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Palavras do autor

Bem-vindo ao nanoscopico mundo da biologia molecular, capaz
de expressar caracteristicas macroscopicas que definem e diferenciam
Oorganismos.

Nossa disciplina de Biotecnologia e producdo de alimentos
apresentara toda a engenharia da célula responsavel pela manutencao,
evolucao e diversificagao da vida, e também como de posse desse
conhecimento o homem consegue manipular as informacdes contidas
nelas para consequir produtos de interesse.

Esses produtos, por sua vez, tém sido desenvolvidos nas mais
diversas areas do conhecimento, permitindo avancos na area da
saude por meio do desenvolvimento de tratamentos para diversas
enfermidades; no cenario agropecuario: a partir da producao dos
emergentes organismos transgénicos, por exemplo; na industria de
alimentos e também no meio ambiente.

Com todo esse aprendizado, esperamos que vocé se torne apto
a identificar e aplicar os principios de biotecnologia no seu dia a dia
de trabalho, desenvolvendo alimentos diferenciados, biofarmacos para
tratamentos e prevencdo de doencas, inclusive aplicacdo de métodos
gendmicos, que permitem conhecer previamente as potenciais
caracteristicas que um organismo pode desenvolver, assim como toda
a historia e antecedentes que carrega em suas informacdes biologicas.

Mergulhe nestas paginas e passe a fazer parte deste futuro promissor
e revolucionario.






Unidade 1

Introducao a biotecnologia

Convite ao estudo

Ola aluno!

Iniciamos a primeira unidade dos Nossos estudos e, aqui,
veremos conceitos com os quais € mais familiarizado, como o
processamento e a transmissao da informacao genética pelo DNA.
Novos termos, conceitos e tecnicas tambem serao apresentados
para seu conhecimento e reflexdao com relacao a manipulacao do
material genético: como ele pode ser extraido de células, ter suas
regides de interesse multiplicadas e, ainda, inseridas em outros
organismos com O objetivo de obter produtos especificos, de
interesse econdmico e/ou para evolugdo e manutencdo da saude
de organismos.

Vocé consegue imaginar como todo esse conhecimento
aplicado pode revolucionar o mundo? Como podemos entender
a expressao de nossas caracteristicas em situacdes corriqueiras do
dia a dia? Como nosso organismo responde a estimulos externos,
a agentes infecciosos? Como tendem a se adaptar e sobreviver
as respostas e tratamentos que damos a eles? Como foram
selecionadas e direcionadas as maiores adaptabilidade e resisténcia
de culturas agricolas, alem do maior desempenho de animais de
producao?

O conhecimento da estrutura molecular no nivel da informacao
genética de células procariontes e eucariontes ja nos permitiu, e
ainda nos permitira, avancos incriveis nas mais diversas areas do
conhecimento.

Nao fique fora dessal Aprenda, aplique e faca a diferenca no
mundo.



Secaoll

Principios da biologia molecular
Dialogo aberto

Nesta secdo  realizaremos uma introducao a biotecnologia,
tratando de seu conceito, suas classificacdes e aplicacdes. Em
sequida, abordaremos as bases para o estudo dessa ciéncia com a
apresentacao da estrutura e das funcdes do DNA, como ele transmite
suas informacgdes para outras células a partir da replicacdo e como as
caracteristicas dos organismos sdo expressas pela sintese proteica e
pelo controle da expressao génica.

E muito importante o bom entendimento desses conteudos
para estudos futuros das modernas técnicas de biotecnologia
empregadas atualmente.

Para comecarmos, imagine a seguinte situagao-problema: Daiane,
apresentando sintomas de infeccdo bacteriana, como presenga
de febre, nauseas e vomito, decide esperar 0Os sintomas passarem
acreditando nas defesas do proprio corpo. No entanto, Daiane nao
apresenta melhora e decide procurar um meédico, que a orienta a
fazer uso de antibiotico para impedir a progressao da doenca. Vocé,
como farmacéutico, ja pensou como as celulas microbianas podem
ser afetadas por um medicamento? Pensando nos organismos
unicelulares que podem ser patogénicos aoc organismo humano, na
maioria dos casos os antibioticos desenvolvidos sao eficazes para
controlar e acabar com a infecgdo, e existem diversos mecanismos
de acao desses medicamentos sobre as bactérias. Com base no que
estudaremos, consegue imaginar um deles? Como um conhecimento
tdo simples, como o da estrutura e funcionamento do DNA, permitiu
uma revolucao tdo grande em Nosso MuNdo?

Nao pode faltar

Biotecnologia: histdrico, conceito, principios e aplicagdes na area
farmacéutica

Biotecnologia € a ciéncia que estuda as aplicacdes tecnologicas
em sistemas biologicos, seres vivos ou parte deles, com o objetivo
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de obter produtos de interesse (GASSEN, BONACELLI, SALLES-FILHO
et al, 2000). Ela faz uso dos conhecimentos das areas de Biologia,
Quimica e Engenharia e, como disciplina de cursos de graduacao,
pode ser denominada ainda, Engenharia bioquimica ou Bioengenharia,
apresentando aplicacbes praticas na area farmacéutica, médica,
agricultura e ciéncia e tecnologia de alimentos.

Com uma tradicdo de mais de 10 mil anos na historia da
humanidade, a biotecnologia teve inicio com processos, hoje em dia,
simples e consagrados, como a producao de paes, leites fermentados
e cerveja. Tudo teve inicio com os, até entao, ousados estudos de Louis
Pasteur, que conseguiu meios estéreis de microrganismaos indesejaveis,
selecionando aqueles de interesse na producdo de alimentos.
Os agricultores também, mesmo sem saber, ao direcionarem os
cruzamentos entre as melhores plantas, as mais resistentes, e 0s
animais de melhor desempenho, realizavam a selecao genética dessas
especies por meio de cruzamentos, © que permitiu, por exemplo, a
domesticagdo do milho ha 12 mil anos na area central do México e a
evolucao das espigas e sementes desenvolvidas que conhecemaos hoje
em dia, diferenciadas com relacdo a outros cereais. Mesmo que nao
soubessem o que estava por tras da expressao de cada caracteristica de
interesse, eles as identificavam e procuravam manté-las na populacao.
Na medicina, o grande avanc¢o da biotecnologia ocorreu com a
producao de antibioticos utilizados nos tratamentos de infecgcdes
bacterianas. Alexander Fleming produziu a penicilina a partir de uma
coldnia de fungos e, desde entdo, ela passou a ser produzida em todos
0S paises que tivessem um minimo de conhecimento de técnicas
fermentativas. Na era atual da biotecnologia, a producdo de enzimas
a partir de fungos e bactérias apresenta importantes aplicacdes em
diversas industrias: de alimentos e medicamentos a sabdo em po.

ﬂ9 Pesquise mais

Veja a interessante evolucao das espigas de milho e outros vegetais neste
link: Por alimentos mais artificiais. Disponivel em: <http://scienceblogs.com.
br/rainha/2009/05/por-alimentos-mais-artificiais-i/>. Acesso em: 2 out. 2017.

Esses exemplos se tornaram possiveis porque os biologos Watson e
Crick (1953) apresentaram a estrutura quimica do principio hereditario,
0 acido desoxirribonucleico, frequentemente abreviado como DNA,
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presente em todas as células vivas. Estudos posteriores combinaram
fragmentos de DNA de camundongos e bactérias € os viram serem
replicados no microrganismo em que foram introduzidos (MORROW,
COHEN, CHANG et al, 1974), permitindo a reprogramacao de
microrganismos, plantas e animais, com intervencdes diretas nos
codigos genéticos, de acordo com as necessidades da populacao.
Os produtos farmacéuticos, como a producao laboratorial de insulina,
foram os primeiros resultantes do conhecimento da modificagdo
geneética.

A partir do ano de 2005, conforme definido pelo 122 Congresso
Europeu de Biotecnologia, os ramos da biotecnologia foram
classificados por cores:

a) Biotecnologia branca — industrial — com aplicagdo nos processos
industriais, como a manipulacdo biologica para a producdo de um
guimico util.

b) Biotecnologia vermelha — saude — relacionada a cor do sangue,
que gerou organismos capazes de produzir antibidticos e moleculas
importantes em tratamentos de saude, como a insulina.

) Biotecnologia verde — agricola — associada a cor da maioria das
plantas, em que se destacam as cultivares de organismos transgénicos.

d) Biotecnologia azul — meio ambiente - que conta com
pesquisas voltadas a manutencao do meio ambiente e remogao de
contaminantes.

Na corrida biotecnologica, os Estados Unidos sairam na frente
e permanecem como OSs pioneiros na detencao das técnicas
moleculares, seguidos da Alemanha (GASSEN, BONACELLI, SALLES-
FILHO et al,, 2000).

No Brasil, a maioria dos cientistas se encontram nas instituicoes
publicas de ensino, trabalhando em pesquisas e Nnao em empresas
privadas, o que resulta em menos investimento e, consequentemente,
menos resultados aplicaveis quando comparados aos paises que
lideram o setor. O primeiro produto agricola geneticamente modificado
aprovado no pais pela Comissao Tecnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIo), em setembro de 1998, foi a soja transgénica Roundup Ready
(RR), resistente ao herbicida glifosato e desenvolvida pela multinacional
Monsanto. Na industria farmacéutica, apesar de os medicamentos
bioldgicos ainda representarem uma pequena parcela, apresentam
também a maior taxa de crescimento, com destaque para as proteinas
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terapéuticas, os anticorpos e as vacinas (GASSEN, BONACELLI, SALLES-
FILHO et al,, 2000).

c@ Reflita

O cenario em nosso pais mostra que, enquanto produtos da biotecnologia
vermelha, que produzem medicamentos e tratamentos, sdo amplamente
difundidos e aceitos pela populagdo, garantindo beneficios a manutencao
da saude, a biotecnologia verde ainda é alvo de duvidas e rejeicdo, e
produtos transgénicos, como a soja e o milho, ndo sao bem recebidos
pelos consumidores. Em um cenario de crescimento populacional e
consequente aumento da demanda por alimentos, como deve ser feito o
debate para que sejam sanadas as duvidas e as desconfiancas em relacao
a essa tecnologia?

Estrutura de acidos nucléicos. Organizagdo génica em procariotos
e eucariotos

Hoje, a estrutura do DNA é bastante conhecida e estudada,
correspondendo a uma molécula polimérica formada por unidades
fundamentais de nucleotideos.

