao processo in vivo,
haja visto que aqui é possivel amplificar apenas uma regido particular da sequéncia,
em funcdo da utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores, que serdo detalhados a

frente.

A obtencdo do material amplificado pode ser analiticamente compreendida a partir do
somatodrio das contribuicdes individuais de cada um de seus componentes quimicos,
dessa maneira, segue uma breve listagem dos mesmos acompanhada da descri¢ao de

suas finalidades de uso.

Quadro 2.1. Componentes quimicos e respectiva fungao dos elementos envolvidos

na reacdao em cadeia da polimerase (PCR).

Componentes da Reacao Fungdo Quimica

Sequéncia alvo que se quer amplificar por meio da
reacao de PCR. Tomando como exemplo uma reagao
de PCR cujo objetivo é o diagndstico de uma doenca
DNA alvo infecciosa em um paciente humano, a sequéncia que
corresponde ao DNA alvo é a sequéncia génica do
patdgeno presente na amostra diretamente colhida

do paciente.

E um andlogo in vitro dos fragmentos de Okazaki
presentes no ambiente celular, que equivale a
pequenas sequéncias de nucleotideos iniciadores

Oligonucleotideos (idealmente contendo de 15 a 20 nucleotideos), que
exibem complementaridade com a regido a ser
flanqueada.

Os iniciadores se apresentam aos pares, de modo
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gue o segmento forward pareia com a fita continua,
enquanto o segmento reverse estabelece uma
complementaridade com a fita descontinua.

A construgdo da sequéncia destes fragmentos esta
diretamente vinculada ao nivel de especificidade

alcangado na reagao.

Bases nitrogenadas puricas (adenina e guanina) e

pirimidicas  (citosina e  timina)  dispersas
Desoxirribonucleotideos
individualmente, importantes para garantir a
Fosfatados (DNTPs)
extensdo da fita por ocasido da ligacdo com a

polimerase.

Polimerase termoestavel que reconhece os
nucleotideos iniciadores contiguamente ligados a
fita molde.

Tag Polimerase Além da enzima propriamente dita, a reacdo envolve
a presenca de substancias tamponantes que
asseguram a estabilidade do funcionamento

reoldgico da enzima.

Cofator da enzima DNA polimerase, que promove
uma melhor performance da atividade efetora da
Cloreto de Magnésio (MgCl;) enzima. A presenca destes cofatores é importante
para driblar o esgotamento enzimatico antes do

término da reacao.

Fonte: Autor, 2022.

O funcionamento destes elementos na reacdo de PCR é dirigido por uma cinética
térmica que compreende trés estagios sequenciais bem definidos, cuja transicdo é

controlada pelo termociclador:

e Desnaturacdo: esta etapa inicia todos os ciclos de reacdo e consiste na
aplicacdo de uma temperatura de 942C, que promova a abertura da dupla fita

através do rompimento das ligacdes de hidrogénio. No processo enddgeno
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ocorrido nas células, esta abertura é realizada pela forquilha de replicacao e
pela acdo da toposiomerase e da helicase, que aqui sdo substituidas pela a¢ao
térmica, que ao romper as ligacdes de hidrogénio, permite a interacdo com os

demais componentes da reagao;

e Anelamento: apds a separac¢do das fitas na etapa anterior, é promovida uma
reducdo gradual da temperatura até cerca de 552C a 652C, momento no qual
haverd o pareamento do par de oligonucleotideos iniciadores, cada um em sua
respectiva fita homoéloga. A ligacdo deste par de iniciadores ird delimitar a
regidao alvo que sera amplificada, representando uma das principais diferengas
da amplificacdo por PCR em comparacdo a replicacdo celular. Vale citar que
cada iniciador, a depender de seu tamanho e constituicdo, terd uma
temperatura de anelamento especifica, por este motivo a temperatura da
etapa de anelamento pode variar de reacdo para reacao, diferente das demais

etapas, que possuem temperaturas amplamente padronizadas e definidas;

e Extensdo: apds o anelamento dos iniciadores nas fitas desnaturadas, ocorre
uma elevacdao de temperatura para 722C, que corresponde a temperatura de
funcionamento 6timo da enzima Tag polimerase. A medida que a enzima
polimerase se aproxima da regido flanqueada pelos iniciadores ela promove a
sintese da fita a partir dos DNTPs presentes na reagao, promovendo o aumento

do numero de cépias da regido génica de interesse.

Cada ciclo corresponde a sucessdo entre estes trés estagios, logo, ao final dos cerca de
35 ciclos que compdem a reacdao completa, o numero de cdpias serd
exponencialmente maior que o inicial, gerando uma quantidade suficientemente alta
para ser detectada nas etapas metodoldgicas seguintes. A grosso modo, podemos
determinar a quantidade final de material amplificado a partir da aplicacao do seguinte

modelo matematico:
N = No x 2", onde:

N = Numero final de cépias amplificadas;
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No = Ndmero inicial de cdpias;
n = Numero total de ciclos empregados na reagao.

Para aplicarmos os conceitos abordados até aqui, propomos a anadlise da seguinte
situacdo problema. Imagine que uma equipe médica solicita ao laboratdrio hospitalar a
identificacdo da causa de uma infec¢do parasitaria em um paciente recém internado

através do conjunto de ferramentas da biologia molecular.

Nessa situacdo em particular pense que o exame de identificacdo molecular precisard
diferenciar o material genético do agente etioldgico da infec¢do do material genético
do préprio paciente. Para isso, os nucleotideos iniciadores devem ser especificos para
o DNA do causador da doenca, assegurando o pareamento correto e a amplificacdao
exclusiva do alvo patogénico, garantindo a especificidade da reacdo. A temperatura de
anelamento a ser programada no termociclador serd funcdo direta do tamanho e da
composicao deste par de iniciadores, enquanto as demais temperaturas utilizadas no
exame seguirdo os valores padrdes. Ao fim da reacdo, caso ocorra a amplificacdo do
alvo genético admite-se que o paciente estava positivo para infeccdo por aquele
determinado patdgeno, por outro lado, caso o resultado ndo demonstre nenhuma
amplificacdo, infere-se que o paciente estava negativo para aquela determinada

doenca.

Uma variacdo possivel da técnica de PCR é o que chamamos de RT-PCR, abreviagdo
para reacao em cadeia da polimerase de transcricao reversa. O objetivo central desta
reacao é permitir a sintese de fitas de DNA a partir de cadeias de RNA mensageiro, o
gue permite a obtencdo apenas das regides funcionais codificadoras de proteinas,
chamadas genericamente de éxons. Para isto, é fundamental a utilizacdo da enzima
transcriptase reversa, encontrada em um grupo viral conhecido como retrovirus, que
subvertem o dogma central da biologia molecular e produzem cadeias de RNA a partir
de DNA, integrando-os posteriormente ao genoma da célula hospedeira através da
enzima integrase (EMERY et al., 2004). Um diferencial da RT-PCR em relacdo ao PCR

convencional é a possibilidade de conduzir estudos de expressdao, uma vez que aqui
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ndo ocorre a amplificacdo de regides regulatdrias ndo codificantes, também chamados

de introns.

Do ponto de vista pratico, a RT-PCR sera dividida em duas reagbes. A primeira
responsavel pela conversio do RNA em DNA complementar (cDNA), através de um
oligonucleotideo (oligo-dT), menos especifico que os envolvidos na PCR convencional.
Este oligo-dT corresponde a uma sequéncia repetida de timinas, que se liga por
complementaridade a cauda poli-A das terminacdes do RNA mensageiro, permitindo a
sintese do cDNA. S6 apds a obtencdo completa do cDNA é que se procede a segunda
etapa da reacdo, cujo processo de obtencdo do niumero exponencial de copias de DNA

é similar ao observado na PCR convencional.

Algumas outras varia¢des técnicas da reacdao de PCR que podem ser citadas sdo a
Multiplex PCR, na qual mais de um segmento gen6mico é amplificado em uma Unica
reacdo, de modo que nesta modalidade varios pares de primers estdo presentes
paralelamente na mesma reac¢ao, o que pode representar um aumento na praticidade

de operacao.

Outra variacdo é a Nested PCR, que fraciona a reacdo em dois momentos, o primeiro
produzindo a amplificagdo de um segmento de maior comprimento, e a segunda com a
amplificacdo de um segmento interno menor, que corresponde a regido alvo
propriamente dita. Este recurso acaba sendo usado em algumas situacdes nas quais se

deseja aumentar as razdes de sensibilidade da reacao.
Identificagcdo dos produtos de amplificagdo por técnica de eletroforese

Apos a realizacdo da reacdo de PCR é preciso determinar a eficiéncia da amplificacdo
do alvo génico, para isso, uma das principais formas empregadas para visualizacdo e
determinacdo da massa deste segmento amplificado é a utilizacdo da eletroforese.
Esta técnica é utilizada na bioquimica desde os anos 30 e consiste em uma
metodologia pratica de separacdao de macromoléculas, pautada em seus diferentes

tamanhos e cargas.
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O principio fundamental desta técnica consiste na aplicacdo de uma corrente elétrica
em um ambiente condutivo (obtido através da utilizagdo de solugdes tamponantes
contendo acetato ou borato), de modo que o aparelho possui obrigatoriamente um
polo positivo (anodo) e um polo negativo (catodo). Apds a aplicagdo da corrente
eletroquimica, as moléculas tendem a migrar para o polo com carga contraria a sua,
alcangando a neutralizagao das cargas dos ions. No caso das moléculas de DNA, em
funcdo da presenca dos grupamentos fosfato, a sua carga global é sempre negativa,
logo a aplicagdo do material amplificado em uma reagdao de eletroforese mediante
determinada voltagem, prevé a migracdo destas cadeias do catodo em relagdo ao
anodo. Esta informacdo quimica, permite inferir que sempre que uma cuba de
eletroforese for preparada, o material genético deve ser cuidadosamente aplicado nos
pocos presentes na margem negativa. Caso contrario, a reacdo ndo ocorrera da forma

desejada.

A voltagem aplicada ao sistema para promover a migracao do DNA costuma oscilar
entre 10 e 200 V, com uma corrente de 50 a 3000mA. Esta variacdo ocorre em funcdo

do modelo de equipamento, do tipo de reagente envolvido e da finalidade do ensaio.

Para promover uma adequada separacdo das moléculas com base em seu tamanho, é
necessario a utilizacdo de uma matriz polimérica, que ira atuar como uma espécie de
peneira, de modo a permitir a passagem de fragmentos diminutos e reter os
fragmentos de maior tamanho. Alguns dos polimeros utilizados para este propdsito
sdo a poliacrilamida e principalmente a agarose, esta ultima derivada de
polissacarideos de algas marinhas, que quando preparados para o uso acabam por
assumir uma forma gelatinosa. A concentra¢cdao do polimero varia diretamente em
funcdo do grau de resolucdo necessario para separacao das moléculas. Imagine que
um gel constituido por agarose em uma concentragao de 1,5% consegue separar
fragmentos em intervalos de 50 pares de base (pb), enquanto um gel preparado com

agarose a 3% consegue separar fragmentos com diferenga de tamanho de 25 pb.

Em resumo, a distancia percorrida pela molécula no gel de eletroforese é
inversamente proporcional ao seu tamanho, ou seja, os fragmentos que mais se

aproximaram do anodo durante a corrida, sdo aqueles com um menor comprimento
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de pares de base. Para interpretar estes resultados e determinar o tamanho exato das
cadeias, sdo utilizadas moléculas-controle cujo tamanho é conhecido (comumente
chamadas de ladders), que servem como espécie de réguas métricas de comparacao, a

partir do qual o tamanho dos amplificados sera determinado.

ApOds a realizagao da corrida de eletroforese, o gel contendo a amostra serd tratado
com corantes fluorescentes e/ou substancias intercalantes de DNA, como brometo de
etideo ou nitrato de prata, que ao impregnarem na molécula e serem contrastados
contra uma fonte de luz ultravioleta, geram uma banda colorimétrica visivel que

corresponde a sequéncia nucleotidica amplificada anteriormente na reacdo de PCR.
Reag¢dao em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

Até o momento todas as modalidades de PCR abordadas dependiam da acgdo
complementar da eletroforese, entretanto, isto ndo é uma regra absoluta. Existe uma
modalidade de PCR, cujo principal atributo é justamente o fato de dispensar as etapas
subsequentes de eletroforese, esta modalidade é denominada reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (PCR em tempo real) ou simplesmente reacdao em cadeia da

polimerase quantitativa (QPCR) (ARYA et al., 2005).

A utilizacdo da PCR em tempo real prevé a utilizacdo de um sistema de detec¢do de
sinal fluorescente acoplado ao termociclador, de modo que a quantidade de copias
amplificadas pode ser quantificada de modo simultdneo a ocorréncia dos ciclos,
diferentemente da PCR convencional, que emite apenas um resultado de carater

qualitativo ao final do processo.

O teor quantitativo desta variante de PCR esta dimensionado nos valores de cycle
threshold (Cr) que sdo calculados pelo equipamento. Esse valor é o ponto no qual o
sinal fluorescente (diretamente proporcional a quantidade de DNA) atinge o limiar da
fase de amplificacdo exponencial. Esta determinacdao numérica baseada nos valores de
Cr cria uma maior taxa de reprodutibilidade, o que é algo vantajoso para pensar a

aplicacdo massiva desta técnica em laboratdrios de pesquisa e diagndstico.
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Conforme citado anteriormente, a PCR em tempo real depende de um mecanismo de
emissdao e deteccdao de sinal fluorescente, haja visto que a quantidade de DNA
presente na reacdo é diretamente proporcional ao sinal captado (BUSTIN et al., 2005).
Em virtude disso, o sistema reacional depende do uso de moléculas que apresentem
esta excitabilidade otica. Estas moléculas sdao conhecidas como fluoréforos, e
promovem a absorcao e emissao de luz quando postas em um comprimento de onda
especifico. Existem alguns tipos de modelos de fluoréforos e sondas empregados na
PCR em tempo real (TAJADINI; PANJEHPOUR; JAVANMARD, 2014), que serao

brevemente citados abaixo:

e SYBR® Green: a molécula se liga entre a cadeia dupla do DNA, e a medida que
ocorre a excitacdo pela luz emitida a sonda emite uma fluorescéncia. Assim,
ciclo apds ciclo o sinal fluorescente captado aumenta, em func¢do da maior
guantidade de fitas duplas disponiveis para a ancoragem do SYBR® Green. Este
fluoréforo de coloragdo esverdeada apresenta boa sensibilidade e é
considerado o de menor custo e maior facilidade de uso. Por outro lado, o fato
dele se ligar em qualquer molécula de dupla fita existente na reac¢do, pode
representar um problema de especificidade e um consideravel viés que

superestime o valor de CT obtido;

e TagMan®: esta molécula corresponde a uma juncdo de duas regides, o
fluoréforo propriamente dito e uma segunda regidao chamada de quencher, que
recebe a energia emitida pelo fluoréforo e a dissipa no sistema. Esta sonda
hibridiza nas cadeias de DNA e a medida que a polimerase exerce sua atividade
de exonuclease ela rompe a ligacao entre o fluoréforo e o quencher, com isso,
o quencher ndo mais dissipa o sinal fluorescente, de modo que este se eleva

consideravelmente, indicando o aumento do niumero de copias amplificadas;

e Molecular beacons: sistema menos empregado do que os modelos anteriores,
cujo funcionamento se baseia em oligonucleotideos que hibridizam em uma
regido especifica da sequéncia alvo, e mediante esta complementaridade
alteram sua conformacao e tornam-se capazes de emitir um sinal fluorescente

detectavel. Estes marcadores podem ser sintetizados para emitir diferentes
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tonalidades colorimétricas, o que permite a utilizacdo de diferentes sondas na
mesma rea¢ao, de modo a identificar simultaneamente dois alvos distintos (LI;
ZHOU; YE, 2008). Dentre todas as moléculas analisadas aqui, esta é a que
promove um maior nivel de especificidade, conseguindo distinguir sequéncias
alvo que diferem entre si por apenas uma base nitrogenada, o que credencia os
mesmos para ensaios de rastreio de mutagbes e identificagbes de padrdes

polimérficos.

Em termos gerais podemos considerar que a PCR em tempo real possui uma maior
praticidade, uma maior velocidade na obtencdo de resultados, a possibilidade de uma
interpretacdo quantitativa mais robusta, além de uma maior reprodutibilidade e
menores niveis de contaminacdo experimental. Por outro lado, requerem
equipamentos com maiores niveis de sofisticacao, e consequentemente com um maior
custo de obtencdo e manutencdo. Assim, ndo se pode inferir categoricamente que
uma modalidade de PCR é melhor ou pior que outra, cabendo ao pesquisador a feitura
de uma andlise ponderada de sua realidade e de suas necessidades, para com base

nisso determinar qual modalidade melhor se adequa a seu contexto de trabalho.
2.3 Métodos de sequenciamento de material genético

Um desdobramento possivel das metodologias de amplificacdo de material genético
discutidas anteriormente, é a utilizacdo destes amplificados para a determinacdo
fidedigna da ordem precisa dos nucleotideos que compdem uma dada cadeia génica
(PAREEK et al., 2011). Portanto, em linhas gerais, os métodos de sequenciamento
possibilitam a determinacdao da identidade particular de uma molécula de DNA,

aumentando consideravelmente o nivel de refino em relacdo aos recursos de PCR.