Osnucleotideos séo mondmeros, e ndo so do DNA; sdo encontrados
na formacao da molécula de RNA e livres na célula, desempenhando
diversos papéis. Em sua composicao quimica, podemos encontrar:
um agucar, acido fosforico e uma base nitrogenada, responsavel pela
variabilidade da molécula de DNA.

Existem quatro bases nitrogenadas na molécula de DNA: duas
purinas, denominadas adenina (A) e guanina (G), e pirimidinas, que sao
as timina (T) e citosina (C).

A ligacdo entre os nucleotideos para formar a molécula de DNA
acontece através dos grupamentos fosfato, sendo denominada ligacao
fosfodiester.

Nao existe um limite da quantidade de nucleotideos que podem
se ligar e formar a molécula de DNA, muito menos para a ordem de
ligacdo, podendo ser encontrados os grupos nitrogenados A, G, Cou T
em qualquer posicao da cadeia. Ai estd a grande questao da variabilidade
genética, uma vez que mesmo cadeias pequenas da molécula de DNA
originam milhares de sequéncias diferentes, garantindo a diversidade
entre e dentro das espéecies.

U1 - Introdugédo a biotecnologia 11



v=| Exemplificando

Imagine uma cadeia relativamente pequena de DNA formada a partir da
ligacao de 10 nucleotideos. Quantas sequéncias diferentes podem surgir?
Se pensarmos na quantidade de nucleotideos, pode parecer pouco, mas
se fizermos as possiveis combinagdes das quatro bases nitrogenadas que
compdem a molécula, temos: 4 = 1048576.

Nas células vivas, as fitas de DNA se organizam em pares, a partir da
ligacao de uma A com T e G com C, por meio de duas e trés pontes
de hidrogénio, respectivamente. Essa ligagdo acontece com sentidos
inversos das cadeias, ou seja, enquanto uma sequéncia de nucleotideos
(polinucleotideo) estad na posicdo 5" > 3', o outro esta na direcao 3’ > 5",
A molécula adquire uma estrutura tridimensional a partir de giros para
a direita, conhecida como dupla hélice, onde as bases nitrogenadas
encontram-se empilhadas no interior da hélice.

O pareamento das bases € uma das caracteristicas mais importantes
da estrutura do DNA, pois fornece a sequéncia da molécula que é
copiada durante a multiplicacao celular.

Independentemente de se tratar de um organismo eucariontes
ou procariontes, a informacao biologica do material genético esta
contida nos genes, que sao porcdes do DNA que contém a receita
para a producao de proteinas e expressao das caracteristicas de cada
organismo. A sequéncia dos nucleotideos ¢ a propriedade principal do
gene, sendo responsavel pela diversidade entre 0s organismaos.

Somente uma das fitas da dupla hélice contém a informacdo
bioldgica, tambem chamada de fita molde, que ¢ lida na direcdo 3' > 5",

&ﬁ» Assimile
A capacidade dos genes de conter informacdes € praticamente ilimitada.
Lembre-se de que um gene relativamente pequeno, com 100 pares de base

(pb) de comprimento, por exemplo, pode apresentar qualquer uma das 4*°°
combinagdes de nucleotideos que serdo lidos de formas diferentes.

Nas células eucariontes, o material genético encontra-se distribuido

em poucos cromossomaos, formados por uma longa molécula de DNA,
qgue deve conter grande quantidade de genes, variando de milhares
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a milhdes, dependendo da espécie. Nos organismos procariontes,
que diferem dos eucariontes fundamentalmente pela organizagao
da célula, geralmente sao unicelulares, com auséncia de organelas e
material genético ndo delimitado por uma membrana em um nucleo,
normalmente apresentam um Unico Cromossomo, assim, novamente
uma grande quantidade de genes esta presente em uma unica
molecula de DNA.

Nesses organismos, s genes podem ocorrer em grupos. Os operons
sdo caracteristicos das bactérias e codificam uma série de proteinas
diferentes que trabalham juntas em uma via metabolica integrada.
As familias multigénicas sdo encontradas em muitos organismaos,
também sdo genes correlacionados, porém, genes distintos possuem
sequéncias de nucleotideos idénticas ou similares. Eles podem ser
classificados, ainda, em familias multigénicas simples: nas quais todos
0s genes sao exatamente idénticos, e isso € preciso quando a proteina
que ele codifica é requerida em grandes quantidades pela célula; e
familias multigénicas complexas: formadas por genes semelhantes,
mas Nao iguais.

(rz” Assimile
Multigénicos simples: genes envolvidos na sintese de rRNA 5S componente

dos ribossomos e requeridos em grande quantidade por praticamente
todas as celulas.

Multigénicos complexos: a proteina globina nos vertebrados € formada
por quatro cadeias, 2a. e 2B, que sao codificadas cada uma por uma
familia de genes correlacionados que diferem um do outro em alguns
aminoacidos da cadeia polipeptidica.

Dogma central da biologia molecular: replicagcdo do DNA

Tanto os organismos unicelulares quanto os pluricelulares tém suas
células multiplicadas para produzir novos individuos no primeiro caso
e novas células do organismo no segundo, por meio da replicacao do
material genético.

A questao é: como sao formadas novas células a partir da replicacao
do DNA de forma que elas conservem ao maximo a identidade das
células originais (parentais)?
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No padrao geral de replicacdo do material genético, cada
nucleotideo da fita dupla de DNA atua como molde para a confeccao de
uma nova fita, gerando assim dois conjuntos de fitas complementares
(A=T e C=QG). O processo ocorre de forma semiconservativa, de forma
gue a molécula filha é constituida pelo filamento recém-produzido e
uma fita da molécula original, o que foi comprovado por meio de um
experimento conduzido por Meselson e Stahl (1958).

A replicagao do DNA acontece em regides limitadas da molécula
que apresenta bases nao pareadas, tendo inicio em uma posicao
denominada origem de replicacéo, e progride gradativamente ao
longo da molécula. A enzima DNA polimerase atua nesses segmentos
sintetizando o novo polinucleotideo, na regido agora denominada
forquilha de replicacdo. Essa enzima curiosamente atua apenas no
sentido 5" > 3" da fita de DNA.

Para melhor compreensao e conhecimento das enzimas que atuam
No processo de replicacao do DNA, bactérias servem como exemplo
para O processo que pode ser divido em trés etapas:

a) Separacdo da dupla hélice parental: os giros da dupla hélice séo
desfeitos pela acao de um conjunto de enzimas denominado DNA
topoisomerases (tipo I-5', tipo 1-3" e tipo II). A quebra das pontes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas ocorre pela acao da enzima
DNAB helicase, e os filamentos sao mantidos separados atraves
das proteinas de ligacdo unifilamentar (SSBs). Como resultado tem-
se a forquilha de replicagao que fornece os moldes para a DNA
polimerase Ill.

b) Filamentos de replicacdo continua (leading) e descontinua
(lagging): como visto, a DNA polimerase so atua no sentido 5" > 3, o
gue significa que os filamentos molde precisam ser lidos no sentido
3> 5" Para uma das fitas, esse fato ndo constitui problema e a leitura
¢é feita de forma continua. Na outra fita, a copia ndo pode ser feita
de forma continua e a replicagcao é feita em pedacos. Esses sao
denominados fragmentos de Okazaki e apresentam entre 100 e 1000
nucleotideos de comprimento.

c) Iniciagao e unido dos fragmentos e Okazaki: a DNA polimerase
Il comeca a agir a partir de uma pequena estrutura iniciadora
de ribonucleicos colocados no inicio do segmento continuo ou
descontinuo por uma RNA polimerase. No filamento descontinuo,
a DNA polimerase Il pode sintetizar DNA apenas por determinada
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distancia, até atingir o RNA iniciador da extremidade 5. Nesse ponto,
a enzima para e entra em acao uma DNA polimerase |, que continua
O processo de replicacao e ainda tem a capacidade de remover os
filamentos iniciadores de ribonucleotideos do fragmento adjacente,
substituindo-o  por desoxirribonucleotideos. A uniao dos varios
filamentos de Okazaki originados ocorre por ligacao fosfodiéster
catalisada pela DNA ligase.

Figura 1.1 | Esquema da replicacdo do DNA

ADN primase

ADN ligase

Cadeia
atrasada
5
Fragmento de Okazals

5
Cadeia I
lider

ADN polimerasd
helicase

cadeia simple¥

proteinas de ligagao

Topoisomerase

Fonte: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Helicase#/media/File:DNA_replication_pt.svg>. Acesso em: 30 ago. 2017.

vz| Exemplificando

Para facilitar a compreensao do processo de replicacao do DNA, assista
30s videos disponiveis nos seguintes links:

» Animacgdo sobre a Replicagdo do DNA. Disponivel em: <https://www.
youtube.com/watch?v=T3RK7wOnfOc>. Acesso em: 2 out. 2017.

« Estrutura e replicagdo de DNA. Disponivel em: <https://www.youtube.
com/watch?v=34Jr2U7KwOE>. Acesso em: 2 out. 2017. Esse ultimo
também apresenta a formacdo da estrutura da molécula de DNA.

A replicacdo € concluida com a revisao dos filamentos formados
pelas proprias DNA polimerases, a fim de substituir um nucleotideo
incorreto, porém alguns erros podem persisti. Em alguns casos
eles nao provocam alteracao na proteina por codificar o mesmo
aminoacido; em outros, podem tornar a proteina inativa ou até mesmo
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interferir negativamente no organismo; e em raros casos podem trazer
vantagens que tornam O organismo mais apto e por isso se mantém
nas geracdes futuras. e, por fim, algumas mutacdes sdo benéficas,
Criam organismos melhores e mais adaptados e por isso mantém-se
nas geracoes futuras.

Sintese de RNA, cédigo genético e sintese de proteinas

Vocé sabia que mais de um tipo de RNA participa dos processos
de producao de proteinas nas células procariontes e eucariontes? Os
principais sao: rRNA ou ribossomal, tRNA ou transportador e mRNA,
também denominado mensageiro. Os dois primeiros sao definidos
como estaveis por serem produtos finais da expressao génica e
apresentarem funcao de RNA na célula, participando do processo
de tradugao, enquanto o mensageiro € produzido quando pProcessos
de sintese de proteinas sao demandados pela célula, atuando como
intermediarios a expressao génica e, por isso, tendo um tempo de vida
mais curto. Essas moléculas sao responsaveis pela sintese proteica nas
células, a partir da informacdo contida no DNA.

O que basicamente os diferencia da molécula de DNA, além da
funcao exercida na célula, € a presenca de cadeia Unica em cada
molécula, a substituicdo da base nitrogenada timina (T) por uma uracila
(U) e o tamanho de suas moléculas bastante inferior as de DNA.