O advento das tecnologias de sequenciamento é retardatario em relacdo as primeiras
descobertas estruturais da biologia molecular dos anos 50. Somente na década de 70
gue os primeiros modelos de determinacdo das sequéncias de DNA s3do postulados
(HEATHER; CHAIN, 2016). O primeiro deles é proposto pela dupla Allan Maxam e
Walter Gilbert, e parte da premissa que uma clivagem quimica da terminacdo 5" de um

material amplificado marcado radioativamente ird gerar uma série de pequenos
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fragmentos de tamanhos distintos, que serdo separados e ordenados por uma corrida
de eletroforese em placas de vidro (MAXAM; GILBERT, 1977). Como os fragmentos
estdo marcados, torna-se possivel deduzir a sequéncia completa com base na

interpretacao do resultado imagético da autorradiografia.

E importante notar que todo este processo pioneiro estd sendo mediado por
reagentes quimicos clivantes, como os derivados de hidrazina e sulfato de dimetila,

dispensando a participacdo de reacdes de natureza enzimatica.

Ainda na década de 70, o bioquimico britdnico Frederick Sanger e sua equipe,
propdem uma metodologia alternativa para o sequenciamento de DNA.
Diferentemente do modelo anterior, o sequenciamento de Sanger é pautado por uma
acdo enzimatica, centrada na acdao da DNA polimerase, se apropriando das
caracteristicas da reacdo de PCR. Esta metodologia compreende a participacdo de
componentes oriundos da PCR convencional, tais como os desoxirribonucleotideos
fosfatados (DNTPs), os oligonucleotideos iniciadores e a Tag polimerase. A este
somatodrio de elementos sdo acrescidos os didesoxirribonucleotideos de terminacao
(dDNTPs), que correspondem a bases nitrogenadas com dele¢des estruturais na sua
regido 3’, o que impede a formacdo de ligacOes fosfodiéster com o residuo

subsequente e consequentemente interrompem o processo de extensdo da fita.

Como este modelo é uma derivacdo da reacdao de PCR, temos que no decorrer da
mesma os dDNTPs sdo inseridos de modo randoémico na fita amplificada, e como eles
possuem a alteracdo na regido 3’, a extensdo da fita fica paralisada a partir desse
ponto. Estes dDNTPs sdo acoplados a sondas com sinal de fluorescéncia (cada base
com uma tonalidade distinta), o que permite diferencid-los com base na emissdo de
um feixe luminoso automatizado, e com base nesse perfil de reconhecimento a

sequéncia original da fita é inferida pelos algoritmos de leitura.

Imagine que estes dDNTPs estdo sendo incorporados de maneira aleatdria, assim os
fragmentos gerados irdo variar entre si em tamanhos equivalentes a um Unico
nucleotideo. Ao final da reacdo havera um gradiente que ird englobar desde o

fragmento mais curto, contendo um unico residuo, até o fragmento de maior
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comprimento que possua a sequéncia completa do material amplificado. Quando estes
fragmentos forem ordenados pelo sistema de leitura do eletrograma, serd possivel
remontar a sequéncia completa, conforme demonstrado na simplificacdo proposta

abaixo:

A

AT

ATG

ATGC
ATGCC
ATGCCA
ATGCCAG
ATGCCAGT
ATGCCAGTC

ATGCCAGTCA

ATGCCAGTCATGGCTATTACGA

ATGCCAGTCATGGCTATTACGAT

Estes dois modelos apesar de surgirem de modo bastante paralelo, ndo se difundiram
de igual maneira. Em fun¢do do modelo de clivagem quimica de Maxam e Gilbert
necessitar do uso de rotulagem radioativa e depender da manipulacdo de substancias
guimicas com alto potencial de toxicidade, o seu uso nunca se popularizou. Deste
modo, os maquindrios de sequenciamento atualmente presentes nos laboratérios do
mundo inteiro seguem predominantemente o modelo enzimatico de Sanger, cujos

principios foram detalhados acima.
Derivagoes das técnicas de sequenciamento e plataformas de nova geragao

O método de sequenciamento enzimatico abriu caminho para a proposicao de novas
metodologias de sequenciamento, que passam a ser chamadas genericamente de
sequenciamento de nova geracdo. Alguns destes novos recursos de identificacdo de

cadeias longas de DNA, s3o:
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e Pirosequenciamento: é uma metodologia proposta nos anos 90 por Mostafa
Ronaghi, no qual a atividade de sintese de DNA envolve além dos componentes
tradicionais, a participacdo de substratos como adenosina 5 fosfossulfato e
luciferina e moléculas enzimaticas como adenosina trifosfato (ATP) sulforilase,
apirase e luciferase (HARRINGTON et al., 2013). Durante a etapa de adigdo no
nucleotideo ocorre a liberagao paralela de um grupamento pirofosfato, cuja
consequéncia é a liberacdo de uma molécula de ATP, que promove a ac¢do da
luciferase, cujo saldo reacional é a emissdao de um sinal luminoso detectavel
pelo equipamento, a partir do qual se consegue determinar com precisdao quais

residuos formam a fita de DNA;

e Plataformas de sequenciamento de ultima geragdo: as chamadas metodologias
de sequenciamento de ultima geracdo surgidas nos anos 2000, representam
um avan¢o em relacdo aos métodos enzimaticos cldssicos, pois permitem a
sintese paralela em larga escala, no qual milhdes de fragmentos podem ser
sintetizados em uma Unica reacdo, diferentemente do método de Sanger que
promove o sequenciamento individual dos fragmentos (GOODWIN;
MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). Em termos praticos, as plataformas de ultima
geracao representam uma maior velocidade na obtencdo de dados e a
possibilidade de sequenciar genomas inteiros em um intervalo de tempo
consideravelmente menor. Varios exemplos de plataformas que aplicam este
conceito podem ser citados, dos quais as mais representativas sao: plataforma
Roche 454, plataforma Illumina/Solexa de sequenciamento em bibliotecas,
plataforma lon Torrent de sequenciamento baseado em chips semicondutores

e plataforma ABI SOLiD (MARDIS, 2013);

e Single-molecule, Real Time DNA sequence (SMRT): o sequenciamento em
tempo real de molécula Unica € uma metodologia derivada da PCR em tempo
real, e promove uma extensdo onde a molécula de DNA polimerase é fixada e
entdo os nucleotideos marcados com fluorescéncia sdo agregados em fracdo de
milissegundos (ROBERTS; CARNEIRO; SCHATZ, 2013). Esta técnica ocorre com

auxilio de nanotecnologia e promove uma alta capacidade de geracdo de
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dados, permitindo o sequenciamento de um genoma longo em uma Unica
corrida, todavia, possuem o mais alto valor operacional e exigem profissionais

com alto nivel de preparo para operacdo e interpretacdo dos dados gerados.

A partir da popularizacdo do conjunto de técnicas discutidas nesse bloco foi possivel a
descricdao de genes inteiros e até de genomas completos de organismos procariotos e
eucariotos, o que representou um aumento exponencial na quantidade de dados
disponiveis para analises. Isto se tornou um dinamo fundamental para o surgimento de
uma area cientifica chamada de bioinformatica, que serd objeto de debate nos

proximos blocos deste material.
Conclusao

Neste bloco tratamos de um conjunto de ferramentas que subsidiam a realiza¢do das
rotinas de pesquisa e de trabalho em biotecnologia. Analisamos os fundamentos
genéticos que estdo envolvidos nas maquinarias celulares, e a partir deste
conhecimento in vivo, modulamos estratégias para reproduzi-los eficientemente in

vitro.

Em fun¢do da primazia das moléculas de DNA, aprendemos como obté-las a partir de
variadas amostras bioldgicas, utilizando para isso as ferramentas de extracdao de acidos
nucleicos. Uma vez obtidas estas cadeias de forma integra, se parte para sua
amplificacdo, de modo a gerar quantidades exponenciais dos fragmentos génicos de
interesse. Para esta finalidade, podem ser utilizadas as reacdes em cadeia da
polimerase (ou simplesmente PCR), acompanhadas das técnicas de eletroforese, na
gual as moléculas migram em um gradiente polimérico através de impulsos elétricos,

de modo a permitir a sua visualizacdo e atestar a eficiéncia de amplificacao.

Além da modalidade convencional, tratamos da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real, evidenciando o fato da mesma permitir uma quantificacdo do teor de DNA
presente nas amostras, além de dispensar as etapas de visualizacdo em eletroforese,
haja visto que os equipamentos dispdem de um sistema de leitura dptica que

guantifica a intensidade de sinal fluorescente liberado na reacdo. Para a producdo
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destes sistemas de reacdo, foram apresentadas como possibilidades os modelos de

SYBR® Green, TagMan® e molecular beacons.

Como derivagao natural dos processos de amplificagdo de material genético, existem
as ferramentas de sequenciamento de material genético, que permitem determinar a
identidade particular de uma molécula de DNA, aumentando consideravelmente o
nivel de refino em relagdo aos recursos de PCR. Para isso, foram propostos
inicialmente o modelo quimico de Maxam e Gilbert e 0 modelo enzimatico de Sanger,
sendo que o Uultimo acabou logrando uma maior popularidade em virtude da

reprodutibilidade de seus protocolos e de uma menor toxicidade de seus reagentes.

De modo a dialogar com as novas fronteiras trilhadas pela biotecnologia, foram
apresentadas as metodologias de sequenciamento contemporaneas, tais como o
pirosequenciamento, baseado em reagcdes exergdnicas pautadas no elemento fdsforo,
o sequenciamento em tempo real de molécula uUnica e as plataformas de nova geracao
gue permitem um ganho de velocidade na producdao e interpretacdao dos dados
gendmicos, cujos exemplos elencados foram a plataforma Roche 454, plataforma
lllumina/Solexa de sequenciamento em bibliotecas, plataforma lon Torrent de

sequenciamento baseado em chips semicondutores e plataforma ABI SOLID.
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3 BIOTECNOLOGIA APLICADA AO MELHORAMENTO GENETICO

APRESENTACAO

Neste terceiro bloco iremos entender como a biotecnologia tem contribuido com a
agricultura, com o aumento mundial da produ¢ao de alimentos e com a geragao de
outros bioprodutos de interesse econdmico e terapéutico, a partir do melhoramento

genético de plantas e animais.

Pois bem, vocé sabia que o 6leo de soja que vocé utiliza no preparo dos seus
alimentos, ou que o salgadinho de milho que vocé ingere no seu lanche, podem ser
derivados diretos de organismos geneticamente modificados? Assim, o nosso objetivo
com este bloco é apresentar as principais formas de transgenia e manipulacdo
genética nestes organismos, destacando as suas potencialidades, além de discutir
criticamente os aspectos legais e bioéticos que regulam estas atividades e determinam

até onde podemos ir enquanto pesquisadores que somos.
3.1 Melhoramento genético vegetal

O melhoramento de plantas acompanha empiricamente o prdprio desenrolar das
sociedades humanas, sendo iniciado quando estes grupos se tornam sedentarios e
instituem as primeiras praticas agropastoris. Inicialmente este processo de
melhoramento se dava com base na selecdo nado-sistematizada das variantes que
apresentavam as caracteristicas agronémicas de maior interesse. A medida que os
primeiros conhecimentos a respeito de hereditariedade foram sendo formulados pelos
pressupostos mendelianos, o melhoramento passou a se basear em enxertias,
cruzamentos controlados e monitoramento dos caracteres apresentados nas geragdes-

filhas.

Entretanto, este melhoramento convencional ficava restrito as barreiras naturais
daquela espécie, logo, nem sempre a caracteristica desejada estava disponivel na
espécie em questdo ou os genes presentes para codificar uma determinada

carateristica de interesse ndo alcancavam a expressdo necessaria. Mediante este
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contexto, a grande contribuicdo da chamada biotecnologia vegetal, foi permitir a
superacdo das barreiras naturais das espécies, seja por meio inespecificos como a
inducdo de mutacdes ou por meio direcionados como a criacdo de transgénicos, que
sdo organismos que exibem um ou mais genes facultados artificialmente de outra

espécie.

Antes de detalhar as diferentes técnicas de melhoramento, reunimos um conjunto de
possiveis aplicacdes de interesse agrondémico e cientifico que foram, e sdo, almejadas

pelas multiplas vertentes da biotecnologia vegetal:

e Eliminacdo de aculeos, espinhos e compostos de potencial toxico e/ou

alergénico em cultivares agricolas;

e Obtencdo de cultivares com maior nimero de frutos e com frutos de maior
tamanho, com menor quantidade de sementes e mesmo com maior liberacao

de compostos aromaticos;

e Obtencdo de cultivares cujos graos ndao debulhem com o florescimento da

espiga;

e Obtencao de cultivares com maior tolerancia a situagdes de estresse hidrico e

térmico;

e Obtencdo de cultivares com maior nivel de resisténcia a situacdes abidticas

adversas, como elevadas concentracdes de aluminio no solo;

e Obtencao de variantes com maior resisténcia a a¢ao de patdgenos microbianos

e pragas entomoldgicas;

e Desenvolvimento de plantas ornamentais com maior diversidade de cores em

suas flores e inflorescéncias;

e Desenvolvimento de cultivares com retardamento metabdlico em suas vias
metabdlicas, de modo a gerar géneros alimenticios com maior vida de

prateleira e menor perecibilidade;
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e Producdo de géneros alimenticios com maior teor nutritivo e/ou vitaminico;

e Producgdo de transgénicos a serem utilizadas como produtores de compostos
de interesse terapéutico, como enzimas, antibidticos, vacinas comestiveis e

outros possiveis biofarmacos.
Transformagcao mediada por Agrobacterium tumefaciens

Essa técnica se baseia diretamente no uso desta bactéria gram-negativa presente no
solo, causadora de uma doenga vegetal caracterizada pelo crescimento de tumores na
juncdo entre o caule e a raiz das espécies de dicotiledoneas. Essa doenca é resultado
de um processo natural de transferéncia génica, de modo que esta capacidade de
transferéncia sera utilizada para induzir a insercdo de segmentos génicos de interesse

em plantas a serem melhoradas.

O segmento contendo o gene de interesse é inserido no plasmideo bacteriano
(chamado de plasmideo Ti), apds isso as bactérias contendo o plasmideo com os genes
de interesse sdao cultivadas e postas em contato com as células vegetais (ANDRADE;
SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003). A bactéria promoverda a infeccdo da planta, e
consequentemente ird incorporar o gene de interesse em meio ao genoma vegetal,
gerando calos e brotos transformados. Apds o desenvolvimento dos brotos é
necessario a realizacdo de etapas de rastreio para verificar por meio de testes de DNA
se as plantas de fato estdo portando aquele gene exdégeno, ou seja, se as mesmas de

fato podem ser consideradas transgénicas.

No que diz respeito a esta técnica de transformacao mediada por bactéria, duas
ressalvas importantes precisam ser feitas. Durante o processo de manipula¢do do
plasmideo bacteriano, a regido responsdvel por induzir o adoecimento deve ser
desarmada, caso contrario, ao invés de promover a transgenia, o processo ird induzir a
formacdo de calos cancerosos na planta. Por fim, é importante lembrar que a
Agrobacterium tumefaciens sé consegue infectar as dicotiledéneas, logo esta técnica
de transformacdo vegetal ndo é passivel de ser aplicada em organismos que

pertencam ao extenso grupo das monocotiledéneas (GELVIN, 2003).
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Muito embora as abordagens mais consagradas envolvam esta bactéria, abordagens
mais recentes exploram estes mecanismos de inser¢do de DNA exdgeno utilizando
outros organismos microscopicos, notadamente virus fitopatogénicos. Alguns dos virus
investigados para esta finalidade sdao os virus de DNA fita simples do grupo Geminivirus
e ainda algumas espécies indutoras de faixas de mosaico e desregulacdo dos vasos

circulatérios, distribuidas no extenso género Caulimovirus.
Transformacgado nuclear direta

Estes processos se baseiam na manipulacdo dos protoplastos, que sdao as células
vegetais desprovidas de parede celular e, portanto, mais permissivas a entrada dos
segmentos de DNA exdgeno. Para atingir este estado protoplasmico, as células sdo
tratadas com celulase para digestdo dos polissacarideos complexos da parede e com
pectinase para remocao de agregados e debris celulares restantes. Apds isso, os
insertos contendo o DNA de interesse podem ser internalizados nas células através de
reagentes quimicos que induzam permeabilidade, por eletroporacdao que se vale de
pulsos e ondas elétricas para a criacdo de poros membranares transitorios e por acdo
de nanomoléculas vesiculares denominadas lipossomas, que empacotam o DNA de
interesse no seu interior e atravessam as estruturas de membrana através de

interagdes hidrofdbicas.

Estas técnicas de transformacdo direcionadas aos protoplastos promovem uma
recombinacdo ndao homodloga, nos quais a insercado do DNA de interesse no
cromossomo vegetal se da de modo aleatédrio, e apds a insercao este DNA inserido ndo
terd uma replicacdo independente, uma vez que ira depender da replicacdo do

cromossomo nativo.

Além das manipulac¢des de cloroplastos discutidas aqui, uma outra forma de promover
a insercdo direta do DNA de interesse é através dos recursos de biobalistica. Como a
prépria terminologia da palavra indica, o DNA é inserido nas células vegetais através
de uma espécie de “tiro”, que introduz as multiplas copias dos segmentos génicos de
modo aleatério em diferentes pontos do caridtipo celular. Para que o DNA seja

propulsionado em uma camara balistica, ele é aderido em diminutas esferas
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microscopicas de ouro ou tungsténio que sdo arremessadas em alta pressdo contra as
células, de modo a conseguir produzir resultados mesmo em células de revestimento

espesso que nao seriam transformadas pelas alternativas discutidas anteriormente.
Transformacgao de cloroplastos

Por fim, uma outra possibilidade para promover a transgenia de organismos vegetais é
agir sobre o genoma circular presentes nos multiplos cloroplastos. Estas organelas
possuem caracteristica poliploide e sdo abundantes nas células fotossintéticas, assim a
insercdo de genes em seu genoma pode promover niveis de expressdao mais
acentuados do que insertos presentes no genoma nuclear, o que pode significar uma

vantagem deste método em relacdo aos anteriores.