Os nucleotideos formadores da molécula, por sua vez, sao
constituidos por uma base nitrogenada, um grupo fosfato e um
acucar, nesse caso, uma ribose. Sua cadeia se dobra formando
diferentes estruturas tridimensionais a partir do pareamento de bases
da mesma fita.

A sintese dessas moléeculas € catalisada por uma enzima chamada
RNA polimerase, que usa a fita de DNA como molde em um processo
denominado transcricao. A molécula de DNA abre-se em regides
especificas dos genes que contém informacao para a sintese desses
polinucleotideos € a RNA polimerase progride pela molécula no
sentido 3" ao 5.

O mRNA contém o codigo genético, ou seja, a informacdo para
a sintese de proteinas determinada pela relagao entre a sequéncia
de bases do DNA e a sequéncia dos aminoacidos nas cadeias
proteicas, que, por sua vez, expressam as caracteristicas especificas
de cada individuo.
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As informacdes contidas nessa molécula sdo lidas na maquinaria
bioldgica dos ribossomos, grandes estruturas moleculares formadas
pelo rRNA e cadeias polipeptidicas, em que o tRNA — que recebe esse
nome por transportar 0s aminoacidos até os ribossomos, permitindo
que eles se unam formando as proteinas — participa do processo
conhecido como traducdo. A leitura do mRNA é feita a cada trinca de
bases (codon) que contém informacao para adicdo de um aminoacido
a cadeia polipeptidica. Assim, cada tRNA contem um anticodon
correspondente ao codon do mRNA e que transporta um aminoacido
especifico, dentre os 20 existentes na natureza.

vz| Exemplificando

Ao codon AUG de um mRNA encaixa-se o anticodon UAC de um tRNA,
que transporta 0 aminoacido metionina a ser adicionado a cadeia proteica.

Existem codons iniciadores, normalmente a primeira trinca AUG
que o ribossomo escaneia, e finalizadores (UAA, UAG ou UGA), que o
tRNA interpreta como pontos inicial e final para a sintese de proteinas.

Figura 1.2 | Processo de transcricdo do mRNA

Fonte: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Transcri%C3%A7%C3%A30_de_DNA.svg>. Acesso em: 30 ago. 2017.
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Figura 1.3 | Processo de traducao

Proteina em sintese

Subunidade maior

Aminoécidos

Subunidade menor

Fonte: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Ribosome_mRNA_translation_pt.svg>. Acesso em: 30 ago. 2017.

&&» Assimile

Toda a informacdo para a sintese proteica esta contida no DNA e é
transmitida, reproduzida e traduzida como polipeptideo pelos RNAs.
Esse € o resumo do dogma central da biologia, que explica o fluxo de
informac&es por meio do codigo genetico. Esse, por sua vez, ainda
apresenta a caracteristica de ser degenerado, o que significa que todos
0s aminoacidos, exceto metionina e triptofano, sao codificados por mais
de um codon.

Controle da expressdo génica em procariotos e eucariotos

Algumas proteinas sao requisitadas a todo tempo para manutencao
e funcionamento das células, por isso seus genes sdo ativos ou
expressos € passam por processo de transcricdo e traducdo
continuamente, sendo chamados de genes de manutencao. Muitos
outros traduzem proteinas especializadas que sao necessarias somente
Sob circunstancias especiais e, por isso, nao sao produzidas de forma
continua. O fato de determinados genes se expressarem a todo tempo
nas células, e outros ndo, faz parte de uma complexa organizacao
celular denominada controle da expressao génica, que, em outras
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palavras, significa controlar quando esses genes permanecem ‘ligados”
e "desligados”.

o() Reflita

Vocé ja parou para pensar por que as células nao expressam todos o0s seus
genes a todo tempo para sempre terem um suprimento de proteinas/
enzimas, independentemente das condicdes as quais sao submetidas?

De forma geral, o controle da expressdo génica ocorre de forma
semelhante em procariotos e eucariotos e pode ser dependente
de estimulos do meio, os quais fazem com que a célula altere suas
capacidades bioguimicas, no entanto, esse controle nos organismMaos
eucariontes ¢ mais sofisticado. Os estagios de desenvolvimento do
organismo tambem influenciam na expressao de alguns genes, tendo
na producao da enzima lactase um otimo exemplo, por ser produzida
nos recém-nascidos de mamiferos e apresentar reducao da expressao
com o desenvolvimento do organismo, em outras palavras, pela menor
necessidade da ingestdo de leite, podendo desenvolver, inclusive, a
intolerancia adquirida a lactose.

A regulagdo génica em organismos multicelulares promove o
desenvolvimento de células especializadas, uma vez que 0S genes
expressos no figado, por exemplo, sdo para desenvolver funcdes
totalmente diferentes das células musculares estriadas.

Ainda ndo se sabe exatamente como é realizada a regulacdo da
expressao génica, mas a resposta esta em exercer algum controle
sobre a via de producdo das proteinas.

Isso pode acontecer por meio de alteracdes na transcricao, que
podem ocorrer diretamente na identificacdo das regides promotoras
pela RNA polimerase, ja que, com menos moléculas transcritas,
havera menos produtos génicos, e o inverso tambem é verdadeiro. A
taxa de degradacdo do mRNA também parece ser alvo de controle,
influenciando a expressao génica de forma semelhante a quantidade
de transcritos. Alem disso, alteracdes na estrutura dessa moléecula
levam a sua indisponibilidade para a traducao. Um controle direto na
traducado, sobre a quantidade de ribossomos disponiveis para traduzir
0s MRNA, tambéem € mecanismo de controle adotado pela célula para
regular a expressao génica.
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Somando-se aos processos de transcricdo e traducdo celular, em
que atuam as moleculas de RNA e, portanto, alvos de controle da
expressao dos genes, o numero de copias de um gene NnoO genoma
influencia diretamente na quantidade de proteina traduzida. Maior
guantidade de DNA molde gera maior quantidade de mRNA por
transcricao, além de valores mais altos da respectiva proteina por
traducao. Dessa forma, proteinas requeridas sempre ou em maior
guantidade nas células podem apresentar mais de um gene noS
Cromaossomaos qgue contém o codigo para traduzi-las.

D9 Pesquise mais

Para entender melhor como funcionam os complexos mecanismos de
controle da expressdo génica, veja as paginas 3 a 4 e 6 a 12 do material
Regulagdo Génica em Bactéria. Disponivel no link (de livre acesso) a
seguir: <https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/3005481/mod_resource/
content/1/BiologiaMolecular_texto08%20%285%29.pdf>. Acesso em: 23 dez.
2017. De forma semelhante a outros estudos, os de controle génico tiveram
inicio Nnos organismos mais simples e podem ser extrapolados para organismos
mais complexos, como os policromossomicos e mullticelulares.

Esse estudo do operon Lac foi realizado em bactérias E. coli a partir
de um MmRNA que transcreve trés genes codificadores de proteinas,
encontrados em seguéncia e que atuam no metabolismo da lactose.
Quando a bactéria € colocada em um meio sem glicose, mas na
presenca de lactose, a concentragao dessas trés enzimas aumenta
grandemente. A partir desse conhecimento, foram criados mutantes
para cada um desses genes, que nao produziam a forma ativa da
enzima. A maior descoberta foi que alguns mutantes continuaram
a produzir as trés enzimas mesmo na auséncia do estimulo externo
(meio com lactose) e, a0 mesmo tempo, apresentavam uma mutagao
em outro gene (I) proximo ao operon Lac. Entdo, diversos testes foram
realizados combinando a mutacdo desse gene | com as mutacdes
dos genes codificadores das enzimas em meios que induziam ou Nao
a traducao das proteinas. A conclusao foi que o gene | sem mutacao
apresentava controle sobre a traducao das enzimas em auséncia
de estimulo, porém, com a mutacao, perdia essa capacidade, e 0Os
genes do operon Lac apresentavam expressao, mesmo na auséncia
de lactose.
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Com a conclusao do Projeto Genoma Humano e a identificacdo
das regides intergénicas (introns) sem funcao aparente nas ceélulas,
acreditava-se que eram genes que perderam sua funcao No organismo
no decorrer da evolucdo. Hoje, sabe-se que essas regides podem ser as
responsaveis pelo controle da expressdo génica, como O gene [ sobre
0 Operon Lac, principalmente porque contém sitios de ligacao para
reconhecimento indireto das condicdes ambientais e, assim, podem
ligar e desligar a maquinaria de produgao de proteinas.

Sem medo de errar

Diante do conhecimento apresentado e refletido por nos, ja temos
condicdes de discutir as questdes propostas, ndo € mesmo? Entao,
vamos juntos!

Daiane, incialmente, ndo procurou um medico e acreditou que
poderia superar a infeccdo bacteriana sem a necessidade do uso de
medicamentos, pois ela sabe que possui genes ativos codificadores
de proteinas especificas nas ceélulas de defesa, mais conhecidas como
globulos brancos, que perante a entrada de um patdégeno No organisMmo
humano, em outras palavras, um estimulo externo, inicializam o
processo de defesa e “ataque” contra ele. Essas celulas, por sua vez,
também podem aumentar em quantidade, dependendo da extensao
da infeccao, e, para isso, precisam replicar o material genético, DNA, e
assim podem formar novas células.

A0 mesmo tempo, a bactéria, organismo procarioto unicelular,
também faz uso da replicacdo do DNA para formar novos individuos,
fato que pode aumentar significativamente a contaminagdo e/ou
infeccao em um curto espaco de tempo, ja que Sao organismaos que,
normalmente, apresentam apenas um Cromossomo.

A replicagdo génica € importante para entendermos a multiplicagcdo
celular, mas, como vimos, a infeccao nao cedeu e o0 medico indicou
um antibiotico, no caso, uma fluoroquinolona. E agora? No que
O conhecimento sobre expressdo génica nos ajuda a entender o
tratamento indicado?

Para entendermos a questdo da acdo dos antibioticos
sobre microrganismos patogénicos, existem dois mecanismos
fundamentados nos conhecimentos que adquirimos até agora.
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O primeiro deles esta diretamente associado a impedir a reproducao
do microrganismo por meio de ag¢ao direta na replicacdo do DNA.
Sern DNA replicado, ndo ha como formar novas células. E o caso das
fluoroquinolonas, que agem inibindo a DNA girasse e a topoisomerase
IV, impedindo, assim, a replicacdo celular nas bactérias.

Um segundo possivel mecanismo atua no controle da expressao
génica, impedindo a transcricao do DNA em mRNA ou a formacao
dos ribossomos bacterianos, blogueando a sintese das proteinas
microbianas com a consequente morte desses organismos.

Como vimos, conhecer as bases moleculares do funcionamento
celular € importante para o entendimento de todo o processo de
sinalizacao, replicacdo e, também, para a pratica, tanto na atuacao
mais clinica quanto nas técnicas que podem ser utilizadas no dia a dia
da pratica farmacéutica.

Faca valer a pena

1. A molécula de DNA se organiza nas células em cromossomos e, em
sua extensdo, sdo encontradas as unidades fundamentais que contém a
informagdo genética, os genes — que sao responsaveis pelas caracteristicas
especificas de cada espécie e de cada organismo, inclusive diferenciando
individuos dentro de uma mesma espécie.

Com base no seu conhecimento sobre a estrutura do DNA e a fung¢do dos
genes, escolha a alternativa que explica por que a capacidade do gene em
conter informacao € quase ilimitada.

a) Existem, pelo menos, dois tipos de genes para cada caracteristica expressa
NOS organismos Vivos.

b) A estrutura do DNA diverge em funcdo da espécie.

c) A informacdo do gene depende da quantidade e sequéncia das bases
nitrogenadas, produzindo, dessa forma, de milhares a milhdes de sequéncias
diferentes.

d) Os genes sdo diferentes entre diferentes organismos.

e) Nas ceélulas eucariotas existe mais de um cromossomo, cada um deles
contendo milhares de genes e todos diferentes entre si.

2. As moléculas de DNA e RNA, responsaveis por armazenar e transmitir
informacdo genética, respectivamente, sao polimeros de nucleotideos,
que apresentam uma formacao basica que contém uma base nitrogenada,
um agucar e um grupo fosfato. Porém, apesar dessas semelhancas, as

22 U1 - Introdugéo & biotecnologia



duas moléculas também apresentam diferencas quanto a suas funcdes
e estruturas.

Sobre as fungdes e estrutura das moléculas de DNA e RNA, assinale a
alternativa correta:

a) As duas moléculas encontram-se nos nucleos das células na forma de
dupla hélice.

b) Na molécula de RNA a base nitrogenada uracila aparece em substituicdo
a timina.

c) As células vivas sempre apresentam concentragdes constantes das
moléculas de DNA e RNA.

d) O DNA e o mRNA armazenam informacdo genética.

e) O RNA contém todos os genes da fita molde de DNA.

3. O mecanismo de controle da expressdo génica, responsavel por ligar
e desligar os genes de acordo com a necessidade de suas proteinas na
célula, ainda ndo é totalmente elucidado pela comunidade cientifica, mas
muitas etapas do processo de producao das proteinas sao apontadas como
influenciadoras.

Entre as alternativas a seguir, marque aquela que apresenta um processo
celular associado ao controle da expressdo génica.

a) Disponibilidade de aminoacidos livres na célula.

b) Atividade da enzima DNA polimerase.

c) Taxa de replicacdo do material genético.

d) Sequéncia de bases nitrogenadas da molécula de DNA.
e) Taxa de degradacdo do RNA mensageiro.
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Secao 1.2

Introducao as técnicas de biologia molecular
Dialogo aberto

Caro aluno,

De posse do conhecimento da estrutura, funcao e acao do material
genético, passaremaos a estudar agora as teécnicas utilizadas na extracao,
separacao e manipulacdo do DNA, que permitem a comunidade
cientifica e industrial chegarem a formacao de produtos de interesse,
assim como técnicas mais avangadas de sequenciamento, que geram
conhecimento capaz de detectar caracteristicas especificas de cada
organismo, tipos de genes e proteinas por eles produzidas, tendéncias
a determinadas doencas e, dessa forma, permitem o desenvolvimento
de tratamentos especificos e mais eficientes.

A manipulacdo do DNA € o ponto inicial para os grandes avancos
gue buscamaos e 0s que ja conseguimos atualmente, por isso deve ser
feita de modo a se obter os mais puros e precisos resultados.

Para iniciarmos nosso estudo, avalie a seguinte situacdo, ainda
referente & contaminagdo de Daiane por um agente infeccioso:

Apods os sete dias de tratamento com antibidtico, Daiane nao
percebe melhora dos sintomas da infeccao e decide voltar ao medico,
que, percebendo a ineficacia do medicamento prescrito, solicita testes
laboratoriais (genéticos) para identificacdo do microrganismo que a
infectou. Entre os metodos diagnosticos, como a metodologia PCR
pode auxiliar a analise? Como é feita a preparacao do material genético
para esse tipo de procedimento? Em caso de diagnostico inconclusivo,
quais outras tecnologias poderiam auxiliar o medico na identificacdo
do patogeno?

Nao pode faltar

Métodos de purificagao de acidos nucleicos

Apds conhecermos o funcionamento do material genético e como
ele se expressa Nnos organismaos vivos determinando suas caracteristicas,
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€ de interesse conhecer técnicas de analise e manipulacao dessa
poderosa molécula, certo?

Aextracdo e purificacao dos acidos nucleicos sao as primeiras etapas
a serem realizadas independentemente do que se deseja analisar. Fala-
se em acidos nucleicos porque a maioria das técnicas os extrai, ou
separa do restante da célula, tanto DNA quanto RNA, e, dependendo
do objetivo da analise, eles devem ser separados entre si.

Normalmente existem kits comerciais que contém os reagentes
empregados nesses procedimentos, e cada um deles apresenta
sensibilidade de deteccao diferente.

A escolha de um kit de extracao e purificacao de acidos nucleicos
deve levar em considerac¢do a origem da amostra, de onde foi extraida
e a quantidade disponivel; o método de preparacdo das amostras; a
intencdo de uso do DNA; o conteudo humico que sao os produtos
da decomposicdo microbiana de matéria organica; a simplicidade do
protocolo e habilidade de automatizar a extracdo.

v=| Exemplificando

Dentre os fatores aqui mencionados, a origem do material genético pode
ser de amostras de sangue, bulbo capilar, entre outros. Elas, por sua vez,
podem ter sido preparadas como pellets celulares frescos ou congelados
ou até células fixadas em etanol, ja que o alcool mantém a qualidade do
DNA e ndo apresenta afinidade por ribonucleotideos de RNA. O objetivo
da extragao do DNA tambem deve ser levado em consideracdo, pois a
qualidade e pureza do material sao exigidas em diferentes graus entre
uma andlise de PCR, sequenciamento e expressao génica, por exemplo.
Amostras que possivelmente apresentem conteudo humico, como
esterco e adubo, devem passar por um processo de remocao dessas
substancias que podem influenciar na pureza do material obtido.

Independentemente do kit empregado, da origem da amostra e
do objetivo da analise, a extracao dos acidos nucleicos é realizada em
cinco etapas.

A primeira delas compreende a lise celular, ou seja, © rompimento
da célula por metodos quimicos ou fisicos para acessar o DNA. Em
seguida, os lipidios, especialmente os de membrana, sdo removidos
com o uso de detergentes, como SDS, e por centrifugacao; por
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sua vez, a remocao das proteinas do extrato celular é feita a partir
de desnaturacao proteica, por acao de proteases, e separacao por
centrifugacdo e/ou filtragdo. No entanto, a remogdo do RNA é uma
etapa opcional na maioria dos kits, totalmente dependente do objetivo
da analise e, quando necessaria, ocorre pela adicdo de enzima RNAse,
gue quebra a molécula em subunidades ribonucleotideas. Por fim, os
acidos nucleicos de interesse sdo extraidos com fenol, precipitados por
ultracentrifugagdo ou métodos cromatograficos (troca idnica, filtragdo
em gel), agregados e diluidos normalmente em etanol.

O que caracteriza especificamente essas metodologias € o
fato de a extracdao organica usar solventes organicos como fenol e
cloroférmio para a extracdo do DNA: que apresentam desvantagens,
como o fato de serem compostos perigosos ad Mmanuseio € O risco
de contaminacdo da amostra por residuos dos proprios solventes. A
extracao em silica € fundamentada em separacao fisica, em que o
DNA € adsorvido em particulas de silica formadoras de membranas e
superficies, posteriormente transferido em solucao tampao com baixa
concentracao de sal. Essa metodologia permite aplicacao em colunas
e microchips, simplificando O processo; a separacao magnética se
torna possivel pela ligagdo da molécula de DNA a particulas ou granulos
magnéticos revestidos com um anticorpo que permite a ligagao. O
processo pode ser automatizado, poréem a metodologia € mais cara
quando comparada as demais. Por fim, a tecnologia de troca idnica se
baseia na interacao dos grupos fosfato carregados negativamente com
a superficie de um substrato positivo; © material celular € separado por
uma sequéncia de lavagens com solucdo tampao com baixo teor de
sal, e o DNA, diluido em tampao com alto teor salino.

Separacdo eletroforética e hibridizacdo de acidos nucleicos

A separacao eletroforética € aplicada as moléculas de DNA e/ou
RNA ja extraidas e separadas do conteudo celular, bem como permite
a avaliacao de cada uma delas.

Nesse processo, a separacdo de moléculas carregadas, cCoOmo 0S
acidos nucleicos e proteinas, torna-se possivel pela passagem de um
campo elétrico. Uma vez que as moléculas de DNA apresentam carga
negativa, deslocam-se em direcdo ao polo oposto; para isso, a amostra
€ colocada em uma estrutura de suporte, imersa em solucao tampao
e disposta em uma cuba gue contem os eletrodos responsaveis pela
passagem de corrente elétrica.
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v=| Exemplificando

1) Meios de suporte: papel filtro, membrana de celulose, gel de agarose,
membrana de poliacrilamida.

2) Meios tamponantes: TAE — Tris, acetado e EDTA, e TBE — Tris, borato
e EDTA.

A escolha depende de uma série de fatores, que vao desde o tipo e
conformagdo da molécula que se deseja separar até a eficiéncia e
especificidade dos reagentes.

O video disponivel no link a seguir apresenta um exemplo de separacao
eletroforética de DNA em gel de agarose. Disponivel em: <https://www.
youtube.com/watch?v=vL3EfRx78P0>. Acesso em: 11 out. 2017.

A velocidade de deslocamento € dependente das cargas e do
tamanho das moleculas; a intensidade da corrente, a conformagao
do DNA e a concentracao de agarose, quando se trabalha com o gel,
que determinarao o diametro dos poros, fazendo com que moléculas
de propriedades diferentes se desloguem de formas distintas e, assim,
sejam diferenciadas entre si.