Outra vantagem consideravel é que o genoma presente no cloroplasto ndo é
encontrado nas células germinativas do pdlen, isto acaba criando uma barreira natural
a propagacdo da caracteristica transgénica por cruzamentos, o que em termos de
biosseguridade significa um menor risco de escape génico para variantes selvagens ndo

modificadas.

Estes processos de transformacdo homdloga dos cloroplastos possuem uma certa
instabilidade, uma vez que cada célula possui inUmeros cloroplastos e nem todos serao
transformados homogeneamente, assim o processo deve envolver genes repdrteres
ou marcas de selecdo. Estas marcas de selecao correspondem a caracteristicas que
serdo utilizadas em etapas de triagem, de modo a diferenciar as células transformadas
daquelas nas quais ndo houve a transformacdo desejada. A principal marca de selegao
utilizada sdo as baseadas no uso de antibidticos, nos quais as variantes transformadas
possuem tolerancia a presenca de antibidticos, de modo que apds varias rodadas de
selecdo e regeneracao os brotos transformados sdo identificados e cultivados de modo
preciso em sistemas de regeneracao in vitro com condicGes climaticas e hormonais
bem definidas, gerando cultivares transgénicas que representem ganhos tecnoldgicos,

agrondmicos e econémicos.
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3.2 Melhoramento genético animal

Assim como observado anteriormente nos organismos vegetais, as técnicas de edicdo
e melhoramento genético e de transgenia podem ser aplicadas em organismos
animais, explorando outras peculiaridades bioldgicas, que serdo detalhadas e

discutidas aqui.

Antes de passarmos a analisar os métodos individualmente, é importante recuperar o
conceito de organismo transgénico. De acordo com a definicdo postulada por
Fukamizu (1993), pode ser classificado como um organismo transgénico aquele cujo
patrimonio genético foi artificialmente manipulado pela introdugao, modificacdo,
substituicdo ou delecdo de um gene, alterando todas as células do organismo, inclusive
as germinativas, de tal forma que a modificacdo genética seja transmitida a sua prole

direta.

Estes recursos de intervencdo génica podem adotar estratégias distintas, de modo que
em algumas situagGes se opta por adicionar um gene exdgeno ou mesmo a
hiperpotencializacdo da expressdao de genes ja presentes na constituicdo
cromossOmica daquele organismo. Em outras situacdes é possivel promover a
substituicdo e até a inativacdao completa de um gene ja existente no genoma nuclear,

gerando modelos transgénicos que serdo chamados genericamente de knockout.

Este montante de possibilidades pode estar a servico de variadas aplicabilidades

zootécnicas, farmacéuticas e cientificas, dentre as quais podem ser citadas:

e Selecdo de animais e linhagens com maior taxa de prolificidade e maior

velocidade em atingir idade reprodutiva;

e Selecdo de animais com maior deposicdao muscular e maior qualidade da carne,
cujo exemplo possivel é a identificacdo de suinos com maior expressdo do gene
responsavel por codificar halotano, importante para rastrear animais com

potencial de produzir um perfil de carcaca com maior valor agregado;

e Selecdo de animais com maior taxa de producdo de leite, 13 ou ovos;
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e |Investigacdo de modelos para obtencdo de xenotransplantes, otimizando

caracteristicas de compatibilidade fisioldgica e imunoldgica;

e Obtencao de modelos de estudo para diversas sindromes e condi¢des, de modo

a investigar a etiologia de mecanismos patolégicos diversos;

e Investigacdo de modelos que otimizem a condugdo de ensaios pré-clinicos e
clinicos de verificacdo de inocuidade e de efetividade de biomoléculas de

interesse;

e Proposicdo de animais biorreatores, que consigam produzir em larga escala
substancias e moléculas de interesse farmacoldgico, a serem liberadas no leite
ou na urina, a partir das quais serdao purificadas e isoladas (COLLARES et al.,
2007). Alguns exemplos de sucesso para esta abordagem sdo a producdo
recombinante de multiplos fatores de coagulacdo humano, proteina C,
hemoglobina, antitrombina, albumina e alfa 1-antitripsina, transferrina e

hormonio do crescimento humano;

e Investigacdo de vias menos usuais de producdo de substadncias heterélogas em
animais transgénicos, tais como sangue, sémen, clara de ovos de aves

domeésticas e ovas de peixe.
Transferéncia de DNA mediada por espermatozoides

Esta técnica se vale da caracteristica natural dos espermatozoides, de modo a utilizar
0s mesmos como vetores da transferéncia génica. Para isso utiliza-se um anticorpo
monoclonal que se ligue ao DNA exdégeno que se quer introduzir, este mesmo
anticorpo se fixa ao espermatozoide, de modo a garantir que quando ocorrer a
fertilizacdo o DNA exdgeno terd sido carreado passivamente para a estrutura nuclear
do embrido em formacdo. Algumas alternativas a este processo de fixacdo baseado em
anticorpos sdo a utilizacdo de pulsos elétricos em aparelhos de eletroporacdao ou o
empacotamento do DNA em microscdpicas vesiculas lipossomais que serdao incubadas

com os espermatozoides, a partir do qual ocorrerd a internalizacao por endocitose.
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Apesar de partir de um pressuposto bastante simples, esta técnica enfrenta problemas
relacionados a uma baixa taxa de incorporagdao de DNA no espermatozoide e a alta
taxa de degradacdo promovida por enzimas do fluido seminal que acabam destruindo

a molécula de DNA que se quer introduzir no futuro embrido (GORDON, 1989).
Transferéncia de DNA mediada por infec¢ao viral

Esta estratégia explora a capacidade bioldgica inata que os retrovirus tém de invadir
células hospedeiras (JAHNER; JAENISCH, 1985). Para isso, a capacidade de
multiplicacdo do virus deve ser desarmada através da delecdo génica, criando espaco
para inser¢ao dos genes de interesse e removendo os genes que possam significar
algum efeito deletério sobre o hospedeiro. Uma vez obtidos os retrovirus modificados,
estes sdo introduzidos nas células embriondrias através de injecdo direta no espacgo
perivitelino, ou mesmo de co-cultivo de células embriondrias em suspensées contendo

altas concentracées de particulas virais.

Algumas das vantagens deste método sdo o fato de dispensarem os onerosos e
complexos equipamentos de micromanipula¢do, além de permitirem o acesso a
espécies cujas altas quantidades de embrides sdo indisponiveis. Por outro lado, o uso
destes retrovirus possui uma limitacdo de tamanho em relagdo a sequéncia a ser
carreada, além de sé poderem ser empregados em células em divisdo. Outro ponto
qgue deve ser ponderado com cautela é o fato do material retroviral sofrer uma
integracdo aleatdria no genoma da célula hospedeira, o que pode significar resultados
indesejados como a ocorréncia de mutacdes incompativeis com a vida embrionaria

gue culminem na morte fetal.
Transferéncia de DNA mediada por transposons

Este recurso de transgenia é baseado na capacidade exibida por determinadas
sequéncias de DNA, que conseguem se mover internamente no genoma de uma célula,
criando um gradiente de possibilidades de integracdo genOmica aleatdria. Assim, a
sequéncia génica de interesse é acoplada a estes transposons, que serdo imbricados
em meio ao genoma do eventual embrido transgénico. E importante pontuar que para

gue se tenha controle sobre esse processo é necessario deletar a sequéncia
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responsavel por codificar a enzima transposase, caso contrdrio, o transposon
recombinante pode continuar promovendo novas e imprevisiveis recombinagdes

randdmicas.
Microinjegcao pronuclear

Esta talvez seja a mais popular dentre as técnicas de melhoramento da biotecnologia
animal. Este processo foi inicialmente aplicado em animais de bioterismo, e
posteriormente expandido para outras espécies de vertebrados, nas quais se incluem
suinos, ovinos, bovinos, aves e mesmo peixes. Este modelo, diferente de alguns dos
comentados anteriormente, permite a introducdo de sequéncias longas nas células a
serem transformadas, o que se justifica no instrumental técnico envolvido na execugao
da técnica. A condugdo da mesma envolve um microcomputador acoplado a um
microscopio invertido equipado com micromanipuladores de elevada sensibilidade
manual, que correspondem a espécies de microagulhas de succdo e a micropipetas
que transpdem a zona pelucida dos odcitos, depositando o DNA exdgeno no interior
dos pré-nucleos que precedem a fusdo definitiva dos nucleos das células germinativas.
Em termos gerais, se opta pelo pré-nucleo oriundo do gameta masculino, que em
funcdo de seu maior tamanho possuem uma melhor visibilidade, o que confere uma

maior facilidade de manipulacgao.

Apds a injegdao, o embrido modificado permanece em um sistema in vitro de cultivo
celular até que atinja um determinado nivel de maturagdo, onde serdao avaliados
morfologicamente e sé entdo transferidos para o oviduto de fémeas receptoras
sincronizadas hormonalmente. Apds o diagndstico de implantacdo as fémeas
receptoras serdo acompanhadas durante o processo gestacional, e apds o parto os
filhotes terdao amostras colhidas para que se execute testes que confirmem a eficiéncia

da transgenia em seus alelos cromossomicos.

As linhagens transgénicas obtidas por esse caminho tendem a possuir uma elevada
estabilidade nos padrdes de hereditariedade dos caracteres adquiridos, entretanto, a

técnica é bastante laboriosa, além de sé poder ser aplicada em embrides em estados
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muito seminais de desenvolvimento, e ainda assim, ndo haverd a garantia que a

incorporacdo do gene de interesse ird ocorrer precisamente na regido desejada.
Transferéncia nuclear

Assim como na técnica anterior, a transferéncia nuclear também é dependente das
etapas de micromanipulagdo para introducao do DNA exdgeno nas células somaticas a
serem transformadas. A medida que as células transgénicas estdao tendo seu nucleo
celular modificado por micromanipulagdo, é necessario a obtencdo de odcitos
maturados em fase de meiose provenientes de fémeas doadoras. Estes odcitos obtidos
sofrerdo etapas de enucleacdo, de modo que o nucleo serd descartado e apenas o seu

citoplasma serd aproveitado nas etapas subsequentes.

Apds a obtencdo da célula modificada e do odcitos receptores enucleados, sdo
realizadas as etapas de transferéncia nuclear, na qual o nucleo das células transgénicas
é transferido para o envoltdrio citoplasmatico das células previamente enucleadas. A
transferéncia é concretizada através do fusionamento entre ambas as partes, por meio
de eletroporacao ou de solu¢Ges catalisadoras de reag¢des quimicas. Caso se alcance
éxito, o animal transgénico carregara as caracteristicas genotipicas contidas no nucleo

da célula doadora.
3.3 Aspectos regulatdrios e biosseguranga

Apesar de uma série de vantagens e incrementos tecnoldgicos que os recursos de
transgenia e edicdao génica aplicados ao melhoramento genético representaram, é
preciso ponderar as desvantagens e os possiveis 0nus que estas técnicas podem
significar. O advento das técnicas de engenharia genética reverberou uma série de
preocupacdes relacionadas a questdes de escape génico, e os possiveis impactos
ecoldgicos destes fenOmenos sob o patrimonio genético nativo e mesmo relacionados

a questdes bioéticas e suas implicancias juridicas e estatutarias.

No intuito de coibir o uso irresponsavel e desproporcional destas técnicas e definir os
limites de aplicacdo destas abordagens nos organismos animais, vegetais e sobretudo

relacionados a manipulacdo de células tronco e materiais de origem humana é que se
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determinou a criagao regimental da Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBio). De modo mais preciso caba a CTNBio formular e implementar as diretrizes
relacionadas aos organismos geneticamente modificados no Brasil, assim como
estabelecer normas e pareceres técnicos que assegurem a biosseguranca das
populagcdes humanas, dos demais organismos vivos e do ambiente em relacdo a
atividades que envolvam direta ou indiretamente a construgdao, experimentagao,
cultivo, manipulacdo, transporte, comercializacdo, consumo, armazenamento,

liberagdo e descarte de OGM e derivados.

Todas estas determinacdes e resolugcbes que tangem a politica nacional de
biosseguranca estao fixadas no texto legal da lei n® 11.105 de 24 de margo de 2005. No
intuito de construir um panorama geral a respeito das normas que regulamentam o
uso das técnicas de melhoramento e transgenia apresentadas neste bloco e dos
principais marcos tratados por este ditame legal, estdo apresentados abaixo os seus

principais artigos, paragrafos e incisos.

Art. 1° Esta Lei estabelece normas de seguranca e mecanismos de
fiscalizagdo sobre a construgdo, o cultivo, a produgdo, a manipulagdo, o
transporte, a transferéncia, a importacdo, a exportagdo, o armazenamento,
a pesquisa, a comercializagdo, o consumo, a liberagdo no meio ambiente e o
descarte de organismos geneticamente modificados — OGM e seus
derivados, tendo como diretrizes o estimulo ao avanco cientifico na area de
biosseguranca e biotecnologia, a protecdo a vida e a saide humana, animal
e vegetal, e a observancia do principio da precaucdo para a protecdo do
meio ambiente.

§ 3° Os interessados em realizar atividade prevista nesta Lei deverao
requerer autorizacdo a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
— CTNBio, que se manifestara no prazo fixado em regulamento.

§ 4° As organizagdes publicas e privadas, nacionais, estrangeiras ou
internacionais, financiadoras ou patrocinadoras de atividades ou de
projetos referidos no caput deste artigo devem exigir a apresentacdo
de Certificado de Qualidade em Biosseguranca, emitido pela CTNBio,
sob pena de se tornarem corresponsaveis pelos eventuais efeitos
decorrentes do descumprimento desta Lei ou de sua
regulamentacdo.

Art. 3° Para os efeitos desta Lei, considera-se:

| — organismo: toda entidade biolégica capaz de reproduzir ou
transferir material genético, inclusive virus e outras classes que
venham a ser conhecidas;
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Il — acido desoxirribonucleico - DNA, acido ribonucleico - RNA:
material genético que contém informagdes determinantes dos
caracteres hereditarios transmissiveis a descendéncia;

IIl — moléculas de DNA/RNA recombinante: as moléculas manipuladas
fora das células vivas mediante a modificacdo de segmentos de
DNA/RNA natural ou sintético e que possam multiplicar-se em uma
célula viva, ou ainda as moléculas de DNA/RNA resultantes dessa
multiplicagdo; consideram-se também os segmentos de DNA/RNA
sintéticos equivalentes aos de DNA/RNA natural;

IV — engenharia genética: atividade de produg¢do e manipulagdo de
moléculas de DNA/RNA recombinante;

V — organismo geneticamente modificado - OGM: organismo cujo
material genético — DNA/RNA tenha sido modificado por qualquer
técnica de engenharia genética;

VI — derivado de OGM: produto obtido de OGM e que ndo possua
capacidade autonoma de replicagdo ou que ndo contenha forma
viavel de OGM;

VII — célula germinal humana: célula-mae responsavel pela formagao
de gametas presentes nas glandulas sexuais femininas e masculinas e
suas descendentes diretas em qualquer grau de ploidia;

VIII — clonagem: processo de reproducdo assexuada, produzida
artificialmente, baseada em um Unico patriménio genético, com ou
sem utilizacdo de técnicas de engenharia genética;

IX — clonagem para fins reprodutivos: clonagem com a finalidade de
obtencdo de um individuo; X — clonagem terapéutica: clonagem com
a finalidade de produgdo de células-tronco embriondrias para
utilizacdo terapéutica;

Xl — células-tronco embriondrias: células de embrido que apresentam
a capacidade de se transformar em células de qualquer tecido de um
organismo.

§ 1° Nao se inclui na categoria de OGM o resultante de técnicas que
impliguem a introdugdo direta, num organismo, de material
hereditario, desde que ndo envolvam a utilizagdo de moléculas de
DNA/RNA recombinante ou OGM, inclusive fecundacgdo in Vvitro,
conjugacgdo, transducdo, transformacdo, indugdo poliploide e
qualquer outro processo natural.

§ 2° Nao se inclui na categoria de derivado de OGM a substancia
pura, quimicamente definida, obtida por meio de processos
bioldgicos e que ndo contenha OGM, proteina heteréloga ou DNA
recombinante.

Art. 4° Esta Lei ndo se aplica quando a modificagdo genética for obtida por
meio das seguintes técnicas, desde que ndo impliquem a utilizacdo de OGM
como receptor ou doador:

| — mutagénese;

Il — formagao e utilizagdo de células somaticas de hibridoma animal;
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Il = fusdo celular, inclusive a de protoplasma, de células vegetais, que
possa ser produzida mediante métodos tradicionais de cultivo;

IV — autoclonagem de organismos ndo-patogénicos que se processe
de maneira natural.

Art. 5° E permitida, para fins de pesquisa e terapia, a utilizagio de células-
tronco embriondrias obtidas de embrides humanos produzidos por
fertilizagdo in vitro e ndo utilizados no respectivo procedimento, atendidas
as seguintes condigdes:

| — sejam embrides invidveis; ou

Il — sejam embrides congelados ha 3 (trés) anos ou mais, na data da
publicacdo desta Lei, ou que, ja congelados na data da publicacdo
desta Lei, depois de completarem 3 (trés) anos, contados a partir da
data de congelamento.

§ 1° Em qualquer caso, é necessdrio o consentimento dos genitores.

§ 2° InstituicGes de pesquisa e servicos de saude que realizem
pesquisa ou terapia com células-tronco embrionarias humanas
deverdo submeter seus projetos a apreciagdo e aprovagdao dos
respectivos comités de ética em pesquisa.

§ 3° E vedada a comercializacdo do material biolégico a que se refere
este artigo e sua pratica implica o crime tipificado no art. 15 da Lei no
9.434, de 4 de fevereiro de 1997.