Existem protocolos de separacdo eletroforética (testados e
consagrados nos laboratorios da area) que combinam as melhores
caracteristicas de cada etapa do processo com vistas a otimiza-lo.

Juntamente a separacdo eletroforética, pode ser realizada a
hibridizacao dos polimeros de nucleotideos, que consiste em utilizar
uma fita simples da molécula de DNA obtida por desnaturacdo e
renaturacao das cadeias complementares, ou © RNA, como sonda
genética, para localizar um gene ou molécula em célula ou tecido,
assim como identificar aqueles expressos e nao expressos nas celulas,
bem como variantes/alteracdes genéticas.

A fita Unica liga-se sequencialmente com sondas marcadas por
radioatividade, quimioluminescéncia ou por um anticorpo, que
contém uma sequéncia inicial de nucleotideos especifica a cada
fragmento de DNA ou RNA que se deseja avaliar. A molécula entdo
passa por hibridizagao, que consiste em ser adicionada de nucleotideos
complementares a fita.
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Na hibridizacdo do DNA por Southern-blot, fragmentos de
DNA, obtidos por endonucleases de restricao (vamos ver a seguir) e
separados por eletroforese, sao imobilizados em uma membrana
de nitrocelulose ou nailon; uma sonda de DNA radioativa, contendo
a sequéncia de interesse, € hibridizada com o DNA imobilizado na
membrana que contém sequéncia complementar a ela; em seguida,
a membrana € lavada para a retirada das sondas nao hibridizadas e
exposta a um filme radiografico para detectar a radioatividade, e so
serdo detectadas sondas hibridizadas pela sequéncia especifica do
fragmento de DNA que se deseja identificar. Assim, algumas amostras
apresentam resultado negativo simplesmente porque nao contém a
sequéncia de DNA em estudo.

O meétodo ¢ bastante utilizado em diagnosticos moleculares.

|:|9 Pesquise mais

Conheca também as técnicas Northen Blotting e Western Blotting, que
apresentam o mesmo principio de hibridizacao aplicado a mMRNA e
proteina, respectivamente, sendo utilizadas principalmente nos estudos de
expressao génica e identificacao de proteinas. Acesse os links sugeridos a
seguir.

Disponivel em: Northen Blot <http://knoow.net/ciencterravida/biologia/
northern-blot/>. Acesso em: 8 out. 2017.

Disponivel em: Westem Blot. <https:/Awwvyoutube com/watchv=46NnUeewmbM>.
Acesso em: 8 out. 2017.

A figura a seguir mostra o resultado desses tipos de analises pela
separacao dos polimeros de nucleotideos como diferentes bandas
no suporte, deslocadas de acordo com a carga que apresentam (em
sentido igual ou diferente ao da corrente elétrica) e separadas por
seus tamanhos. Moléculas menores apresentam maior facilidade
de passagem pelos poros do gel e por isso apresentam maior
deslocamento.
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Figura 1.4 | Membrana de um Southern blot apos hibridizacéo e separacdo

Fonte: <https://goo.gl/xrdDst>. Acesso em: 14 set. 2017.

Cada uma das bandas visualizadas na figura representa um
fragmento de DNA hibridizado de tamanho molecular diferenciado.

Enzimas utilizadas na manipulagao in vitro de acidos nucleicos

A descoberta das enzimas denominadas endonucleases de
restricao permitiu aos cientistas a manipulacdo do DNA em laboratorio
para obtencdo de fragmentos de interesse. Essas enzimas existem
naturalmente nos organismos e atuam como protegdo das celulas,
clivando ou guebrando DNAs invasores.

Esse mecanismo e possivel uma vez que as endonucleases de
restricdo sdo sitio-especificas, ou seja, sao capazes de identificar
determinada sequéncia de nucleotideos e agir sobre ela, sendo
denominadas enzimas de restricdo tipo Il. A propriedade de
reconhecimento da sequéncia nucleotidica independe da origem
do DNA, e diferentes endonucleases sdo produzidas por diferentes
microrganismos. Veja no quadro a seguir alguns tipos dessas enzimas
de restricdo, organismo de origem, denominacdo e sequéncia
nucleotidica em que atuam.

Quadro 1.1 | Enzimas de restricdo

Enzimas Organismo fonte | Sitio de restricdo Estrutura dos produtos
de DNA cortados
bifilamentar
EcoRl Escherichia coli 5-G-A-A-T-T-C -G 5" A-A-T-T-C-
-T-T-A-A*G-5" | -C-T-T-A-A- 5 G-
Pstl Providencia stuartii | 5-G-T-G-C-A-G- -C-T-G-C-A % G-
-G-A-C-T-C-5 -G 3 A-C-G-T-C-
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Smal Serratia 5-C-C-C:G-G-G -C-C-C G-G-G
marcescens

-G-G-G-C-C-C -G-G-G C-C-C

Fonte: adaptado de <https://goo.gl/VfiTw2>. Acesso em: 12 set. 2017

Duas particularidades merecem nossa atencgao: perceba que a
enzima nado tem preferéncia de corte pelo sentido 5 ou 3" e tambeém
Nnao corta as fitas complementares do DNA nos mesmos pontos, o que
gera fragmentos com diferentes nucleotideos.

Osfragmentosde DNAformadospodemseligar,independentemente
daorigem da moléecula, porgue todos tém terminacdes com apenas um
filamento; terminacdes complementares por ligacdes de hidrogénio
e, existindo condi¢cdes adequadas para a renaturacao, a enzima DNA
ligase reconstroi as ligagdes fosfodiester faltantes em cada filamento.

‘rz” Assimile
Fragmentos de DNA formados pela agdo de endonucleases de restricdo
podem ligar-se novamente entre si e/ou entre fragmentos de diferentes
origens (cromossomo, espécie), formando uma nova fita. Esse fato é
importante porque a partir desse conhecimento foi possivel a manipulacdo

do DNA em laboratorio — in vitro — e o desenvolvimento das modernas
técnicas de DNA recombinante que veremos mais adiante.

Reacdo em cadeia da polimerase — PCR

Vamos continuar nossos estudos observando uma questao
importante: quantidade de amostra. Tanto para enxergarmos num gel
de agarose quanto para isolarmos uma determinada regidao do DNA,
precisaremos de muitas copias dessas moléculas; no entanto, muitas
vezes, ndo temos quantidade o bastante de material original. E s&
imaginarmos uma cena de crime, na qual temos apenas uma gota de
sangue ou um bulbo de fio de cabelo. Entao, como ter DNA em grande
gquantidade?

A solucdo existe, excluir a partir do conhecimento de sequéncias
de nucleotideos completas de genomas de diversas espéecies, €
possivel isolar genes e outros fragmentos de DNA de interesse
bem como amplificar a sequéncia até consequir milndes de copias
e facilitar a analise.




Esse procedimento, denominado reacao em cadeia da polimerase,
usualmente abreviado como PCR, é realizado totalmente in vitro, em
trés etapas que procuram simular a replicacao do DNA nas células vivas.

Na primeira etapa o DNA gendmico, que contém a sequéncia de
interesse a ser amplificada, € desnaturado por aguecimento a uma
temperatura entre 92 e 95°C por 15 segundos, permitindo a quebra
das pontes de hidrogénio e separacao da fita dupla. Na segunda
etapa, o DNA desnaturado € anelado ou hibridizado por incubacao
sob temperatura de 50 a 60°C durante o tempo de 30 segundos e
na presenca de excesso oligonucleotideos sintéticos adicionados ao
meio. Para isso, € necessario um par de iniciadores ou primers que
contenham uma sequéncia especifica de nucleotideos para 0 gene
que se deseja avaliar, sendo cada um deles complementar as duas
fitas de DNA. Com esse molde identificado e hibridizado a molécula
desnaturada de DNA, inicia-se a terceira etapa, na qual a DNA
polimerase adiciona as bases complementares, formando uma nova
fita e duplicando o DNA. Assim, uma dupla hélice produz duas duplas
hélices apods um ciclo de replicacdo. Essa etapa de polimerizacdo e
realizada a uma temperatura de 70 a 72°C por 1,5 min.

O ciclo é reiniciado de 20 a 30 vezes, até se obter a concentracao
de DNA desejada; e, como cada etapa acontece sob uma temperatura
especifica, € utilizado um termociclador que controla ndo s a
temperatura, como tambeém o tempo e a quantidade de ciclos.

Atualmente, o uso da enzima conhecida como Tag polimerase,
uma DNA polimerase termoestavel encontrada na bactéria Thermus
aquaticus, permite que a enzima seja adicionada logo na primeira
etapa e resista as temperaturas de desnaturacao, tornando dispensavel
a reposicao dela nas demais etapas.

A figura a seguir apresenta o esquema das trés etapas envolvidas
na amplificacdo do DNA por PCR, com a desnaturacao da fita molde,
hibridizacao dos primers iniciadores (em vermelho) e alongamento do
fragmento de DNA por nucleotideos disponiveis no meio, formando as
novas fitas em azul.
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Figura 1.5 | Esquema da analise de PCR

DNA original Y /
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@ Desnaturagdo a 94-96°C
® Anelamento a 60°C
® Alongamento a 72°C

Fonte: adaptada de <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Polymerase_chain_reaction.svg>. Acesso em: 13 set. 2017,

Nos anos 2000, foi desenvolvida a técnica de PCR em tempo
real (QRT-PCR), que combina a metodologia da PCR convencional
com um mecanismo de deteccdo e quantificacao por fluorescéncia,
permitindo que as trés etapas estudadas anteriormente sejam
realizadas em uma unica, agilizando a obtencdo dos resultados e
reduzindo o risco de erros e contaminacao da amostra.

Sequenciamento de DNA

Grandes avancos na area gendmica foram conquistados a partir
do ano de 1990 com a publicacdo de sequéncias completas de
Cromossomos e genomas.

Mas vocé ja se perguntou por que conhecer a sequéncia completa
de bilhdes de bases nitrogenadas do DNA de um organismo?

c@ Reflita

As sequéncias de nucleotideos nos genomas formam milhares de genes
distribuidos nos cromossomos, como ja vimaos. Poderia o conhecimento
de variagbes nos genes ser estudado e associado as caracteristicas
de interesse? E a identificacdo de genes que produzem determinadas
enzimas poderia ser isolada e aplicada as industrias farmacéuticas e de
alimentos? Pense em quantas coisas os cientistas podem fazer de posse
do conhecimento de genomas completos de diferentes espécies.
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A maior dificuldade no sequenciamento de genomas esta no fato
de serem obtidas separadamente pequenas sequéncias de DNA,
inicialmente emtornode400a500pb (pares de base, unidade demedida
que corresponde a dois nucleotideos opostos e complementares na
cadeia de DNA) chamados contigs, uma vez que ainda ndo existem
tecnologias capazes de ler genomas inteiros, mesmo que, atualmente,
sejam conseguidos fragmentos de DNA maiores. O fato de a molécula
de DNA ter que ser fragmentada para posteriormente ser sequenciada
gera a necessidade de montagem dos genomas, conhecida como
assembly, que utiliza técnicas avancadas de bioinformatica.

Com o objetivo inicial de sequenciamento de pequenos
fragmentos de DNA, denominado shotgun, podem ser conseguidos
rapidamente os contigs que, em etapas seguintes, deverao ser unidos
para a montagem do genoma completo. O espaco existente entre
um contig e outro pode ser obtido a partir da analise de hibridizagao
de uma biblioteca gendmica de DNA clonada de um vetor, técnica
que veremos nas secdes seguintes. Por meio dessa metodologia
foram determinados os primeiros genomas da H. influenzae, bactéria
causadora de doencas humanas, e da Methanococcus jannaschii,
uma arqueia parte do microbioma humano.

Porém, a necessidade de montar genomas maiores (que pela
técnica de shotgun levaria muito tempo) promoveu avancos Na area.

Por isso, outras metodologias foram desenvolvidas e sdo mais
aplicadas atualmente com a finalidade de facilitar o sequenciamento
e O processo de montagem. Entre elas, destacam-se 0os metodos
de Sanger, metodologia enzimatica utilizada no Projeto do Genoma
Humano; o pirosequenciamento ou metodo de sintese, fundamentado
na deteccao de raios luminosos emitidos de diferentes pirofosfatos e
liberados a partir da sintese de DNA; SMRT (sequenciamento de DNA
em tempo real), cujos nucleotideos sao marcados por fluorescéncia,
e o Sequenciamento de Nova Geracao (NGS), que sera abordado em
outra unidade e € capaz de produzir 100 vezes mais dados que as
técnicas convencionais citadas anteriormente.

A Figura 1.6 mostra um principio basico do sequenciamento, que
consiste na deteccao das bases nitrogenadas adicionadas a fita molde
de DNA pelo sinal que emitem, luminescéncia ou fluorescéncia, por
exemplo, sendo registradas em picos que as diferem entre si.
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Figura 1.6 | Detecgdo dos nucleotideos ligados a fita de DNA molde durante analise
de sequenciamento

TACGT T

.

Fonte: <https://pixabay.com/pt/cromatograma-biologia-dna-154044/>. Acesso em: 14 set. 2017.

Os computadores que trabalham junto dos sequenciadores contém
software especifico para essa deteccdo, feita a cada nucleotideo
hibridizado a fita de DNA analisada.

Ambas as tecnologias podem necessitar da existéncia do genoma
de referéncia para a montagem, assim como partir de uma montagem
totalmente inédita, em casos Nos quais No existe um sequenciamento
previo para © organismo em questdo. Nesse caso, 0 sequenciamento
€ tambem chamado de sequenciamento de novo.

U9 Pesquise mais

Videos que apresentam a sequéncia das etapas de sintese das novas
fitas de DNA com deteccao dos nucleotideos hibridizados a fita molde
facilitam bastante a visualizacdo e o entendimento das tecnologias de
seguenciamento.

Sugerimos dois links que apresentam, respectivamente, o sequenciamento
enzimatico de Sanger e sequenciamento em tempo real:

Sequenciamento de Sanger. Disponivel em: <https://www.youtube.com/
watch?v=Uma54mKcR40>. Acesso em: 16 out. 2017.

Sequenciamento de DNA. Disponivel em: <http://eaulas.usp.br/portal/
video.action?idltem=1966>. Acesso em: 16 out. 2017.
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Sem medo de errar

Agora que conhecemos as tecnicas de analise do DNA, podemos
ajudar o medico de Daiane a solucionar seu problema com a
infeccao bacteriana.

Uma vez que o medicamento prescrito e administrado de forma
correta nao apresentou efeito, o medico procurou conhecer o tipo
de patogeno que infecta o organismo de Daiane; para isso, solicitou
uma analise de PCR e estd em duvida entre uma infeccdo causada
por Salmonella sp. e Shigella; assim, escolhe primers especificos para
0 gene sdiA, encontrado apenas no genoma da Salmonella, e lanca
mao de uma analise de DNA, que gera resultados bastante precisos,
para que as chances de acerto no proximo tratamento sejam maiores.

Ametodologia PCR promove aamplificacao das reqgides especificas
do DNA da bactéria que podem ser utilizadas na sua identificacao.
Assim, esse gene foi escolhido com base em um conhecimento
previo, que pode partir dos sintomas que a paciente apresenta e do
conhecimento do genoma de microrganismaos; primers sintéticos
seriam desenhados para o inicio da analise e, em um periodo de
tempo relativamente curto, milhdes de fragmentos de DNA ou genes
seriam obtidos auxiliando na identificacdo do organismo, a partir da
comparacao das sequéncias de nucleotideos com uma sequéncia
referéncia. Para que a analise apresente resultados confiaveis, a
extracdo e separacdo do DNA deve gerar moléculas puras, sem
contaminacao, seguindo protocolos e cuidados laboratoriais ja
testados, assim como kits comerciais indicados para o tipo de
organismo e amostra em analise. Por fim, em caso de diagnostico
inconclusivo, fato que pode acontecer caso a bactéria tenha passado
por processos de adaptagao e selecdo que alterem a sequéncia de
nucleotideos de alguns de seus genes, o sequenciamento gendmico
se mostra uma ferramenta poderosa, bastante precisa, capaz de
fornecer informacdes de todo o0 genoma do organismo, inclusive
regides extragénicas, permitindo a identificacdo de variacdes de
nucleotideos e, a0 mesmo tempo, a associacao com a sequéncia
referéncia de determinado organismo.
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Avancando na pratica

Exame Papanicolau para identificacao do virus HPV
Descricao da situagao-problema

Médicos ginecologistas indicam as suas pacientes a realizacao
do exame Papanicolau pelo menos uma vez ao ano, que ocorre
por meio da coleta de material do colo do Utero e tem, entre outros
objetivos, identificar a presenca ou nao do virus HPV, causador do
cancer de utero. O diagnostico precoce € muito importante para
gue o tratamento seja bem-sucedido e controle os estagios mais
graves da doenca.

Entdo, o material amostrado é enviado ao laboratorio de analise
e fica o0 seguinte questionamento: qual a metodologia o laboratorio
pode utilizar na identificagcdo da presenca desse virus?

Resolugdo da situacao-problema

Como vimos em nosso Mmaterial, as analises de DNA sdo otimas
aliadas no diagnostico de doencas por serem bastante precisas
quando conduzidas de forma correta. Portanto, a escolha do
laboratorio € por esse tipo de metodologia, mais especificamente
a preparacao da amostra por analise de PCR, que fornece bons
resultados em um curto espaco de tempo, aproximadamente trés
dias, incluindo a emissao do laudo, e por um valor mais acessivel
gue o sequenciamento gendmico completo.

Nesse caso especifico, o gene L1 é o alvo da anadlise de PCR
para identificacdo do virus HPV. Entdo, o DNA é extraido do
material amostrado e separado do conteudo celular com o uso
de kits comerciais especificos. Um primer simples de 150pb é
produzido sinteticamente para o gene L1, que sera amplificado no
termociclador sequindo a sequéncia de tempo e temperatura que
vimos anteriormente. Partindo da maior concentracdo desse gene,
O seu sequenciamento pode ser realizado; e, a partir da comparagao
da sequéncia de nucleotideos com a sequéncia referéncia do gene
do virus HPV, ele pode ser identificado.
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Faca valer a pena

1. A metodologia de PCR, reacdo em cadeia da polimerase, é aplicada as
andlises em que as quantidades de amostras e/ou de DNA sdo baixas ou,
até mesmo, quando se deseja preparar o DNA para futuras analises, como
sequenciamento, pois permite a amplificagdo de fragmentos da molécula
em até bilhdes de vezes.

Escolha a alternativa que dispde a sequéncia correta das seguintes etapas
da PCR:
| = Anelamento.

Il - Desnaturagdo.
[Il - Sintese.

a) I, 1L 1L

b) 11, 1, 1.

c) L, 1.

d) 11 1L

e Il 1, 1.

2. A metodologia de eletroforese em gel de agarose pode ser combinada
a analise de PCR com o objetivo de identificar os fragmentos de DNA
amplificados. Diversos fatores influenciam no deslocamento dos
oligonucleotideos pelo suporte de gel, influenciando diretamente no
resultado da analise.

Assinale a alternativa que apresenta somente fatores que afetam o
deslocamento dos oligonucleotideos pelo gel de eletroforese.

a) Velocidade, concentracdo de agua, concentragdo do gel.

b) Solugdo tampao, concentragdo de agua, concentracdo do gel.

c) Corrente elétrica, concentragdo de agua, concentragdo do gel.

d) Corrente elétrica, tamanho da molécula de DNA, concentracédo do gel.
e) Corrente elétrica, tamanho da molécula de DNA, campo magnético.

3. O sequenciamento de genomas completos caracteriza a grande
revolugcao gendmica e permite aos cientistas conhecer a sequéncia de bases
nitrogenadas dos genes, das regides intergénicas e, assim, as variagdes
entre os individuos, tipos de proteinas que codificam, regides gendmicas
mantidas, entre uma série de outras informacdes.

Sobre a tecnologia de sequenciamento gendmico, desde os meétodos
iniciais até os mais modernos, assinale a alternativa correta:

a) Os métodos atuais dispensam a montagem do genoma, denominada
assembly, por sequenciarem genomas inteiros.
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b) A montagem de genomas é feita manualmente em laboratorio.

c) A metodologia Shotgun sequencia rapidamente grandes fragmentos de
DNA, acima de 10000pb.

d) O método de pirosequenciamento tem como base reagdes enzimaticas.
e) A montagem de genomas é feita a partir de sequéncias de referéncia
ou mesmo quando nenhum organismo da espécie foi sequenciado
anteriormente.
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Secao 1.3

Tecnologia de DNA recombinante

Dialogo aberto

Ola, aluno! Seja bem-vindo!

Para comecarmaos nossa nova sec¢ao de estudos, pense na seguinte
situagao:

Ao analisar o resultado do sequenciamento do DNA do patdgeno
que esta causando a infeccao de Daiane, foram observadas regides
alteradas quando comparadasasequénciadereferéncia de determinada
bactéria. Dr. Eduardo, entdo, supde que esse microrganismo
tenha sofrido mutacdes ou uma recombinacao, tornando-se uma
superbactéria e, portanto, mais resistente ao antibiotico.