CAPITULO Il
Da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca — CTNBio

Art. 10° A CTNBio, integrante do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, é
instancia colegiada multidisciplinar de carater consultivo e deliberativo, para
prestar apoio técnico e de assessoramento ao Governo Federal na
formulagdo, atualizacdo e implementacdo da PNB de OGM e seus derivados,
bem como no estabelecimento de normas técnicas de seguranga e de
pareceres técnicos referentes a autorizagdo para atividades que envolvam
pesquisa e uso comercial de OGM e seus derivados, com base na avaliagdo
de seu risco zoofitossanitario, a saide humana e ao meio ambiente.

Paragrafo Unico. A CTNBio devera acompanhar o desenvolvimento e o
progresso técnico e cientifico nas dreas de biosseguranca, biotecnologia,
bioética e afins, com o objetivo de aumentar sua capacitagdo para a
protecdo da saude humana, dos animais e das plantas e do meio ambiente.

Art. 11° A CTNBio, composta de membros titulares e suplentes, designados
pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, serd constituida por 27
(vinte e sete) cidaddos brasileiros de reconhecida competéncia técnica, de
notdria atuacgdo e saber cientificos, com grau académico de doutor e com
destacada atividade profissional nas areas de biossegurancga, biotecnologia,
biologia, saude humana e animal ou meio ambiente.

Art. 14° Compete a CTNBio:

| — estabelecer normas para as pesquisas com OGM e derivados de

oGM;
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Il — estabelecer normas relativamente as atividades e aos projetos
relacionados a OGM e seus derivados;

Il — estabelecer, no ambito de suas competéncias, critérios de
avaliagdo e monitoramento de risco de OGM e seus derivados;

IV — proceder a anadlise da avaliagdo de risco, caso a caso,
relativamente a atividades e projetos que envolvam OGM e seus
derivados;

V — estabelecer os mecanismos de funcionamento das Comissdes
Internas de Biosseguranga — CIBio, no ambito de cada institui¢do que
se dedique ao ensino, a pesquisa cientifica, ao desenvolvimento
tecnoldgico e a produgdo industrial que envolvam OGM ou seus
derivados;

VI — estabelecer requisitos relativos a biosseguranga para autorizagdo
de funcionamento de laboratdrio, instituicdo ou empresa que
desenvolvera atividades relacionadas a OGM e seus derivados;

VIl — relacionar-se com institui¢cGes voltadas para a biosseguranca de
OGM e seus derivados, em dmbito nacional e internacional;

VIII — autorizar, cadastrar e acompanhar as atividades de pesquisa
com OGM ou derivado de OGM, nos termos da legislagdo em vigor;

IX — autorizar a importagdo de OGM e seus derivados para atividade
de pesquisa;

X — prestar apoio técnico consultivo e de assessoramento ao CNBS na
formulacdo da PNB de OGM e seus derivados;

XI — emitir Certificado de Qualidade em Biosseguranga — CQB para o
desenvolvimento de atividades com OGM e seus derivados em
laboratdrio, instituicdo ou empresa e enviar cépia do processo aos
orgdos de registro e fiscalizagdo referidos no art. 16 desta Lei;

XIl — emitir decisdo técnica, caso a caso, sobre a biosseguranca de
OGM e seus derivados no ambito das atividades de pesquisa e de uso
comercial de OGM e seus derivados, inclusive a classificagdo quanto
ao grau de risco e nivel de biosseguranca exigido, bem como medidas
de seguranca exigidas e restricdes ao uso;

Xl — definir o nivel de biosseguranca a ser aplicado ao OGM e seus
usos, e os respectivos procedimentos e medidas de seguranga quanto
ao seu uso, conforme as normas estabelecidas na regulamentagao
desta Lei, bem como quanto aos seus derivados;

XIV — classificar os OGM segundo a classe de risco, observados os
critérios estabelecidos no regulamento desta Lei;

XV — acompanhar o desenvolvimento e o progresso técnico-cientifico
na biosseguranca de OGM e seus derivados;

XVI — emitir resolugBes, de natureza normativa, sobre as matérias de
sua competéncia;
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XVII — apoiar tecnicamente os érgdaos competentes no processo de
prevengdo e investigagdo de acidentes e de enfermidades,
verificados no curso dos projetos e das atividades com técnicas de
DNA/RNA recombinante;

XVIII — apoiar tecnicamente os érgdos e entidades de registro e
fiscalizagdo, referidos no art. 16 desta Lei, no exercicio de suas
atividades relacionadas a OGM e seus derivados;

XIX — divulgar no Diario Oficial da Unido, previamente a andlise, os
extratos dos pleitos e, posteriormente, dos pareceres dos processos
que lhe forem submetidos, bem como dar ampla publicidade no
Sistema de Informagdes em Biosseguranga — SIB a sua agenda,
processos em tramite, relatdrios anuais, atas das reunides e demais
informagdes sobre suas atividades, excluidas as informagdes
sigilosas, de interesse comercial, apontadas pelo proponente e assim
consideradas pela CTNBio;

XX — identificar atividades e produtos decorrentes do uso de OGM e
seus derivados potencialmente causadores de degradagdo do meio
ambiente ou que possam causar riscos a saude humana;

XXI — reavaliar suas decisdes técnicas por solicitacio de seus
membros ou por recurso dos orgdos e entidades de registro e
fiscalizagdo, fundamentado em fatos ou conhecimentos cientificos
novos, que sejam relevantes quanto a biosseguranga do OGM ou
derivado, na forma desta Lei e seu regulamento;

XXIl — propor a realizagdo de pesquisas e estudos cientificos no
campo da biosseguranca de OGM e seus derivados;

XXIIl — apresentar proposta de regimento interno ao Ministro da
Ciéncia e Tecnologia.

Conclusdo

Neste bloco foram detalhadas as formas pela qual a biotecnologia pode contribuir com
o melhoramento genético de animais e plantas, de modo a atingir uma série de
aplicacdes econdmicas e terapéuticas de interesses, tais como a obtencdo de cultivares
com maior nivel de resisténcia a situagdes abidticas adversas, obtencdo de variantes
com maior resisténcia a acdo de patdgenos microbianos e pragas entomoldgicas,
producdo de alimentos com maior teor nutritivo, selecdao de rebanhos com maior taxa
de producdo de leite, 13 ou ovos, investigacdo de modelos para estudos de processos
fisiopatoldgicos e para obtencdo de xenotransplantes e producdo de transgénicos a
serem utilizados como biorreatores para geracdao de compostos de interesse
terapéutico, como enzimas, antibidticos, vacinas comestiveis e outros possiveis

biofarmacos.
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Para atingir estas finalidades nos organismos vegetais, podem ser empregadas
algumas técnicas, cujas mais representativas sdao a transformag¢ao mediada por
Agrobacterium tumefaciens, a transformacdo nuclear direta e a transformacdo de

cloroplastos.

J& nos organismos animais, os caminhos metodolégicos propostos envolvem
biotécnicas de reproducdao de diferentes niveis de complexidade, dentre as quais a
transferéncia de DNA mediada por espermatozoides, a transferéncia de DNA mediada
por infec¢do viral, a transferéncia de DNA mediada por transposons, a microinjecao

pronuclear e a transferéncia nuclear envolvendo células somaticas modificadas.

Contudo, apesar deste largo espectro de possibilidades de edicdo génica, o bloco
chamou atencdo para necessidade de construir marcos regulatérios que determinem
as situacdes e circunstancias nas quais estes recursos podem ou ndo ser empregados,
0 que gera um importante e fértil debate a respeito da beneficéncia e da nado
maleficéncia que o conhecimento cientifico deve promover. Particular atencdo deve
ser dada a lei 11.105 de 24 de marco de 2005, que além de criar a comissdo técnica
nacional de biosseguranca (CTNBio), oferece todo o substrato legal para discutir o bojo

destas questdes no territério e na realidade brasileira.
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4 BIOTECNOLOGIA APLICADA AS CIENCIAS MEDICAS
Apresentagao

Imagine se a cerca de duas décadas atrds alguém comentasse da possibilidade de
reconstruir tecidos humanos e até érgdos inteiros em laboratério, provavelmente o
fato seria tratado como algo inatingivel ou simplesmente como um puro objeto de
ficcdo cientifica. Todavia, atualmente, devido a interdisciplinaridade e a intersec¢do da
biotecnologia com as ciéncias médicas, noticias como essa comecam a se tornar

possiveis.

Neste bloco, trataremos destas novas fronteiras da medicina, na qual o conhecimento
biotecnoldgico torna-se indispensavel, de modo que discutiremos juntos os
fundamentos e as perspectivas mais contemporaneas no que concerne ao uso de
vacinas génicas contendo DNA e ainda de células tronco na elaboracdo de novas
estratégias terapéuticas para o enfrentamento de doencas desafiadoras. O bloco
apresenta ainda um breve panorama a respeito do uso da bioengenharia na
elaboracdao de materiais seguros e biocompativeis, além de reunir um moderno

catdlogo com casos de sucesso nesta area.
4.1 Células tronco e terapias celulares

Uma das vertentes mais promissoras desta integracdo do conhecimento gendémico
com as ciéncias médicas é o desenvolvimento das chamadas terapias celulares.
Segundo Borojevic e Balduino (2004), estas terapias celulares sdo procedimentos
médicos que usam células vivas para melhorar o funcionamento ou promover a
regeneracdo de tecidos e drgaos acometidos por doencas, processos degenerativos, ou
gue sofreram lesGes traumadticas. Assim, vislumbra-se a possibilidade de introduzir
genes cujo efeito de sua expressdo tenha como impacto positivo a capacidade de

remediar ou prevenir a progressdo de uma determinada manifestacao patoldgica.
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Classificagao das células tronco

A principal forma de classificar estas terapias celulares é de acordo com a linhagem

celular que sera empregada. Assim, os principais tipos celulares possiveis sao:

e (Células somaticas nas quais é possivel introduzir genes que possuam uma

finalidade corretiva em determinados tipos celulares especificos;

e (Células germinativas na qual a introducdo de genes corretivos ocorre em
células de carater reprodutivo, de modo a promover alteragdes mais amplas,
uma vez que a mutagao introduzida sera manifestada em todas as células do

adulto, inclusive as reprodutivas;

e (Células tronco, que correspondem ao principal campo de investigacdo de uso
destas terapias celulares. Isso se justifica na capacidade de autorreplicacdo
esbocada por estas células, apresentando a capacidade de gerar copias
idénticas de si mesmo e ainda de se diferenciarem em tipos celulares
componentes dos mais variados tecidos constitutivos do organismo a que

correspondem.

Pelo fato da primazia que as células tronco ocupam nestas aplicacdes de terapias
celulares, iremos nos concentrar em apresentar suas caracteristicas e 0s recursos
necessarios para sua manipulagdo, de modo a alcancar efeitos biotecnoldgicos
satisfatorios. A principal diferenca que deve ser apresentada aqui, diz respeito a sua
capacidade de diferenciacdo varidvel, seguindo este critério pratico as mesmas podem

ser tipificadas em:

e (Células totipotentes: este tipo celular é o que possui a maior amplitude de
diferenciacdo, possuindo a capacidade de originar todos os mais de duzentos
tecidos que formam o corpo humano, incluindo os tecidos responsaveis por
estruturar a placenta e os demais anexos embriondrios durante o processo
gestacional. Apesar de apresentarem uma considerdvel versatilidade, este
estagio celular é encontrado somente nas primeiras fases de divisao

embrionaria, quando o total de células embrionarias ainda nao ultrapassa o
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montante de 32 células, o que corresponde a aproximadamente quatro dias de
vida. Em funcgao disto é que decorrem as principais dificuldades operacionais e

bioéticas para manipular as células de carater totipotente;

e C(Células pluripotentes: este estdgio celular possui como sinonimia a
terminologia de células multipotentes. As mesmas podem ser obtidas nas
camadas internas dos blastocistos, ou seja, quando o embrido possui de 32 a 64
células, o que ocorre por volta do quinto dia de vida embriondria. Este estagio
celular consegue se diferenciar em praticamente todos os tipos celulares,

exceto as células placentarias e dos demais anexos embrionarios;

e C(Células oligopotentes: este estagio corresponde a fases mais avancadas do
desenvolvimento fetal, em funcdo disto possuem uma menor amplitude de
diferenciacdo, conseguindo se diferenciar em uma quantidade reduzida de
tipos celulares. A fim de exemplificar uma regido tecidual no qual este tipo
celular esta presente podemos citar as criptas do epitélio intestinal, ou mesmo
células-tronco vasculares que se bifurcam em células musculares e células das

tunicas de revestimento endotelial;

e (Células unipotentes: este estdgio celular corresponde a células mais
desenvolvidas e com maior acumulo de especificidades, de modo que sé

conseguem dar origem a células de seu préprio tipo celular.

Além da sua capacidade de diferenciacdo, um outro critério importante para entender

estas células tronco é quanto a sua origem de obtencao.

e (Células tronco embriondrias: como o préprio nome sugere, sdo obtidas de
embriGes humanos e em virtude disto possuem uma maior capacidade de
diferenciacdo, sendo geralmente catalogadas como totipotentes ou
pluripotentes. A obtencdo destas se da a partir de embriGes invidveis para
implantacdo ou a partir de processos de clonagem. No intuito de coibir praticas
irregulares e estabelecer limites bioéticos o uso destas células estd

condicionado e definido no artigo quinto da lei da lei n° 11.105 de 24 de margo
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e (Células tronco adultas: estas células encontradas nos tecidos adultos possuem
como funcdo fisiolégica inata a substituicdo de determinadas populacdes
celulares que vdao morrendo ao longo da histéria do paciente, auxiliando no
reparo de lesdes que eventualmente decaiam sobre seus tecidos e drgdos.
Entretanto, em fungao de sua origem, as mesmas possuem uma capacidade de
diferenciacdo mais estreita, de modo que no maximo conseguem ser
pluripotentes, apesar de sua maioria corresponder a células oligopotentes. Em
termos causais, esta caracteristica cria uma dificuldade operacional para as
terapias celulares, uma vez que grande parte dos tecidos humanos ndo podem

ser eficientemente obtidos a partir do cultivo celular destas células adultas.

Estas células tronco adultas podem ser obtidas a partir do tecido hepatico, da polpa
dentdria, do tecido hematopoiético, do conteido medular contido nos ossos longos e
planares e mesmo do tecido placentario e do corddo umbilical. Apds sua obtencdo se
aplicam uma série de abordagens que se destinam ao seu cultivo celular para obtencao
de uma quantidade exponencial que sustente as etapas de diferenciacdo ou mesmo a

sua criopreservagao para utilizagdo em momentos futuros.
Caracterizagao basica das terapias celulares

Uma vez apresentadas as caracteristicas e peculiaridades das células troncos passamos
a construir uma panorama de compreensao das terapias celulares propriamente ditas.
Este uso terapéutico de linhagens celulares pode ocorrer por caminhos distintos. Uma
possibilidade é a introducdo sistémica de populagdes celulares sadias de modo a
substituir as populacGes celulares que apresentem algum nivel de comprometimento.
Um exemplo bastante comum desta abordagem sdo os transplantes de células da
medula o&ssea para o tratamento de pacientes leucémicos que possuem a

hematogénese comprometida por eventos neoplasicos.

Outra abordagem possivel decorre da expansao in vitro das células progenitoras com
consequente implantacdo no sitio da lesdo a ser recuperada, como por exemplo o uso
de substitutos de pele para recobrir dreas cutaneas extensamente lesionadas, obtidos

a partir de queratinécitos e fibroblastos. Essa abordagem demonstra-se bastante
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promissora sobretudo no campo do desenvolvimento de compostos
dermoepidérmicos para o tratamento de portadores de feridas crénicas e queimados

com falta de areas doadoras.

Além das possibilidades citadas, uma terceira vertente diz respeito ao uso de células
progenitoras pluripotentes que consigam gerar estruturas de maior complexidade
tecidual, que consigam suprir fungdes ausentes, como por exemplo a producdo de
ilhotas pancredticas em pacientes com severos distlurbios endocrinolégicos. Uma
alternativa ao uso de células progenitoras pluripotentes pode ser o co-cultivo de

células tronco oligopotentes de variadas origens teciduais.

Independentemente do tipo de metodologia empregada, a terapia celular pode ser
adicionalmente classificada em autdloga ou alogénica. As terapias autdlogas sdo
aquelas nas quais as células a serem diferenciadas sdao provenientes do préprio
paciente, enquanto as terapias envolvendo transplante alogénico usam células
provenientes de individuos da mesma espécie, mas com constituicdo genética

diferente.
4.2 Bioengenharia e biomateriais nas ciéncias médicas

Além das células tronco propriamente ditas, as terapias celulares utilizam outros
componentes para promoverem a diferenciacao, a recolonizacdo e a remodelacdo do
tecido alvo. Alguns dos compostos requeridos sdo fatores de crescimento, hormonios
e demais mediadores que estimulem a atividade proliferativa das células e ainda uma
série de biomateriais que podem ser utilizados como substratos materiais para
organizacao tridimensional dos tecidos recuperados, criando interfaces que permitam
a interacdo entre os multiplos componentes quimicos e celulares presentes naquele
sistema. Neste espectro do uso dos biomateriais da bioengenharia tecidual é
importante pontuar enfaticamente que estes compostos devem obrigatoriamente ser

biocompativeis, biomiméticos e bioativos.

No intuito de apresentar algumas op¢des de biomateriais que podem ser investigados
para a engenharia tecidual e para usos em terapias celulares podemos citar

brevemente uma vasta quantidade de variantes lipidicas e sobretudo de polimeros,
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dentre os quais o acido hialurdnico, sulfato de condroitina, a dextrana, a quitosana, a
protamina, a polietilenimina, a poliamidoamina e outras proteinas cationizadas como

albumina, atelocoldgeno e gelatina.