A boa noticia € que uma nova proteina isolada de um fungo foi
testada em pesquisas cientificas e associada ao tratamento da infec¢ao
causada por essa superbactéria. Porém, esse efeito foi conseguido
a partir de concentracdes elevadas da proteina, dificeis de serem
produzidas simplesmente pela extracao direta dos proprios fungos.
Diante disso, a empresa responsavel pela pesquisa pensa em produzir
a proteina em nivel industrial e fornecé-la como um medicamento de
outra forma. Mas, ficam as duvidas: a producdo da proteina seria por
meio da producao de varias colonias de fungos? A empresa teria que
passar a comprar essas coldbnias como matéria-prima? 1sso seria viavel?
Que outra solucdo poderia ser aplicada?

Nao pode faltar

Analise estrutural e funcional de genomas

O conhecimento da sequéncia e dos tipos de nucleotideos que
compdem o genoma de um organismo obtido por meio da técnica
de sequenciamento, como vimos na se¢ao anterior, fornece-nos
informacdes além dos genes e proteinas traduzidas.

A partir da publicacdo dos primeiros genomas completos, surgiu
a necessidade de compara-los e analisa-los, com objetivo de extrair o
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maximo de informacdes. Isso se tornou possivel por meio de técnicas
de bioinformatica e do desenvolvimento de algoritmos gue alinham
global e localmente as sequéncias, agrupam genes e ainda permitem
analise filogenética.

Atualmente, existem diversos bancos de dados e ferramentas
computacionais de acesso publico ou privado que combinam esses
algoritmos em uma interface amigavel, permitindo o acesso e a analise
das informacdes gendmicas por meio da internet.

As analises comparativas de estrutura e funcionalidade de genomas
permitem:

a) Comparar a estrutura gendmica: identificacao de rearranjos no
nivel de DNA e de genes; analise de repetices; preservacao da ordem
linear de genes de diferentes espécies adquiridos de um ancestral
comum (genes ortologos) e andlise de genes vizinhos ao gene em
estudo.

b) Funcionalidade de genomas: identificacdo de regides
codificantes; comparacao dos conteudos génicos e proteicos; analise
de conservacao de genes ortologos e de familia de genes paralogos
(genes de mesma sequéncia obtidos por duplicacao); eventos de fusao
e/ou ligacéo funcional entre genes e identificacéo de vias metabolicas
comuns aos genes.

c) Comparacado das regides ndo codificantes: envolve a identificacdo
de elementos regulatorios.

ﬂ9 Pesquise mais

Existem inumeros bancos de andlises de genomas disponiveis na internet.
Consulte alguns deles nos seguintes links e veja suas funcionalidades: String
db. Disponivel em: <https://string-db.org/>. Acesso em: 15 nov. 2017.

David Functional Annotation Tools. Disponivel em: <https://david.ncifcrf.
gov/>. Acesso em: 15 nov. 2017.

Panther db. Disponivel em: <http://pantherdb.org/>. Acesso e; 15 nov. 2017.

Gene Ontology Consortium. Disponivel em: <http://www.geneontology.
org/>. Acesso em: 15 nov. 2017.

Voceé pode também analisar 0s seguintes genes separadamente e em
conjunto para ver os resultados: PLAGL, IGF1, IGF2. Pratique!
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A Figura 1.7 apresenta a rede formada entre os genes PLAGL, IGFl e
IGF2 por meio do banco de dados String db.

Figura 1.7 | Analise de enriquecimento funcional entre os genes PLAGL, IGF1 e IGF2
no String db

PLAG1

Fonte: <https://string-db.org/>. Acesso em: 19 set. 2017.

Esse banco de dados, por exemplo, € desenvolvido com algoritmo
que pesquisa, em varios bancos de dados de genes e depdsitos de
resultados cientificos, as funcdes, a estrutura e a homologia dos genes.
Isso permite a formacao de redes como essa, que agrupam genes em
vias metabolicas em comum, associam a a¢cao de um a acao do outro
por meio de linhas de diferentes cores ou simplesmente os mantém
sem ligacdo, caso 0s genes Ndo apresentem caracteristicas em comum.

A rede formada na Figura 17 € parte de via metabdlica de
crescimento em humanos e outras especies.

Tecnologia do DNA recombinante e conceito de bibliotecas
gendémicas

Para que vocé entenda a tecnologia do DNA recombinante,
gostariamos de lembra-lo da nossa secao anterior, em gque vimos as
enzimas de restricao, ou endonucleases, capazes de cortar a molécula
de DNA em diferentes fragmentos. Ainda pedimos sua atencao quanto
ao fato desses fragmentos apresentarem a capacidade de se ligarem
novamente a outros fragmentos de DNA, que podem ser do proprio
organismo, da mesma espécie ou de especies e organismos diferentes,
inicialmente, por pontes de hidrogénio e, posteriormente, pela acao da
DNA ligase, pelo estabelecimento das ligacdes fosfodiéster.
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Esse é exatamente o principio da técnica de recombinacdo de DNA.

Genes de interesse sao identificados, cortados por enzimas de
restricao especificas, e inseridos em outros fragmentos de DNA cortados
pela mesma enzima, chamados plasmideos. Os novos fragmentos
obtidos ja sdo moléculas de DNA recombinante, pois combinam, na
mesma estrutura, DNAs provenientes de diferentes origens, que serao
inseridos em outro organismo, geralmente bactérias e leveduras. Essa
insercdo tem como objetivo conseguir uma populacdo por meio do
processo de clonagem, em que uma celula, que agora contém o gene
de interesse, ira se multiplicar, dando origem a uma populagdo de
clones que mantém esse gene.

Ao final do processo, espera-se que todas as células contenham
uma copia do plasmideo portador do gene de interesse e que ele
possa se expressar produzindo a proteina desejada.

Veja na figura a seguir o esquema que exemplifica a técnica de DNA
recombinante.

Figura 1.8 | Esquema da tecnologia de DNA recombinante

Plasmidio jntegrado

Integracao do
lasmldlo

Replicagao
celular

Fonte: adaptada de <https://goo.gl/ooh2Wx>. Acesso em: 19 set. 2017.

Perceba que o DNA da bactéria esta representado em vermelho
e o0 plasmideo em azul. Pela acdo das enzimas apropriadas, citadas
anteriormente, o DNA é cortado e o novo fragmento inserido, sendo,
em seguida, multiplicado nas novas células.
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Jz| Exemplificando

A tecnologia do DNA recombinante € aplicada a producao de substancias
de interesse medico e farmacéutico, como insulina humana, hormonio de
crescimento e vacinas; na produg¢do de enzimas industriais; investigacao
de paternidade; diagnostico de doencas geneticas e infecciosas; terapia
génica; transgénicos.

Técnica semelhante a descrita € utilizada para a construcao de
bibliotecas gendmicas, que sao preparadas por meio do isolamento de
todo o DNA de um organismo, que € fragmentado por endonucleases
de restricdo e inserido em um vetor ou segundo organismo de
clonagem. Os fragmentos do DNA gendmico se ligam ao DNA do
vetor, formando moléculas recombinantes que sao inseridas em célula
hospedeira para amplificacao por replicacao in vivo.

Em alguns casos pode ser necessario o uso de substancias quimicas
que tornem as células bacterianas permeaveis ao DNA plasmidico.

O processo é concluido com a selecdo das células transformadas
por meio de cultura e condicdes em que o gene de interesse do vetor
seja essencial para o crescimento do hospedeiro.

Uma biblioteca gendmica de qualidade contém praticamente
todas as sequéncias de DNA do genoma de interesse, e espera-se que
seja representativa de todos os genes do organismo, sendo muito util
quando se pretende isolar um gene especifico.

Clonagem em vetores de expressdo para producao de proteinas
recombinantes

Estudando as técnicas de DNA recombinante, usamos diversas
vezes a palavra vetor. Mas, afinal, 0 que é esse vetor?

Como vimos, as técnicas de DNA recombinante vao além da
construcao damolécularecombinante e envolve tambémaamplificacdo
delas com a producao de copias idénticas, também chamadas de
clones. Al entram os vetores, que sdo moleculas de DNA parentais de
um organismo com capacidade de replicacdo, o DNA recombinante
€ inserido nele, e juntos sao capazes de autorreplicacdo, aumentando
em quantidade e, assim, podendo ser aplicados em diversos usos, com
producao de maior quantidade da proteina de interesse.
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A maioria dos vetores de clonagem utilizados € derivada de
cromossomos de plasmideos, moléculas de DNA capazes de
se reproduzir independentemente do DNA cromossomico, ou
bacteriofagos, virus capazes de infectar bactérias e de integrarem
seu material genéetico ao DNA delas, caracteristicas que garantem a
desejada amplificacdo dos segmentos recombinantes.

Para que se tenha um bom vetor de clonagem, ele deve apresentar
trés estruturas essenciais: a) uma origem de replicagdo; b) um gene
marcador dominante, geralmente que confere resisténcia a farmacos
e a ceélula hospedeira, que acompanhara o DNA recombinante
durante a replicacao; e ¢) pelo menos um sitio de quebra Unico para
endonuclease de restricao fora da origem de replicacdo e do gene
marcador, que permitira a manipulacao do material amplificado.

A desvantagem desses vetores € que aceitam a adicao de pedacos
pequenos de DNA, entre 10 a 15 mil bases (ou kilobases — kb). Por isso,
hoje sao usados vetores de clonagem com cromossomos artificiais,
como os de leveduras (YAC), bacterianos (BAC) e de fago P1 (PAC), que
contém apenas as partes essenciais dos Cromossomaos, mas abrangem
as estruturas essenciais mencionadas anteriormente e aceitam adicao
de fragmentos de DNA maiores.

Esses vetores mais modernos também contém grupo de sitios de
restricao especificos denominados sitios de clonagem multipla (MCS)
ou polylinker, permitindo a insercao de mais de um fragmento de DNA
recombinante no vetor.

v=| Exemplificando

O Bluescript € um vetor fago que contém um sitio de clonagem multipla
(MCS) e que apresenta varios sitios de clivagem por endonucleases,
duas origens de replicacdo e um bom marcador selecionavel, um gene
que confere resisténcia a ampicilina. O MCS esta localizado na regido
do gene LacZ, que codifica a enzima B-galactosidase, participante
do catabolismo da lactose. Quando o DNA recombinante é inserido,
interfere na acdo do LacZ, que perde a capacidade de quebrar um
composto conhecido como X-gal em uma reacao que produziria cor
azul. Assim, a auséncia de cor, uma vez que o X-gal € incolor, indica
celulas sem a atividade da B-galactosidase e, como consequéncia,
indica a presenca de um DNA recombinante. }
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A Figura 1.9 mostra a estrutura do DNA do vetor Bluescript: em verde a
origem de replicacdo; em vermelho, o gene de resisténcia a ampicilina;
em azul o Sitio de Clonagem Multipla (MCS), localizado na regido do
gene LacZ.