Para finalizarmos esta breve secdo destinada a oferecer uma breve provocacao a
respeito do potencial das aplicagdes da terapia celular e da sua intima ligagdo com a
engenharia de tecidos, deixamos uma lista de produtos ja autorizados e catalogados
pela Alliance for Regenerative Medicine que se valem diretamente destas novas

fronteiras do conhecimento biotecnoldgico.

o Alofisel®: terapia alogenética de células-tronco para tratar fistulas perianais

complexas em pacientes com a doenca de Crohn;

e Cartistem®: agente terapéutico celular contendo células-tronco mesenquimais
derivadas do corddo umbilical, indicado para o tratamento de defeitos da
cartilagem do joelho, como cartilagem articular traumadtica, artrite

degenerativa e artrite reumatoide;

e Cellgram-AMI®: injecdo de células-tronco mesenquimais derivadas da medula

Ossea autdloga para o tratamento de infarto agudo do miocardio;

e Cupistem®: tratamento autélogo de células-tronco mesenquimais para reducao

de resposta inflamatéria e promocdo da regeneracdo de tecidos articulares;

e CureSkin®: terapia autdloga de fibroblastos para o tratamento de cicatrizes de

acne;

e Holoclar®: terapia celular baseada em culturas autdlogas de células-tronco
limbares para promocdo da regeneracdao do epitélio da cdrnea, permitindo a

recuperacao da acuidade visual;

e Kaloderm®: terapia celular alogenética para queimaduras profundas de

segundo grau e Ulceras diabéticas no pé;

o KeraHeal®: terapia celular baseada em queratindcitos autdlogos para o
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KeraHeal-Allo®: produto de terapia de queratindcitos do tipo hidrogel para o

tratamento de queimaduras de segundo grau;

LaViv (Azficel-T) ©: terapia celular baseada em fibroblastos autélogos;

Neuronata-r®: terapia autdloga de células-tronco mesenquimais de medula

Ossea aprovada para o tratamento da esclerose lateral amiotrofica;

Queencell®: terapia baseada em células tronco mesenquimais para o

tratamento de disturbios no tecido conjuntivo;

Spherox®: produto contendo esferoides de condrécitos autélogos humanos

para uso em situacdes de ma formacado de cartilagem;

Stemirac®: terapia de células-tronco mesenquimais aprovada para o

tratamento de lesbes medulares;

Temcell®: produto de células mesenquimais, utilizado para o tratamento de
lesdo aguda por radiacdo, doenca pulmonar obstrutiva crénica, doenca de

Crohn, diabetes tipo | e infarto do miocardio;

Aurix®: hematogel biodinamico composto de gel de plasma rico em plaquetas;

Apligraf®: substituto de pele vivo composto por camadas de fibroblastos

humanos e coldgeno de origem bovina;

CardioCel®: substrato cardiovascular que medeia adesdo de células tronco
envolvidas em processos de regeneragao tecidual para o tratamento de

anormalidades cardiovasculares;

Dermagraft®: substituto dérmico formado por células humanas aderidas em

malha soltvel;

Epicel®: produto permanente de substituicdo de pele cultivado a partir das
células dérmicas do préprio paciente. Os queratindcitos autdlogos sdo co-
cultivados com células murinas irradiadas para formar autoenxertos

epidérmicos a serem utilizados em vitimas de queimaduras profundas;
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e Hyalograft 3D®: terapia celular que cultiva fibroblastos de pele autélogos em
matrizes tridimensionais derivadas de acido hialurénico, util para o tratamento

de Ulceras diabéticas;

e JACC®: produto combinado de condrécitos autdlogos e gel de colageno,
indicado para quadros de comprometimento traumatico de cartilagem e

osteocondrite patelar;

e Transcyte®: substituto de pele composto por uma malha de nylon semi-

admissivel e biocompativel para o tratamento da epidermdlise bolhosa;

e Vergenix-STR®: matriz de coldgeno tipo | empregada em quadros de disturbios

do tecido conjuntivo.
4.3 Vacinas génicas

Outra importante interface do conhecimento genético irradiado pela biotecnologia nas
ciéncias médicas diz respeito ao desenvolvimento de vacinas génicas e a construgao de

novas possibilidades de cunho imunoprofilatico.

As estratégias vacinais nada mais sdo do que formas de imunizar previamente um
individuo, de modo que ao entrar em contato com um dado agente etioldgico a sua
memoéria imunolégica elicite uma resposta humoral rapida e efetiva, em vistas a

neutralizar a acdo patogénica do organismo infeccioso.

Este principio foi postulado inicialmente pelo britanico Edward Jenner que a partir de
amostras de secrecdes pustulares da glandula mamaria de bovinos produziu as
primeiras estratégias imunoprotetivas contra a variola humana, abrindo caminho para
a consolidacdo da primeira geracdo de compostos vacinais, que correspondiam a
microrganismos vivos com viruléncia atenuada ou ainda a agentes microbianos mortos
e inativados. Exemplos possiveis desta primeira geracdo de vacinas sao as estratégias
empregadas para enfrentamento de coqueluche e mesmo de tuberculose. Todavia,
esta forma de manufatura bioldgica despertou ao longo do tempo alguns

guestionamentos no que diz respeito a sua inocuidade, a sua dificuldade de
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Na tentativa de aplacar estas questdes e enlarguecer a efetividade de uso das vacinas,
€ que se comegou a pensar naquilo que foi chamado de vacinas de segunda geragao.
Estas sdo na verdade vacinas que substituiram os organismos completos por fracdes de
antigenos purificados e/ou recombinantes, produzidos a partir de abordagens da
biotecnologia industrial e da producdo de organismos modificados pelas técnicas do
DNA recombinante, conforme ja explicado nos blocos anteriores. Este salto geracional
permitiu a elaboracdo de vacinas com maior taxa de protetividade adquirida e com
menores registros de colateralidades, além de permitirem o desenvolvimento de

vacinas polivalentes obtidas a partir do consércio de epitopos antigénicos distintos.

Todavia, mesmo com todo este avango observado no campo da vacinologia, muitos
desafios persistem, sendo assim as novas fronteiras da biotecnologia e o uso do amplo
arsenal de ferramentas da biologia molecular permitiu vislumbrar o desenvolvimento
de vacinas génicas. Neste tipo de vacina ao invés de utilizar um microrganismo
completo ou partes dele, se opta pela utilizacdo de fragmentos génicos ou mesmo de
genes completos que codificam antigenos potencialmente imunogénicos. Para isto,
estes segmentos sdo carreados por DNA plasmidial, que sdo moléculas de DNA

extracromossomico dispostas no ambiente celular de bactérias.

Estes plasmideos tém como funcao direta realizar uma espécie de transporte do DNA
de interesse para o interior das células do individuo a ser imunizado. Para isso estes
plasmideos devem atender a algumas condi¢cdes, dentre elas possuir origem de
replicacdo em bactérias, o que permite a sua eficiente duplicacdo, de modo a obter
centenas de coépias por célula, além de necessitarem de genes de selecdo que
permitam identificar precisamente os clones em que a inser¢do se deu de modo
adequado. E necessario ainda um sitio multiplo de clonagem a ser clivado com enzimas
de restricdo, permitindo a insercdao do gene de interesse, e por fim é necessario a
presenca de promotores que permitam a transcricdo do gene de interesse em células

eucaridticas (RODRIGUES JUNIOR et al., 2004).

Apds estas etapas de construgcdo do plasmideo contendo o DNA de interesse, é
necessario a administracdo do plasmideo no hospedeiro, para que eles consigam se

internalizar nas células e fornecer ao organismo a informacdo genética necessaria para
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a sintese do antigeno com as caracteristicas apropriadas para a deflagracdo da

resposta imune.
Vias de administra¢ao das vacinas génicas

Para promover a internalizacdo destes plasmideos modificados no organismo dos
individuos que serdo vacinados, podem ser explorados diferentes recursos, os quais

serdo apresentados e detalhados a seguir.

e Via Intramuscular: possui como maior caracteristica a praticidade e o baixo
custo, entretanto, dependem de elevadas quantidades de plasmideos para
desencadearem uma resposta imune, haja visto que esta forma de distribuicdo
cria uma maior dificuldade de penetrar no nucleo das células em fungao do
tamanho e da carga da molécula, além de deixarem o conteudo plasmidial mais

susceptivel ao ataque enzimdatico de nucleases endégenas;

e Carreadores constituidos por microrganismos vivos: este sistema de
administracdo explora a habilidade intrinseca que determinados agentes
microbianos tém de promover a invasado de células da superficie de mucosas, e
ao fazerem isto carreiam passivamente o DNA plasmidial para o interior das
células de interesse. Para utilizar microrganismos para este fim se faz
necessario a sua modificacdo genética, para assegurar que eles invadam as
células e entreguem o DNA de interesse, mas ndo provoquem nenhum tipo de

dano para os tecidos e 6rgdos do paciente que recebeu a vacina;

e Carreadores constituidos por sistemas particulados: este sistema de
administracdo é dependente de particulas microscopicas onde a molécula
imunogénica de interesse é incorporada no interior de pequenas particulas,
através de técnicas de encapsulamento e adsorcdo. A grande vantagem
alcancada por este sistema de entrega é a facilidade de transporte e a protecao
gue estas particulas criam para o imundgeno, diminuindo as chances que eles

sejam degradados antes do tempo.
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Alguns dos sistemas particulados disponiveis para este fim sado:

e Biobalistica: neste modelo o DNA é adsorvido em particulas de ouro, e essas
sao depositadas em espécies de cartuchos, que aceleram as nanoparticulas
contra a pele do hospedeiro a ser imunizado. Ao atingir a célula, o DNA se
desprende da nanoparticula de ouro, alcanga o nucleo celular e promove a

sintese do imundgeno que ird conferir protecao;

e Lipossomos catidnicos: sdo microscépicas vesiculas aquosas circundadas por
bicamadas lipidicas que criam envoltérios que abrigam o contelddo plasmidial e
garantem que estas substancias se distribuam até os tecidos do hospedeiro

através dos mecanismos celulares de endocitose;

e Microesferas poliméricas biodegradaveis: este sistema de entrega se utiliza de
microesferas poliméricas para envelopar o DNA plasmidial e garantir sua
biodisponibilidade, assegurando que o organismo do hospedeiro consiga

processa-lo e a partir disto induza uma memaria imunoldgica protetiva.
Farmacocinética e biodistribuicio do DNA plasmidial

Apds a administracdo o DNA plasmidial alcanga os tecidos, de modo que o tempo de
permanéncia e de expressdo do antigeno varia de tecido para tecido. Esse tempo de
permanéncia na qual o DNA insertado permanece no tecido é uma razao direta da
eficacia da vacina génica, afinal se o DNA ficar disponivel por um intervalo curto, ndo
havera tempo suficiente para que o sistema imune por meio dos linfécitos T e B
processe as moléculas a serem expressas. Assim um dos principais desafios é garantir

um tempo de meia vida razoavelmente elevado.

Outro fator a ser ponderado neste processo de biodistribuicdo € que um Unico
plasmideo pode carrear paralelamente genes distintos, o que pode ser uma forma de
otimizar o delineamento de estratégias vacinais utilizando estas vacinas génicas,
criando a longo prazo uma alternativa exequivel para reducdo de custos totais de

producdo e administracao.
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Apesar de chamar atencdo para uma série de vantagens que estas vacinas oferecem, é
importante analisar com bastante cautela os eventuais efeitos colaterais indesejados
gue hipoteticamente esta abordagem pode carregar. A insercdo de um segmento de
DNA exdégeno no genoma humano pode criar mecanismos de integracao genémico em
sitios indesejdveis, de modo que o resultado desta integracdo génica acabe
provocando mutag¢des em regides codificantes importantes ou ainda acabe por
apresentar um risco de ativacdo de oncogenes que possam significar um aumento da

probabilidade de aparecimento de eventos neopldsicos.

Além disto, a depender da forma que o processo de biodistribuicdo ocorra, ao invés de
promover a ativacdo de uma resposta imune duradoura ele pode acabar induzindo um
processo de tolerancia imunoldgica, na qual a proteina a ser sintetizada ndo seja
percebida pelos 6rgaos linfoides do paciente como uma molécula imunogénica, e
consequentemente ndo ative os mecanismos da imunidade celular e humoral. O risco
contrario também deve ser ponderado, é preciso que os ensaios clinicos destas vacinas
verifiguem a possibilidade de inducdo de respostas de cardter autoimune ou ainda a
producdo inespecifica de anticorpos, que ao invés de reconhecerem a particula

imunogénica acabem se ligando indesejavelmente as demais partes do plasmideo.
Conclusao

Neste bloco foram apresentadas diferentes aplicacdes biotecnoldgicas que dialogam
diretamente com as ciéncias médicas, de modo a produzir novas abordagens possiveis

para a promocao da saude e para a consolidacdo de novos recursos terapéuticos.

Uma das mais promissoras abordagens envolvendo estas ferramentas biotecnoldgicas
sdo as terapias celulares, entendidas genericamente como procedimentos médicos
gue usam células vivas para melhorar o funcionamento ou promover a regeneracdo de
tecidos e érgdos acometidos por doencas, processos degenerativos, ou que sofreram
lesbes traumaticas. Para obter tal efeito se recorre a versatilidade das células tronco,
gue sdo células que acumulam a capacidade de diferenciacdo em outros tipos
celulares. Quanto a sua origem estas células podem ser classificadas como células

tronco embriondrias ou adultas, e quanto a sua capacidade de diferenciacdo elas
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podem ser tipificadas em totipotentes, pluripotentes, oligopotentes e unipotentes,
sendo que quanto mais recentes os estagios embriondrios de onde sao obtidas maior

serd o seu espectro de diferenciagao.

A execucdo propriamente dita destas terapias celulares pode se dar por um caminho
autélogo ou alogénico, e seguir diferentes abordagens nas quais se incluem a
introducdao sistémica de populagbes celulares sadias de modo a substituir as
populacdes celulares que apresentem algum nivel de comprometimento, a expansao
in vitro das células progenitoras com consequente implantagao no sitio da lesdo a ser
recuperada e ainda ao uso de células progenitoras pluripotentes que consigam gerar
estruturas de maior complexidade tecidual. No intuito de subsidiar o desenvolvimento
destas estruturas teciduais de maior complexidade é que s3do mobilizados a
participacdo de diversos biomateriais que correspondem a produtos biocompativeis,
biomiméticos e bioativos que possam ser utilizados no contexto regenerativo da

engenharia tecidual.

Outra contribuicdo biotecnolédgica diz respeito as vacinas génicas. Essas sdo uma
espécie de terceira geracdo da vacinologia, na qual genes e/ou fragmentos génicos
inseridos em moléculas de DNA plasmidial sdo postos em contato com o hospedeiro
humano através de via intramuscular ou de sistemas de carregamento baseados em
microrganismos vivos e sistemas particulados, de modo a induzir a atividade
codificante de antigenos potencialmente imunogénicos, que produzam como efeito

final a ativacdo de uma resposta imunoldgica protetiva duradoura.
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5 BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL
Apresentagao

Neste bloco serdo apresentadas as formas pelas quais o conhecimento biotecnolégico
contribui para o campo industrial. Pretendemos despertar sua curiosidade para
entender como as caracteristicas de crescimento de um microrganismo podem ser
importantes para compreender a produ¢ao de cerveja, ou mesmo como a respiragao
anaerodbia vai ser importante para gerar produtos de complexidade industrial que

movimentam milhdes de reais por ano.

Com este bloco, esperamos unir teoria e pratica para despertar seu interesse para as
inimeras oportunidades que a tecnologia da fermentacao oferece. Iremos apresentar
os elementos fundamentais para compreender as etapas de preparo de matéria prima,
operacao de biorreatores e esterilizagdo de sistemas industriais, para que em posse
desses conhecimentos vocé possa futuramente se aventurar por este robusto campo
de trabalho, que inclui industrias quimicas, farmacéuticas e de producdo de bebidas e

alimentos.

5.1 Fermentacao bioquimica e fermentagao biotecnoldgica

A biotecnologia industrial possui como ponto de partida a compreensao dos processos
fermentativos realizados por uma ampla gama de microrganismos de interesse, no
intuito de produzir derivados de valor econdmico. Portanto, saber classificar estes
fenémenos é fundamental para conseguir entender e trabalhar na operacionalizacdao
industrial dos fenémenos biotecnoldgicos. E comum que haja algum nivel de confusdo
na compreensdo das diferencas existentes entre o conceito de fermentacdo
estritamente bioquimica e o conceito amplo de fermentacao biotecnoldgica, sendo

assim, faremos um breve apanhado a respeito destas terminologias.

A fermentacdo bioquimica corresponde a um processo metabdlico envolvido em
determinadas especificidades quimicas. Este processo compreende a capacidade que
determinadas células, sobretudo as microbianas, possuem de metabolizar um

substrato que ird atuar como matéria prima para a obtencdo de energia, na forma de
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adenosina trifosfato, ou simplesmente ATP. Todavia, é preciso destacar fortemente
que este processo quimico de fermentagdo possui como caracteristica marcante o fato
de ocorrer em ambientes anaerébios, ou seja sem a presenca de oxigénio. Logo, a
fermentac¢do bioquimica dispensa algumas etapas reacionais que estao presentes na
respiracdo celular dependente de oxigénio. Em funcdo desta condicdo de anaerobiose
o saldo energético da fermentagao bioquimica é menor, o que significa dizer que a
partir do mesmo substrato energético a quantidade de moléculas de ATP produzidas
na fermentacdo é inferior ao que seria produzido por células que se valem do
mecanismo cldssico de respiracdo celular baseado no funcionamento das etapas de

glicodlise, ciclo do acido citrico e cadeias de fosforilagao oxidativa.

Esta fermentacdo de conteudo bioquimico pode ser subtipificada em algumas
modalidades, dentre elas a fermentacdo alcodlica na qual coexistem duas etapas
subsequentes, a primeira na qual as moléculas de piruvato sdo convertidas em
acetaldeido, na qual ocorre a liberagao de didxido de carbono, e uma segunda etapa
em que o acetaldeido produzido é reduzido a etanol pela acdo da coenzima

nicotinamida adenina dinucleotideo, ou simplesmente NADH.

Um outro caminho é a fermentacdo latica, na qual as moléculas de piruvato sdo
reduzidas a forma de lactato. Por fim, é possivel apontar a fermentacdo acética,
situacdo em que os microrganismos efetuam a fermentacdo alcodlica, e a partir do
etanol produzido ocorre uma rea¢dao de oxidacdo que converte este dlcool em acido

acético.

Enquanto as definicbes de fermentagdo bioquimica estavam condicionadas ao
atendimento de especificidades quimicas, temos que o conceito de fermentacdo
biotecnoldgica alcanca uma definicdo conceitual mais ampla e irrestrita. Pode ser
classificada como fermentacao biotecnoldgica qualquer reacao realizada por sistemas
celulares, na qual eles se tornem agentes de transformacdo de uma dada matéria
prima em vista de gerar produtos que irdo ganhar distintas aplicabilidades e

finalidades de uso, independente da natureza quimica da reagdo enzimatica ocorrida.
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No intuito de demonstrar a gigante vocacdao da biotecnologia industrial e o enorme
leque de possibilidades de inser¢do no mercado que estes profissionais possuem,
listamos abaixo os principais grupos de bioprodutos que sdo obtidos a partir da
utilizagdo destes processos, cujas etapas serdao tratadas de modo detalhado nas

proximas secoes deste bloco.

Producgdo de dlcoois: particular destaque é dado para a producdo de etanol;

e Producdo de acidos: acido citrico, acido itacénico, acido gluconico, acido latico,

acido acético e oxogluconatos;

e Producdo de solventes: reagentes acetono-butandlicos, reagentes obtidos por
fermentacdo de butanol-isopraponol e reagentes obtidos por fermentacdo de

acetona-etanol;

e Producdo de vitaminas: cianocobalamina, riboflavina, dcido ascérbico, biotina e

ergosterol;

e Producdo de antibidticos: particular destaque para o grupo dos antibidticos B-

lactamicos, dos quais é possivel citar a penicilina produzida por hifas fungicas;

e Producdo de polissacarideos: agentes de viscosidade, agentes gelificantes,

poliésteres e bioplasticos;
e Producdo de aminoacidos: acido glutamico, lisina e triptofano;

e Producdo de inoculantes agricolas e bioinseticidas: particular destaque para
microrganismos que promovam a fixagao de nitrogénio em culturas agricolas e

agentes micorrizicos arbusculares;

e Producdo de enzimas de origem animal: pancreatina, pepsina, renina e

catalase;
e Producdo de enzimas de origem vegetal: papaina, bromelina, ficina e malte;

e Producdo de bebidas: vinho, sidra, cerveja, aguardentes, vinagres e leites
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e Producdo de alimentos: queijos, manteigas, produtos cdrneos, hortalicas e
azeitonas fermentadas, cacau, produtos panificados, missd, natd, molho de

soja, cha e silagens utilizadas na nutricdao animal;

e Producdo de modificacdes de fécula e aplicagdes na industria de celulose e

papel;

e Producdo de estratégias de tratamento de efluentes sanitdrios domésticos e

industriais.
5.2 Tecnologia industrial da fermentacgao

Para que todos os produtos anteriormente citados possam ser produzidos em larga
escala é necessdria a utilizagdo de um conjunto de procedimentos industriais que
dizem respeito a tecnologia da fermentacdo. Em termos gerais estes procedimentos
objetivam utilizar agentes biolégicos de transformacdo que através de suas rotas
metabdlicas convertam matérias primas em bioprodutos, estando para isso em
biorreatores com condicdes definidas e com garantias de esterilidade. No intuito de
conferir os conhecimentos necessarios para que vocé domine estas técnicas e possa
almejar este campo de trabalho, iremos detalhar abaixo os principais elementos

envolvidos nestes processos.
Tratamentos iniciais

Para implementacdo destes processos de biotecnologia industrial a primeira coisa a ser
feita é a definicdo da natureza da matéria prima e principalmente eleger quais serao os
organismos empregados na conduc¢do do processo. A partir da juncdo destes dois
elementos é que se realiza o preparo do mosto, que nada mais é do que uma mistura
rica em fontes nutricionais que serdo utilizadas como fonte energética para um

processo fermentativo.

As matérias primas sdo efetivamente escolhidas através da ponderacdo de alguns
critérios, dentre os quais o teor e a quantidade de acgucar fermentescivel presente, a
viabilidade econémica relacionada ao preco de producdo e ao preco de transformacao

deste acucar fermentescivel, a facilidade de aquisicdo e transporte da matéria prima e
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o balanco energético envolvido nas etapas de biotransformacdo. Estas matérias primas
ricas em carbono sob a forma de agucares podem ser divididas em trés categorias
gerais, as matérias primas ricas em sacarina cujos exemplos possiveis sdo a cana de
acucar e a beterraba, as matérias primas amildceas cujos representantes de maior
destaque sdo a mandioca, o milho, o trigo, a cevada e o malte e por fim as matérias
primas ricas em celulose como a palha, o bagaco residual da moagem da cana e

residuos de madeira.

Além das fontes de carbono, é necessdrio a suplementacdao com fontes de nitrogénio,
de modo a assegurar a correta sintese proteica dos microrganismos envolvidos. Estas
fontes podem ser inorganicas a partir da utilizacdo de amoénia e sais de amoénio ou
pode ser oriunda de substratos organicos, como peptonas e extrato de leveduras, que
possuem um custo elevado, ou mesmo de residuos de outros processos industriais
como o liquido de maceracdo de milho proveniente da manufatura do amido e a
farinha de soja proveniente da fabricacdo de d6leo, o que contribui com a
sustentabilidade econdmica e ambiental dos processos. E requerida ainda a
participacdo de eventuais micronutrientes e compostos secunddrios, como vitaminas e
hormoénios e ainda sais minerais como potassio, fésforo, enxofre, magnésio, zinco,

calcio, ferro, cobalto, cobre, boro e titanio.

Além da definicdo das caracteristicas dos meios de cultivo, é salutar a correta escolha
dos organismos que irdo atuar como agentes de transformacao. Neste amplo espectro
de possibilidades, podem ser citados diversos organismos quimiorganotréficos como
as bactérias, os fungos leveduriformes e os fungos filamentosos. De modo que a
escolha do organismo de eleicdo esta diretamente associada a capacidade que aquele
organismo tem de produzir o composto desejado, além da adequacdo do mesmo as
condicbes de pH, temperatura, aeracao, saturacao, indice Brix e osmolaridade do

meio.
Processos fermentativos

Apds a realizacao de todas as etapas iniciais referentes ao preparo dos microrganismos

e das matérias primas, inicia-se o processo fermentativo propriamente dito, no qual o

Bl




Universidade Santo Amaro

mosto fermentado é acondicionado em biorreatores para que haja a conversdo da
matéria prima em produto de interesse. Estes biorreatores sdo espécies de tanques ou
dornas que acondicionam o material a ser fermentado e permitem o controle de uma
série de varidveis envolvidas no processo fermentativo, como o volume de entrada e
saida de material, a temperatura interna, a necessidade de refrigeracdo, a aeracdo, a
quantidade de oxigénio dissolvido, a taxa de agitacdo, a dispersao de material

espumoso, o pH, a densidade, dentre outras.

O tamanho destes biorreatores é varidvel, e depende diretamente da necessidade
requerida. Existem pequenos reatores cujo volume total estd em torno de 1 a 2 m3 de
capacidade, sendo empregados para o cultivo de microrganismos patogénicos, para a
producdo de enzimas de diagndstico ou reagentes para biologia molecular. Existem
biorreatores com uma capacidade intermedidria, que variam de algumas dezenas de
metros cubicos até a ordem de 200 m3, que em geral s3o utilizados na producdo de
enzimas, antibidticos, vitaminas e aminoacidos. Finalmente, alcancando os maiores
volumes existem os fermentadores que sdo utilizados para processos que exigem um
menor controle de varidveis, carecendo de pouca ou nenhuma assepsia. Esta categoria
de reatores pode atingir volumes de até milhares de metros cubicos de capacidade, e
sdo observados em processos como a fermentacdo alcodlica e o tratamento bioldgico

de dejetos em estacdes de tratamento de efluentes.

Neste sentido, observe que o tamanho do equipamento é inversamente proporcional a
capacidade de controle das condicGes da reacdo e ao nivel de pureza atingido, de
modo que em reatores de grande capacidade volumétrica o nivel de controle é baixo
e, portanto, ndo podem ser utilizados para a produgdo de insumos farmacéuticos e
médicos, que por exigirem um nivel de esterilidade e padronizacdo rigidos devem ser

obrigatoriamente produzidos em biorreatores de pequeno porte.

Uma vez definido o biorreator que sera utilizado e iniciado o processo de fermentacao,
acontecerdo trés fases reacionais bem definidas. A primeira delas é a fase preliminar,
caracterizada por um aumento discreto da temperatura e pela multiplicacdo inicial dos
microrganismos, que precisam se adaptar ao meio para s6 entdo atingirem sua fase de

crescimento logaritmico. A segunda fase corresponde a fermentacdo principal,

El




Universidade Santo Amaro

também denominada de fermentagdo tumultuosa, na qual os microrganismos atingem
seus picos de crescimento populacional, e como consequéncia desta intensificacdo da
atividade enzimatica de carater exotérmico se observa uma maior elevacdo no
gradiente térmico, além de uma maior tendéncia a formagdo de espumas superficiais
indesejaveis que dificultam a aeracdo homogénea. Esta fase também é marcada pelo
maior consumo de matéria prima, pela maior taxa de liberagdo do bioproduto e de
outros metabdlitos celulares, que em geral tendem a promover uma acidificacdo do

meio.

Por fim ocorre a fase complementar ou de pds-fermentacdo, que coincide com a fase
estaciondria do crescimento microbiano no qual os microrganismos entram em
crescimento criptico, em funcdo disso observa-se uma maior estabilidade no interior
do reator além de uma tendéncia de equilibrio térmico. Esta fase tende a apresentar
uma intensificacdo da acidez do sistema, que decorre do aumento de debris celulares

que se acumularam ao longo das fases de crescimento do indculo.
Categorias de operacao da fermentacgao

O processo fermentativo pode ser conduzido nos biorreatores de formas distintas, e a
partir disso classificados em categorias diferentes. A primeira categoria possivel diz
respeito aos processos descontinuos, também chamados de bateladas. Neste tipo de
producdo a matéria prima e os microrganismos sdo misturados e apds isso nada é

adicionado ao sistema, exceto oxigénio, antiespumantes e controladores de pH.

As vantagens reunidas por este processo sao a maior facilidade de operagdao, o menor
risco de contaminagdao, o menor custo de construgdo de equipamentos e a
possibilidade de adequacdo do processo para periodos curtos. Por outro lado, estes
processos de batelada possuem uma menor produtividade volumétrica além de
poderem promover mais facilmente o esgotamento da capacidade nutritiva do meio
de cultivo. As bateladas também permitem uma maior acumulacdo de compostos
téxicos e devido ao maior tempo de permanéncia no interior do fermentador o

produto pode ser degradado mais facilmente.
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Estes processos de fermentacdo descontinua podem ser subtipificados em batelada
simples, quando a fermentagdo inicia apenas apds o preenchimento completo do
fermentador e em batelada alimentada, quando a adicdo dos microrganismos ao

mosto acontece a medida que a dorna vai sendo abastecida.

A segunda categoria possivel diz respeito a processos continuos, nos quais a entrada
de mosto e a saida de produtos acontecem paralelamente, através de reatores
interligados entre si por sistemas de cascata. Este dinamismo dos processos continuos
permite uma maior produtividade, reduz o consumo de insumos e otimiza o volume
dos equipamentos de modo a dispensar o uso de fermentadores de enormes
dimensdes. Pelo fato destes processos continuos ocorrerem de modo aberto é possivel
utilizar diferentes ferramentas de automacdo e controle que confiram uma maior

capacidade de controle do que estd ocorrendo no interior das dornas.

Em contraposicao, estes processos continuos tornam-se sabidamente mais dificeis de
operar, além de se tornarem mais permissivos a ocorréncia de contaminacdes, haja
visto que estd ocorrendo paralelamente a entrada e saida de liquidos no equipamento.
Em virtude da maior saida de produto do interior dos fermentadores pode ser que este
processo exija uma maior sofisticacdo nas etapas de purificacdo da pds-producdo, o
que pode ser mais um elemento de aumento de custos. Em funcdo dessas
ponderacdes listadas anteriormente é que estes processos acabam tendo uma maior
utilizacdo em sistemas de bancada voltados para o desenvolvimento de novos

produtos e processos do que propriamente em grandes plantas industriais.
5.3 Esterilizagao dos sistemas biotecnoldgicos de produgdo industrial

Apds a operacdao dos fermentadores propriamente dita é necessario que os
profissionais envolvidos compreendam e dominem os fundamentos de promocdo da
esterilidade, para que se assegure o padrdo de qualidade e reprodutibilidade do
processo e se evite a ocorréncia de contaminagdes nos produtos que serao utilizados
na producdo de alimentos, de enzimas de diagndstico, de reagentes, de insumos

hospitalares e farmacéuticos.
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Antes de apresentarmos quais recursos devem ser empregados em que momentos do
processo, queremos recuperar dois conceitos que provavelmente vocé ja ouviu falar. O
primeiro deles é a desinfeccdo, que em suma corresponde a processos menos
rigorosos de eliminacdo de agentes microbianos, para isso sdao costumeiramente
requeridos a utilizacdo de agentes quimicos da classe dos desinfetantes, geralmente
em estado liquido e em temperatura ambiente. Além disso, existem processos de
esterilizacdo propriamente ditos, em que se empregam processos fisicos e quimicos
que destroem e inativam todas as formas de vida presentes em um determinado

material, incluindo os variados grupos de agente microbianos.

Algumas das possibilidades de esterilizacdo fisica empregam o calor seco de fornos e
muflas e o calor Umido de autoclaves e demais fontes de vapor saturado, além de
radiacdo ultravioleta e radia¢des ionizantes. Quimicamente esta esterilizacao pode ser
alcancada através do uso de solventes organicos como glutaraldeido e formaldeido e

em situacOes mais pontuais através do emprego de oxido de etileno.

Isto posto, apresentamos abaixo que ferramentas utilizar em cada um dos elementos

gue integram esses sistemas de fermentac¢do envolvidos na biotecnologia industrial.

e Materiais de laboratério: esterilizado por calor Umido (autoclaves), seco

(fornos) e mais raramente por radiagao ultravioleta;

e Interior dos biorreatores e tubulacdes: esterilizados pela aplicacdo de calor

Uumido (vapor saturado);

e Equipamentos destinados ao pds-processamento e purificagdo dos produtos
obtidos por fermentacdo (nos quais se incluem bombas, filtros, centrifugas,
misturadores, homogeneizadores, separadores, colunas cromatograficas):
esterilizacdo por aplicacdo de calor imido e/ou pela utilizacdo de reagentes

quimicos;

e Meios de cultura: esterilizagdo por calor Umido, e em determinadas situa¢des

para que ndo haja o comprometimento nutricional de alguns destes tipos de
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meios nutritivos, faz-se necessaria a utilizacdo de processos de filtracdo em

conjuntos de membranas de diferentes dimensdes;
e Ar: esterilizagcdo em sistemas de filtragdo para remogao de particulados;

e Materiais de armazenamento final e embalagens: esterilizadas fisicamente por
calor umido e radiagdo gama, e quimicamente através de lavagens com

reagentes sanitizantes.
Conclusao

Neste bloco, apresentamos um panorama contendo as infinitas possibilidades de
trabalho relacionadas a esta interface das ciéncias biolégicas com o ambiente
industrial. Verificamos a existéncia de variados bioprodutos metabdlicos, tais como
alcoois, 4acidos, solventes, vitaminas, antibidticos, aminoacidos, polissacarideos de
diferentes comprimentos de cadeia, derivados de celulose, bioplasticos, inoculantes
agricolas, bioinseticidas, enzimas de origem animal e vegetal, alimentos, bebidas,

dentre tantos outros possiveis.

Foram apresentadas as diferencas terminoldgicas existentes entre a fermentacao
estritamente bioquimica e a fermentacdo biotecnolégica em sentido amplo, de modo a
detalhar as peculiaridades bioquimicas envolvidas no metabolismo energético dos

microrganismos que serdo utilizados como agente de transformacao.

No entendimento da tecnologia da fermentacdo foram apresentadas as etapas que
correspondem aos tratamentos iniciais, que contemplam a escolha do microrganismo
adequado e a definicdo exata da matéria prima que sera mobilizada como substrato
reacional. Estas matérias primas podem ser divididas em trés categorias gerais, as
matérias primas ricas em sacarina, as matérias primas amildceas e as matérias primas

ricas em conteudo celuldsico.

Apds a definicdo das variaveis iniciais, realiza-se propriamente a fermentacdo nos
biorreatores, que podem possuir diferentes tamanhos e capacidades operacionais.
Esta fermentacdo obedece a uma cinética pautada em trés fases: a fase preliminar, a

fermentacdo principal e a fase complementar ou de pds-fermentagao. Ainda levando
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em conta os pormenores apresentados no processo, é possivel dividir a conducdo da
fermentacdo em dois grandes nichos, a fermentag¢dao descontinua ou em batelada,
marcada por um processo fechado e a fermentacdo continua, marcada por um
processo no qual a entrada de mosto e a saida de produtos no reator ocorrem

simultaneamente.

Por fim, foram apresentados os mecanismos voltados para a garantia da esterilidade
dos processos, de modo que para isso podem ser mobilizados tanto recursos de
esterilizacdo fisica quanto recursos de esterilizagdo quimica, cujo emprego depende

das caracteristicas da superficie ou material a ser sanitizado.
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6 INTRODUCAO A BIOINFORMATICA
Apresentagao

Nos blocos anteriores, apresentamos uma série de técnicas associadas a biologia
molecular e a edicdo génica, que sdo responsdveis por gerar uma quantidade
exponencial de dados, que permitem a proposicio e a investigacdo de novas
informacgdes ali contidas. Para armazenar, processar e analisar estes dados e criar
aplica¢Oes derivadas é que surgiu a Bioinformdtica. Conceitualmente a bioinformatica
pode ser definida como um conjunto de técnicas correlatas que sdao advindas da
biologia, da matemadtica, da estatistica, e da computacao e sdo aplicadas na verificagdo

de hipdteses relacionadas a biologia molecular em suas multiplas 6micas.

Portanto ao longo deste bloco, queremos detalhar e te preparar para o uso de algumas
ferramentas da biologia computacional, que em larga escala possibilitam a
organizacdo e a disponibilizacdo em plataformas multiusudrios das informacgdes
bioldgicas obtidas, em vistas de promover o melhor entendimento de aspectos
integrados da biologia dos organismos, postulando as inter-relagdes entre sequéncia,
estrutura tridimensional, padrdes de expressao, interacdes e funcdo das variadas
moléculas organicas, além de criar canais robustos para inferéncia de dados

evolutivos.
6.1 Banco de dados e ferramentas de busca

Uma das grandes vantagens criadas com a era da bioinformatica, foi justamente a
possibilidade de elaborar plataformas de armazenamento que redunem uma
quantidade exponencial de dados, gerados e alimentados por iniciativa de
pesquisadores em todo o mundo. E justamente sobre estes robustos bancos de dados

que trataremos nesta segdo.

Imagine que antes do advento destas ferramentas, para que vocé conseguisse
identificar a sequéncia génica de um fragmento de interesse ou a composicao de

aminoacidos de uma determinada proteina, vocé deveria empreender tempo e
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recursos para caracterizar esta molécula na bancada do seu laboratdrio, estando
sujeito a inumeros percalgos no decorrer deste processo. Hoje, com a bioinformatica
vocé pode simplesmente buscar pelo nome do seu gene ou proteina de interesse e em
questdao de segundos vocé ira reunir as caracteristicas disponiveis sobre elas nos

respectivos bancos de dados consultados.

Assim, pode-se definir de modo amplo que estes bancos de dados sdao reservatoérios
online de dados gendmicos, protedmicos, transcriptdmicos e metabolomicos, que
podem ou ndo passar por uma série de refinos adicionais e que subsidiam buscas
comparativas com novas sequéncias produzidas. Estes bancos de dados sdo
submetidos a sistemas de gerenciamento que operacionalizam as etapas de
construcdo e manipulacdo, assegurando a credibilidade dos mesmos e permitindo que

os dados possam ser lidos eficientemente por diferentes algoritmos e softwares.

Antes de apresentar individualmente as plataformas, suas funcionalidades e instruces
de uso, é importante ponderar que estes bancos de dados se dividem em duas grandes

categorias generalistas, sao elas:

e Banco de dados primarios: esta categoria é marcada pela deposi¢cdo de dados
brutos oriundos dos equipamentos de sequenciamento, que ndo passaram por
uma série de inferéncias e predi¢cdes adicionais. Os dados que alimentam
diretamente esta modalidade podem ser referentes a sequéncias nucleotidicas
de genes, cromossomos ou mesmo de genomas completos, e ainda sequéncias
de residuos de aminoacidos obtidos por espectrometria e estruturas

cristalograficas de pequenas cadeias;

e Banco de dados secunddrios: esta categoria reune as plataformas que se
apropriam dos dados primdrios, e a partir deles propdem derivacdes que
podem ser tanto estruturais quanto funcionais. Para deixar este conceito mais
compreensivel, imagine uma situacdo hipotética na qual a partir dos dados
brutos obtidos pelo sequenciamento de uma proteina seja proposto um
modelo tridimensional, que mimetize na tela do computador a forma com que

esta proteina se comporta no ambiente celular. Esta situacdo apresentada
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equivale a um exemplo perfeito da légica de funcionamento de um banco de

dados secundarios.
Bancos de dados de acidos nucleicos

Esta modalidade reldne as plataformas mais comumente utilizadas no contexto da
bioinformatica, através das quais é possivel consultar e comparar sequéncias de RNA e
DNA de fragmentos génicos, de genes completos, de cromossomos e até de genomas

inteiros.

Dentre os bancos de acidos nucleicos disponiveis, o mais utilizado e intuitivo é o que
estd hospedado na plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Este pode ser consultado através do endereco
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ e permite a construgdo de multiplos filtros
de busca, envolvendo espécies desejadas, tipo de cadeia nucleotidica e mesmo pacote
de informacgdes a ser verificado, dos quais o GenBank acaba sendo o recorrido com

maior frequéncia.

No intuito de demonstrar a utilizacdo deste banco de dados, verifique o exemplo a
seguir. Se procedeu uma busca demonstrativa no endereco eletrénico apresentado
acima a respeito de sequéncias completas que codifiguem a enzima lactase em
humanos, para isso foram utilizados os seguintes termos de busca em inglés “Lactase
Human Gene complete”, apds isto basta consultar a op¢ao de busca no icone “Search”.
Feito isto, o algoritmo de busca reuniu os resultados encontrados, conforme

demonstrado na Figura 6.1 abaixo.
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Figura 6.1 — Lactase Human Gene complete

Ao clicar no icone referente a cada um dos resultados rastreados, é possivel obter um

conjunto de informacdes adicionais como o numero de acesso da sequéncia, o artigo

cientifico que descreve este resultado, o numero de pares de bases e principalmente a

sequéncia completa em formato de facil leitura (também chamado de formato FASTA),

conforme ilustrado Figura 6.2 abaixo.
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Bancos de dados de sequéncias e estruturas proteicas

Este segundo conjunto de bancos relinem dados e inferéncias a respeito de peptideos
e proteinas, possuindo desde dados referentes a suas sequéncias até dados
correspondentes a sua forma molecular. Quando se trabalha puramente com as
sequéncias primarias de aminoacidos é importante ponderar que muitas delas sdo
provenientes de tradugdes das sequéncias de acidos nucleicos e o mais importante,
apenas com base nas sequéncias ndo é possivel determinar as modificacdes pods-
traducionais que a proteina sofre no ambiente nativo. Levando em consideragao estes
fatores, é interessante tentar ao maximo utilizar os bancos de dados estruturais, que
oferecem um maior aporte de informac¢des e permitem um maior nimero de

inferéncias.

Dentre os possiveis bancos de dados de estruturas proteicas, ganha destaque o PDB
(Protein Data Bank), cujo acesso se da através do seguinte endereco eletrénico
https://www.rcsb.org/. Este banco oferece informacgGes e detalhamentos a respeito da
espécie de origem, da sequéncia de aminodcidos e do experimento utilizado para
propor o modelo, além de reunir as coordenadas atémicas e verificar a existéncia de
pontes dissulfeto unidas por residuos de cisteina e a distribuicdo de dobramentos
secundarios como as alfa-hélices e as folhas beta-pregueadas. O banco de dados
também oferece hiperlink para que se verifique quais sdo os autores daquela estrutura

e quais trabalhos académicos a embasam.

Para demonstrar a utilizacdo deste banco, acompanhe o exemplo a seguir. Imagine que
se queira observar a estrutura da cruzipaina, uma proteina enzimatica do protozodario
Trypanosoma cruzi, que possui uma importancia na deflagracdo da patogenia da
Doenca de Chagas. Para isso foi utilizado como critério de busca os termos “Cruzipain

Trypanosoma cruzi”, conforme demonstrado nas Figuras 6.3 e 6.4 a seguir.




UNISA

Universidade Santo Amaro

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~ Documentation ~ Careers

(== 191565 Biological
:—3 Macromolecular Structures ~ PDB Archive @ Cruzipain Trypanosoma cruzi
Enabling Breakthroughs in

o=
PROTEIN DATA BANK Researchand Education

Advanced Search | Browse Annotations Help
— = . - rons
i PDB-101 1 q !I\ I@L-"‘-ﬁa"’ o Dra Bk m
Search Query History Browse Annotations MyPDB
QUERY: Full Text = "Cruzipain Trypanosoma cruzi” JSONC | MyPDB Login
’ o
~ Advanced Search Query Builder @ Hep &
- Full Text @
Cruzipain Trypanosoma cruzi Count
AddTerm  Add Subquery Remove Subquery
Add Subguery

~ Structure Attribute @
~ Chemical Attribute @
v Sequence @

~ Sequence Motif @

~ Structure Similarity @
~ Structure Motif @

v Chemical €

Fonte: PDB

Figura 6.3 — Cruzipain Trypanosoma cruzi

Apds a realizagdo da busca, foram reunidos uma série de modelos estruturais que
representam a proteina, além de suas respectivas caracteristicas bioquimicas e

genéticas, conforme pode ser consultado nas Figuras 6.4 e 6.5 a seguir.

RCSB PDB Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~ Documentation ~  Careers MyPDB ~
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[0 Trypanosoma brucei rhodesiense (16) © 3D View Unique Ligands ~ 4MC, EDO. S04
More.
I 7519 Download File | View File
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Sharma, V.. Podust, LM

(2022) J Med Chem 65: 4255-4269
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O
Duplodnaviria (1) Method X-RAY DIFFRACTION 2.08 A
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Fonte: PDB

Figura 6.4 — 3LXS e 7519
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Fonte: PDB

Figura 6.5 — 3LXS
Bancos de dados especializados

Esta subcategoria corresponde a banco de dados de estruturas tais como observado
anteriormente, entretanto eles reinem apenas dados que atendam a uma finalidade
em especifico. Um exemplo contundente de um banco de dados com esta
caracteristica é o) HIV Databases, hospedado em
http://www.hiv.lanl.gov/content/index e que relne informagdes e estruturas
relacionadas a segmentos genéticos e epitopos imunolégicos especificos do virus HIV,

conforme ilustrado na Figura 6.6 a seguir.
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HIV DATABASES

The HIV databases contain comprehensive data on HIV genetic sequences and immunological epitopes. The website also gives

access to a large number of tools that can be used to analyze and visualize these data. This project has been funded in whole or in
part with Federal funds from the Mational Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Department of
Health and Human Services, under Interagency Agreement Mo. AAI12007-001-00000. Cur content is reviewed by an Editorial Board.

SEQUENCE DATABASE » J IMMUNOLOGY DATABASE »

OTHER VIRUSES »

N EWS? Archived News »

Web and Database Programmer Position

We seck a motivated, skilled, and independent computer programmer with experience in web interfaces to
develop and maintain database and bicinformatics tools and applications. The primary responsibility of the
position will be sustaining and significantly improving the data entry system for the HIV Molecular Immunology
Database. This meaningful work has already impacted the lives of tens of millions of people living with HIV.
Apply here. 31 May 2022

Fonte: HIV Databases

Figura 6.6 — Informagodes e Estruturas
Bancos de dados de vias metabdlicas

Estes bancos aglutinam em torno de si correlagdes entre as informagdes bioquimicas
da molécula e as variadas rotas metabdlicas e regulatérias que as mesmas participem.
Estes bancos oferecem um portfélio com mapas de genomas, mapas de vias e tabelas
de ortdlogos (que sdo genes de espécies diferentes, mas que compartilham a mesma

funcionalidade entre si).

7

Um exemplo interessante de banco com esta aplicabilidade é o KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), que além de investigar as rotas metabdlicas
citadas anteriormente ainda disponibiliza um sistema para identificacdo e
padronizacdo de enzimas, que segue os padrdes numéricos fixados pelo Comité de
Nomenclatura Bioquimica da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular e
da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada. Esta plataforma pode ser acessada

através do dominio https://www.genome.jp/kegg/.
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Tomaremos como exemplo a mesma enzima consultada anteriormente, a cruzipaina.
Se realizarmos uma busca a respeito desta enzima no KEGG, conseguiremos verificar
todo o catdlogo de informacdes a respeito dela, além de obter a sua respectiva

nomenclatura quimica oficial, conforme demonstrado na Figura 6.7 a seguir.

K[GG ENZYME: 3.4.22.51

Help
Entry EC 3.4.22.51 Enzyme All links
Name cruzipain;
congopain;
cruzain;
evansain;
trypanopain
Class Hydrolases;
Acting on peptide bonds (peptidases);
Cysteine endopeptidases
BRITE hierarchy |
Reaction(IUBMB)|Broad endopeptidase specificity similar to that of cathepsin L 0 ;ﬂs 1233,,0
ructure (2@)
Comment In peptidase family C1. Is located in the digestive vacucles of the PDB (20)
parasitic trypanosome and contributes to the nutrition of the organism :F315ﬂ713na%118}
by digestion of host proteins. Int (&
A11 gatabases (152)
History EC 3.4.22.51 created 2803
Orthology K@8571 cruzipain Download RDF
Genes TCR: 5@6529.55@ 5@7537.20 5@7603.260 587503.270 508505.4@ 580481.3@
599429.32@ 580429.32% 51883%.2861
Taxonomy |
Reference 1 [PMID:11472258]
Authors Jose Cazzulo 71, Stoka V, Turk VvV
Title The major cysteine proteinase of Trypanosoma cruzi: a valid target for
chemotherapy of Chagas disease.
Journal Curr Pharm Des 7:1143-56 (28@1)
DOI:16.2174/1381612613397528
Other DBs ExplorEnz - The Enzyme Database: 3.4.22.51
IUBMB Enzyme Homenclature: 3.4.22.51
ExPASy - ENZYME nomenclature database: 3.4.22.51
BRENDA, the Enzyme Database: 3.4.22.51
CAS: 141588-22-9

Fonte: KEGG
Figura 6.7 - Cruzipaina

Para explorar a capacidade de registro bioquimico deste banco, utilizaremos um outro
exemplo, desta vez para mostrar os mapas metabdlicos disponiveis no campo KEGG
PATHWAY presente na plataforma. Dentre as dezenas de mapas disponiveis
selecionaremos a opc¢ao “Coronavirus disease - COVID-19” e em questdo de segundos a
plataforma ird reconstruir o mapa metabdlico que envolve as multiplas moléculas
envolvidas no processo de invasdo celular e desencadeamento da infec¢do, conforme

pode ser verificado na Figura 6.8 a seguir.
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Fonte: KEGG

Figura 6.8 — Coronavirus disease - COVID-19

Apods apresentar estes multiplos bancos e suas ferramentas gerais, sugerimos que vocé
utilize sua curiosidade para explora-los ainda mais, utilizando outros exemplos e
testando outras combinacdes de possibilidades, para que assim consiga ir
aperfeicoando seus conhecimentos de bioinformatica e correlacionando com os

saberes ja adquiridos ao longo do seu curso.
6.2 Andlise de homologias

Apds compreender o funcionamento dos bancos de dados e como manobra-los para
realizar a busca de sequéncias e estruturas, é importante dominar as ferramentas de
comparacao de sequéncias baseadas em homologia. Imagine que na sua atividade de
pesquisa vocé obteve uma determinada sequéncia e gostaria de confirmar a que
organismo, gene ou proteina ela corresponde, para isso vocé pode comparar a sua
sequéncia com todas as outras ja depositadas no banco de dados, e em questdo de

segundos vocé obterd um resultado que identifique a sua sequéncia de interesse.

Para executar este tipo de tarefa a ferramenta mais substancial é o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), que se encontra hospedado na plataforma do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e pode ser acessado através do seguinte

endereco eletrdnico https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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Este algoritmo executa comparacdes de sequéncias em pares através do alinhamento
local da sequéncia de interesse (chamada de query), com as sequéncias previamente
existentes (chamadas de subject). Antes de avancarmos nos eventos que
compreendem a utilizacgdo do BLAST, é importante consolidar o conceito de
alinhamento local, que em linhas gerais significa buscar o pareamento de um

segmento de uma sequéncia contra algum segmento de outra sequéncia.

Para proceder tais comparacbes o algoritmo trabalha regido pelo seguinte

ordenamento de passos:

1. Duas sequéncias em questdo sdo comparadas pelo programa de alinhamento
gue vai gerar uma pontuacdo numérica (chamada de score, cuja abreviatura é

llS”);

2. Cada uma das sequéncias é repetidamente embaralhada, gerando um conjunto
de sequéncias embaralhadas de cada tipo (mesmo comprimento e

composicao);

3. As sequéncias embaralhadas, de cada tipo, sio comparadas através dos valores

de score obtidos por cada uma delas;

4. E realizado o calculo da média dos scores e o seus respectivos valores de desvio
padrdo. Em funcdo disto sao obtidos outros indices numéricos como o valor P
gue indica a probabilidade de ocorrer um alinhamento aleatdrio com um score
igual, ou melhor, que o score do alinhamento observado e o valor Expect (ou
simplesmente valor E), que avalia a probabilidade de ocorréncia de um
alinhamento com score equivalente, ou melhor, que o score do alinhamento

observado;

5. Apods a ponderacdo de todos estes valores, o préprio algoritmo apresenta o

resultado que corresponde ao melhor alinhamento obtido durante a busca.

No intuito de deixar mais didatico esse processo, acompanhe o exemplo de aplicacao

gue serd conduzido a seguir. Imagine uma situacao hipotética na qual um laboratdrio
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hospitalar ao analisar a amostra bioldgica proveniente de uma paciente, conseguiu

obter a sequéncia génica demonstrada a seguir:

ACACGGTATCCCATATAAGGCTAACAAGCGTGCTGTACCCGACAGAATTGACTGGCGTGAAT
CCGGTTATGTGACGGAGGTGAAAGATCAGGGAGGCTGTGGTTCTTGTTGGGCTTTCTCAACA
ACAGGTGCTATGGAAGGACAGTATATGAAAAACGAAAAAACTAGTATTTCATTCTCTGAGC
AACAACTGGTCGATTGTAGCGGTCCTTTTGGCAATTATGGTTGTAATGGTGGACTAATGGAA
AATGCATACGAATATTTGAAACGATTTGGATTGGAAACCGAGTCTTCTTATCCTTACAGGGC
TGTGGAAGGACAGTGTCGATACAACGAGCAGTTGGGAGTTGCCAAAGTGACTGGCTACTAT

ACGGTACATTCTGGCGATGAGGTAGAATTGCAAAATCTAGTCGGTTGCCGAAGACCTGCTGC
GGTCGCTTTGGATGTGGAGTCAGACTTCATGATGTACAGGAGTGGTATTTATCAGAGCCAAA
CTTGTTCACCGGATCGTTTGAACCATGGAGTGTTGGCTGTCGGTTATGGAATACAGGATGGT
ACTGACTACTGGATTGTGAAAAACAGTTGGGGAACGTGGTGGGGTGAGGACGGTTACATTC

GAATGGTTAGGAAAAGAGGTAACATGTGTGGAATTGCTTCTCTGGCCAGT

Apesar de se obter a sequéncia génica presente na amostra daquela paciente, ndo se
sabe exatamente a que gene e a que organismo a sequéncia em questao corresponde,
ndao sendo possivel confirmar a causa do adoecimento. Para tentar resolver esta
situacdo pode-se recorrer ao BLAST, de modo a inserir a sequéncia encontrada no
campo “Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)”, clicar no icone
“BLAST” e verificar por meio do alinhamento local baseado em homologia a que

organismo a mesma equivale, conforme pode ser verificado na imagem a seguir:

N[[E)) National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information
BLAST @ » blastn suite Home Recent Results

m blastp blastx tblastn tblastx

Standard Nucleotide BLAST

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear Query subrange @

ACACGGTATCCCATATAAGGCTAACAAGCGTGCTGTACCCGACAGAATTG
ACTGGCGTGAATCCGGTTATGTGACGGAGGTGAAAGATCAGGGAGGCTG e I:l
TGGTTCTTGTTGGGCTTTCTCAACAACAGGTGCTATGGAAGGACAGTATA ~
TGAAAAACGAAAAAACTAGTATTTCATTCTCTGAGCAACAACTGGTCGATT | To

or, upload file Escolher Arquive | Nenhum arquivo escolhido @

Job Title ‘ ‘

Enter a descriptive title for your BLAST search (2]
[_J align two or more sequences @

Fonte: NCBI

Figura 6.9 — BLAST
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Feito isto, o algoritmo apresentou o resultado esbocado na Figura 6.10 abaixo, na qual
fica evidenciado que a sequéncia génica em questdo apresentou uma total
similaridade com o trematddeo Fasciola hepatica, que por sua vez é causador da
fasciolose, uma infeccdo zoondtica que pode causar quadros de severo

comprometimento hepdtico em pacientes humanos.

Description Scientific Name o | weH |y | 3 Al Loccy NN
L - Score Score Cover |value Ident  Len
- v - v v v

Fasciola hepatica cathepsin L-like protease mRNA,_complete cds Fasciola hepatica 1232 1232 100% 0.0 100.00% 1041 L33772.1
Fasciola hepatica cathepsin L mRNA_complete cds Fasciola hepatica 1182 1182 100% 0.0 98.65% 1054 AF2713851
Fasciola hepatica pr in L5 mRNA, partial cds Fasciola hepatica 1164 1164  99% 0.0 9820% 936 KY3928831
Easciola gigantica cathepsin L (cat-L1C) mRNA _complete cds Fasciola gjgantica 989 989 100% 0.0 93.41% 981 AF2392651
Easciola hepatica partial mRNA for cathepsin L1 (ORF1) Fasciola hepatica 900 900 100% 0.0 9103% 933 AJ2790821
Easciola hepatica cathepsin L1 mRNA _partial cds Fasciola hepatica 891 691 92% 0.0 9259% 748 DQ533986 1
Easciola gigantica cathepsin L1 (ctl1) mRNA _complete cds Fasciola gjgantica 867 867 100% 0.0 90.12% 981 JQ342985 1
Fasciola hepatica clone Porto 1 cathepsin L protein mRNA._complete cds Fasciola hepatica 867 G667 100% 0.0 90.12% 1078 AY519971.1
Fasciola hepatica cathepsin L-like mRNA, partial cds Fasciola hepatica 867 86T 100% 0.0 90.12% 938 AY029229.1
Fasciola hepatica secreted cathepsin L 1 (CL1) mRNA, _complete eds Fasciola hepatica 856 856 100% 0.0 89.82% 1088 UB22882
Fasciola hepatica cathepsin L mRNA, partial cds Fasciola hepatica 856 856 100% 0.0 8982% 988 AF4909841
Fasciola hepatica cathepsin L-like proteinase mRNA, complete cds Fasciola hepatica 856 856 100% 0.0 8981% 1062 L337711
Fasciola gigantica cathepsin L1-YN mRNA, partial cds Fasciola gigantica 850 850 100% 0.0 8969% 915 KI7136231
Easciola sp. Wuh2-1 CTSL1 mRNA for cathepsin L1,_complete cds Fasciola sp. 850 850 100% 0.0 8967% 981 LCHh571231
Easciola hepatica cathepsin L-like proteinase mRNA, complete cds Fasciola hepatica 850 850 100% 0.0 8967% 983 HM584609 1
Easciola gigantica cathepsin L (cat-L4) mRNA, partial cds Fasciola gigantica 850 850 100% 0.0  89.69% 907 EU1561801
Fasciola hepatica cathepsin L mRNA, partial cds Fasciola hepatica 850 850 100% 0.0 8967% 979 AY277628.1
Fasciola sp. cysteine protease mRNA, complete cds Fasciola sp. 846 846 100% 0.0 89.67% 1063 S570380.1

Fonte: NCBI
Figura 6.10 — Resultado

Modalidades de ferramentas de BLAST

O recurso de busca baseado em homologia contido no BLAST pode atender a
diferentes necessidades e a diferentes caracteristicas de dados, de modo que é
fundamental optar pela modalidade que atende a sua necessidade de analise. As

op¢Oes existentes contemplam as seguintes situacgdes:

e blastn: identificacdo de sequéncia de nucleotideos em um banco de dados de

sequéncias de nucleotideos;

e blastp: identificacdo de sequéncia de aminoacidos em um banco de dados de

sequéncias de proteinas;

e blastx: identificacdo de sequéncia de nucleotideos traduzida em todas as seis

fases de leitura em um banco de dados de sequéncias de proteinas;
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e tblastn: identificacdo de sequéncia de aminoacidos em um banco de dados de
sequéncias de nucleotideos dinamicamente traduzido em todas as fases de

leitura;

e tblastx: identificacdo das traducdes de uma sequéncia de nucleotideos em
banco de dados contendo sequéncias nucleotidicas traduzidas em suas fases de

leitura.
6.3 Aspectos introdutérios da bioinformatica aplicada a filogenia

Outra abordagem da bioinformdatica bastante importante no contexto das ciéncias
biolégicas diz respeito a aplicacdo destes recursos computacionais para aclarar e
revisitar o processo evolutivo que tangencia as relacdes entre os organismos. Antes de
propriamente apresentarmos a racionalidade dos algoritmos de bioinformatica,
recuperaremos alguns conceitos importantes para relembrarmos as multiplas inter-

relacdes filogenéticas existentes.

De modo amplo podemos determinar que a filogenia é um campo existente na
sistematica que se concentra em identificar e compreender as relagdes evolutivas
estabelecidas temporalmente entre as diferentes formas de vida, de modo a identificar
padrdes de ancestralidade, inferir tempos de divergéncia que justifiquem os processos
de especiagao e assim determinar a historia evolutiva de um gene, proteina ou mesmo

de uma espécie.

Dentro deste panorama, apresentamos a seguir algumas definicées tedricas que terdo
importante repercussdao na elaboracdo computacional dos modelos de arvores

filogenéticas.

e Homologia: caracteres que possuem descendéncia do mesmo ancestral

comum;

o |dentidade: termo aplicado a situa¢des nas quais o alinhamento revela a
presenca do mesmo residuo (acido nucleico ou aminoacido), na mesma

posicao, em ambas as sequéncias comparadas;
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e Similaridade: medida do nivel percentual de similitude existente entre as duas

(ou mais) sequéncias comparadas;

e Agrupamento: unido de itens que compartihem o mesmo padrao de

similaridade;

e Genes ortdlogos: segmentos génicos que comungam da mesma fungdo,

entretanto ocorrem em espécies distintas;

e Genes paralogos: segmentos derivados do mesmo ancestral, que existem em

um mesmo genoma, mas com fungdes diferentes;

e Grupo monofilético: equivale aos agrupamentos que incluem uma espécie

ancestral e todas as suas espécies descendentes;

e Grupos irmaos: grupos monofiléticos distintos, mas que compartilham entre si

0 mesmo ancestral comum;

e Grupos parafiléticos: grupamento formado por apenas alguns taxons
descendentes de um mesmo ancestral. Em linhas gerais é possivel dizer que um
grupo parafilético corresponde a um grupo monofilético do qual se retirou uma

ou mais espécies descendentes;

e Grupos polifiléticos: grupamento formado pela reunido de dois ou mais grupos

monofiléticos.

Todos estes conceitos recuperados da genética e da evolugao, na pratica subsidiam a
construcdo computacional das topologias das arvores filogenéticas, que nada mais sdo
do que a representacdo grafica da reconstrucdo do caminho evolutivo percorrido por
um gene, proteina ou organismo. Estas representacdes graficas sdo construidas a
partir de alguns elementos, dentre os quais os varios pontos chamados de nds e as
arestas que interligam estes pontos. Outro detalhe importante a ser observado e
analisado é o comprimento das arestas, uma vez que seu tamanho é diretamente

proporcional a distancia evolutiva que separa dois pontos.
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No intuito de facilitar a interpretacdo destes modelos, observe a reinterpretacao
didatica de uma drvore filogenética polifilética que se encontra apresentada na Figura

6.11 a seguir.

ARVORE FILOGENETICA

[ )

§ VV.'— -
Bactéria (\g
M gram-positiva %} Bolor limoso ez 1< (Rf

Espiroqueta Metandgeno chj Animal . -

b\/\ Cpooo Haldfilo %

Proteobactéria Metanococo L
% ‘ Planta
W Termoproteus '
Cianobactéria <:> ? S— :

Pyrodictium
*% Planctomyces Entamoeba Q

Bactérias filamentosas MicrosporidiaO

verdes
Aquifex Diplomonadida@*

Figura 6.11 — Arvore filogenética polifilética

Se vocé observar atentamente a Figura 6.11, poderd perceber que cada grupo
taxondmico estd representado em um nd da arvore (por exemplo, existe um nd
correspondente aos ciliados, aos fungos, as plantas e assim sucessivamente). Observe
ainda que estes pontos estdo entrelacados pelas varias arestas, e a partir das mesmas
€ possivel observar o caminho evolutivo de cada um dos taxons representados.
Conforme explicado anteriormente, as distancias entre os nds representam o seu nivel
de proximidade evolutiva, por exemplo, na Figura 6.11 vocé pode obeservar que a
distancia existente entre as células eucaridticas de plantas e fungos é bem menor do

gue a distancia observada entre as plantas e as células procaridticas bacterianas, logo
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é possivel concluir que as plantas possuem um maior grau de parentesco evolutivo

com os fungos do que com as bactérias.

Na pratica, estas arvores filogenéticas podem possuir diferentes graus de
complexidade e robustez, prova disto é a Figura 6.12 apresentada abaixo que
corresponde a uma inferéncia filogenética proposta por Silva et al., (2019) baseada em
sequéncias do gene de catepsina L-like de diferentes espécies do género Leishmania,
de modo a demonstrar os niveis de proximidade existentes entre as diferentes

espécies que integram o género.
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Figura 6.12 — Inferéncia filogenética
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Métodos de inferéncia

A construcdo das arvores e dendogramas filogenéticos podem se basear em
mecanismos distintos, todavia, o mais amplamente aplicado é o método de maxima
parcimonia, e por este motivo ele foi o escolhido para iniciar as abordagens deste

material.

A premissa fundamental para compreensao deste modelo é de que a histdria evolutiva
se da de modo parcimonioso, ou seja, € mais provavel que se observe uma mudanca
do que duas. Assim o percurso evolutivo pode ser compreendido através do caminho
no qual o menor nimero de eventos foi necessdrio para atingir um determinado

resultado.

Além da maxima parcimoénia, um outro modelo bastante em voga é o método de
maxima verossimilhanca, que é derivado direto da matematica estatistica, e por esta
razdo é caracterizado como sendo um modelo de natureza probabilistica. A aplicacdo
racional desta premissa na biologia evolutiva infere que a evolucdo pode ser explicada
pela drvore que atingir um maior valor numérico de probabilidade, independente do

caminho evolutivo ser ou ndo o mais parcimonioso.

Vantagens reunidas por este método sao o fato de apresentarem menor variancia do
gue o modelo de maxima parcimoOnia, além de permitir que um modelo proposto para
um determinado mecanismo evolutivo possa ser extrapolado para uma outra situagao,
haja visto que os processos evolutivos que ocorrem em um determinado sitio

acontecem de forma bastante similar em muitos outros.

Além destes modelos mais comuns, existem outras variacdes possiveis, tais como a
elaboracdao dos reldégios moleculares, métodos de inferéncia bayesiana, analises de
cunho filogeografico e modelos derivados da teoria da coalescéncia. Estes produzem
respostas a serem utilizadas em contextos mais pontuais e integram abordagens

matematicas de maior complexidade e robustez.
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Conclusao

Neste bloco foram detalhadas as formas pelas quais o entrecruzamento da informatica
e da biologia produziram uma nova fronteira do conhecimento, chamada de
bioinformatica, cujo produto direto é a geragcdo de um numero sem precedentes de
possibilidades de andlises a serem elaboradas a partir dos dados gerados pelos

experimentos de gendmica, protedmica, transcriptdmica e metabolomica.

Inicialmente a bioinformdtica requer que esta gama de dados seja depositada e
analisada em bancos de dados. A depender de sua natureza, os mesmos podem ser
classificados como primadrios, quando receberem dados brutos que ndo passaram por
uma série de inferéncias e predi¢des adicionais, ou em dados secundarios, quando
forem alimentados com dados estruturais e/ou funcionais derivados de interpretacdes
dos dados primdrios. Adicionalmente, estes bancos podem ser tematicamente
agrupados em bancos de dados de acidos nucleicos, bancos de dados de sequéncias e
estruturas proteicas, bancos de dados especializados e bancos de dados de vias

metabdlicas e regulatodrias.

Uma vez consolidadas as informagdes nos respectivos bancos e plataformas, é possivel
realizar atividades de comparacdo entre multiplas sequéncias através de um processo
de busca de homologias, das quais a mais importante aplicacdo é a ferramenta de
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que se encontra hospedada na plataforma

do NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Os algoritmos de BLAST funcionam sempre a partir do estabelecimento de
comparacdes entre sequéncias de interesse (chamadas de query), contra sequéncias

previamente existentes (chamadas de subject).

Algumas vertentes existentes na plataforma BLAST sdo o blastn (que permite a
identificacdo de sequéncia de nucleotideos em um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos), o blastp (que permite a identificacdo de sequéncia de aminoacidos em
um banco de dados de sequéncias de proteinas), o blastx (que identifica sequéncias de
nucleotideos traduzida em todas as fases de leitura em bancos de sequéncias de

proteicas), o tblastn (que identifica sequéncias de aminoacidos em bancos de
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sequéncias de nucleotideos traduzidos em todas as fases de leitura) e tblastx (que
identifica as tradugBes de uma sequéncia de nucleotideos em bancos contendo

sequéncias nucleotidicas traduzidas em suas fases de leitura).

Por fim, foi explorado a interseccdao entre os conhecimentos da bioinformatica e da
biologia evolutiva, de modo a apresentar modelos que permitam produzir as arvores
filogenéticas. Estas arvores sdao na verdade representac¢des graficas que delineiam e
recuperam o caminho evolutivo percorrido por um gene, proteina ou mesmo por um
organismo. Os algoritmos computacionais que realizam estas inferéncias se distribuem
em diferentes formatos, todavia, os métodos de maxima verossimilhanca e sobretudo
o método de mdxima parcimbnia sdo os mais largamente recrutados para tal

finalidade.

Alcancamos o fim da disciplina de Biotecnologia com a apresentacdo deste conteudo,
obviamente ndo esgotamos todas as possibilidades contidas nesta instigante area
cientifica, contudo, esperamos que os conceitos reunidos ao longo destes blocos
tenham conseguido despertar sua curiosidade a respeito das multiplas e inesgotdveis
possibilidades de aplicacdo biotecnolégica, de modo a oferecer subsidios reais para o
exercicio de sua atividade profissional e para sua ampla insercdo no mercado de

trabalho.
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