Na Figura 1.10 pode ser visto o resultado da insercao do DNArecombinante:
positivo nas coldnias brancas/incolores, indicando a inatividade da
B-galactosidase, e negativo nas coldnias azuis, que continuam degradando
o X-gal em produtos azuis. Ou seja, se o DNA entrou no vetor, ele "quebra”
a sequéncia da LacZ que nao deixa as coldnias azuis.

Figura 1.9 | Estrutura do DNA do vetor Bluescript

Sitio de
donagem
miltipla

Fonte: adaptada de <https://goo.gl/wPnako>. Acesso em: 22 out. 2017.

Figura 1.10 | Teste branco/azul para o vetor recombinante Bluescript

Fonte: <http://id.wikipedia.org/wiki/Berkas:Blue-white_test.jpog>. Acesso em: 22 out. 2017.
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Outra vantagem desses vetores é que, além de permitirem a adicao
de fragmentos de DNA maiores (300 a 600kb), podem replicar-se
na bactéria E. coli como vetores plasmidiais, de forma totalmente
independente do DNA da bactéria.

Com a maior quantidade de DNA cromossdémico que contém
O gene de interesse adicionado a molécula recombinante, havera
também maior quantidade da proteina codificada por ele, obtida pelos
processos de transcricdo e traducao, extraida do extrato celular e
aplicada de diferentes formas.

Transgenia e organismos geneticamente modificados

Com base na técnica de DNA recombinante, foi possivel ndo
apenas produzir laboratorialmente proteinas de interesse, mas tambem
inserir novos fragmentos de DNA em cromossomos de organismos
mais complexos (como eucariotos multicelulares) e conseguir, nesses
organismos, a expressao de caracteristicas de interesse.

Esse processo da nome aos organismos transgénicos, que
conceitualmente tiveram parte do material genético modificado
pela introducdo de DNA de outro organismo (exdgeno). Muito
frequentemente, os transgénicos sao confundidos com os organismaos
geneticamente modificados, porém esses ultimos ndo sao adicionados
de fragmentos de DNA externo, mas passam por manipulacdo e
alteracao na estrutura ou funcao do proprio material genético por
meio de técnicas de engenharia genética.

Por exemplo, o DNA de uma bactéria pode ser modificado para
expressar um gene mais vezes ou a troca de uma base nitrogenada
(mutagdo) pode ser promovida para conseguir caracteristica de
interesse. Esses organismos sdo geneticamente modificados mas nao
sao transgénicos, pois Nao receberam gene de outra especie.

Para obter transgénicos, temos duas metodologias principais que
sao aplicadas aos animais. Uma requer a injecao de DNA nos embrides
e a outra em células-tronco embrionarias em cultura.

Para a injecdo de DNA nos embrides, os ovocitos sao removidos
cirurgicamente das maes e fertilizados in vitro. O DNA é microinjetado
com o uso de uma agulha de vidro de ponta muito fina em pronucleo
proveniente do pai. Em geral, injetam-se muitas copias do gene de
interesse e, com frequéncia, ocorrem muitas integracdes em sitios
aleatorios do genoma.
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A partir de cruzamentos dessa geracao parental de transgénicos,
espera-se que todos os filhos apresentem o transgene.

A segunda técnica consiste na aplicagdo da injecao de DNA
em células-tronco retiradas dos embrides nos estagios iniciais do
desenvolvimento e que sao reinseridas em um blastocisto para
desenvolver-se. Assim como na tecnologia anterior, para que o gene
seja mantido na espécie, € necessario 0 cruzamento dos animais
transgénicos da primeira geracao, indicando que os transgenes
apresentam padréao normal de heranca, pois foram integrados ao
genoma do hospedeiro.

Porcos, peixes, galinhas e camundongos ja foram produzidos como
organismos transgénicos.

Os vegetais transgénicos podem ser produzidos por meio de
varios procedimentos diferentes. Um deles, usado em larga escala, €
conhecido como bombardeamento de microprojéteis. E feito o disparo
de particulas de tungsténio (ou outro material) revestidas de DNA para
dentro da célula vegetal. Outra tecnologia usa o pulso de eletricidade
para introduzir o DNA nas células, conhecida como eletroporagado.
Mas o metodo mais utilizado na produgao de vegetais transgénicos € a
transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Essa € uma bactéria de solo que desenvolveu um mecanismo de
engenharia genética natural e consegue transferir um segmento de
seu DNA para as células vegetais.

A. tumefaciens possui um grande plasmideo chamado de Ti,
formado por uma regido denominada T-DNA e outra regido vir, de
viruléncia. A regido do T-DNA possui 23000 pares de base (pb) e 13
genes conhecidos, sendo a que apresenta capacidade de se ligar ao
DNA cromossdmico do vegetal, processo controlado pelos genes da
regido de viruléncia.

Dessa forma, 0s genes de interesse sao inseridos por técnicas de
DNA recombinante na regido T-DNA do plasmideo Ti, e este faz a
jungao do plasmideo ao DNA das células vegetais.

A técnica aplicada as células germinativas dos vegetais apresenta
a vantagem de gue uma unica celula € capaz de produzir todas as
células diferenciadas do vegetal maduro, garantindo a producao do
organismo transgénico logo na primeira geragao.
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Milho, soja, algodao e canola sdo exemplos de vegetais transgénicos
amplamente utilizados em todo mundo.

‘tz” Assimile

Todo transgénico € um Organismo Geneticamente Modificado (OGM),
porém nem todo OGM € um transgénico.

Como ja falamos, os OGM sdo assim classificados por terem
passado por manipulacao do material genético com o objetivo de
alterar sua estrutura, funcao ou modo de expressao.

Outro exemplo da tecnologia de OGM e a metilacdo do DNA, que
significa adicionar um grupo metil na citosina, que geralmente precede
uma guanina e esta presente principalmente em regides promotoras
dos genes. Essa alteracao € herdavel e participa da transcricao génica.

Aplicacbes biotecnoldgicas de organismos transgénicos

Os organismos transgénicos sao desenvolvidos com o objetivo
de consequir a expressao de caracteristica de interesse na planta ou
animal, ou producao em larga escala de uma proteina.

Veja no quadro a seguir alguns dos transgénicos ja desenvolvidos e
quais caracteristicas diferenciam-nos.

Quadro 1.2 | Organismos transgénicos

Organismo Origem dos genes Caracteristicas
transgénico adquiridas
Algoddo Bacillus thuringiensis Resisténcia a broca do
Klebsiella pneumonize milho europeia e ao
herbicida
Soja Agrobacterium Resisténcia ao herbicida
glifosato
Miltho Bacillus thuringiensis Resisténcia a insetos
Aedes Aegypti Sintéticos Prole estéeril e que néo
chega a vida adulta
Salmao Oncorhynchus Crescimento mais rapido
tshawytscha ou peixe dos animais
Chinook, e da enguia
Zoarces americanus
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E. coli Humano Produgdo de insulina
e hormonio de
crescimento

Tabaco Vibrio cholerae Producdo de vacina
contra colera

@ Reflita

A partir dos exemplos citados na tabela, gue nos ddo uma noc¢ao das
varias aplicacdes dos transgénicos nas mais diversas areas, que tipo de
organismo transgénico vocé desenvolveria? Com qual objetivo?

Controle de qualidade na industria de biotecnologia

Com tudo que aprendemos até agora, todas essas técnicas
laboratoriais que levam a biotecnologia as diversas areas do
conhecimento e permitem grandes avan¢os Nno campo da pesquisa e
tecnologia, devemos pensar também que os cuidados nessas industrias
e nesses laboratorios devem ser maximos para que quaisquer erros —
que Nao sao incomuns, ja que se trabalha com moléculas peguenas,
algumas delas ateé instaveis, como o RNA, e sujeitas a contaminagao
sejam evitados.

Por isso, o controle de qualidade faz parte do dia a dia dessas areas
de producdo como rotina para garantir produtos, servicos e resultados
de exceléncia.

03” Assimile

E possivel obter resultados ruins a partir de metodologias testadas e
consagradas quando nao sdo bem executadas, mas € impossivel conseguir
resultados bons sem adotar o maximo de cuidado, precisdo e controle de
qualidade as técnicas utilizadas.

Alguns cuidados basicos devem ser praticados para se obter bons
resultados, entre eles: a) nunca colocar livros e objetos pessoais
sobre as bancadas de trabalho, reservando um local apropriado para
0 armazenamento desses objetos; b) sempre usar avental limpo,
fechado, e jamais sair das dependéncias do laboratorio ou industria
usando-o; c) manter portas e janelas fechadas durante o trabalho para
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evitar contaminacgdes originadas das correntes de ar; d) nao comer,
fumar, beber, conversar e pipetar com a boca, Nosso organismo e
naturalmente contaminado; e) prender os cabelos, de preferéncia
com o uso de toucas descartaveis; f) descartar, de forma apropriada,
materiais ja utilizados, contaminados, para evitar contaminacao
cruzada; g) a contaminacao cruzada também pode ser evitada
guando se estabelece um fluxo de trabalho cujas etapas iniciais Nnao
cruzem com etapas finais; h) a manipulacédo de microrganismaos
deve ser rapida e eficiente, sequindo detalhadamente os protocolos
ja testados.

O cuidado no preparo dos meios de cultura também influencia
na qualidade dos processos. Dependendo do objetivo (transportar,
manter ou promover o crescimento do microrganismo), os tipos
e as gquantidades de nutrientes presentes no meio podem variar.
Assim, o objetivo deve ser muito bem conhecido e analisado para
cada caso e tipo de microrganismo.

A esterilizacdo eficiente dos meios de cultura garante a sua
inocuidade, ou seja, a auséncia de outros seres vivos que podem
contamina-lo, assim como a assepsia do local de trabalho e
instrumentos utilizados.

As técnicas de assepsia envolvem os procedimentos responsaveis
pela esterilizacdo de instrumentos e locais a serem utilizados, como
guando submetemos a alca e fio de inoculacao a queima pelo calor
da chama do bico de Bunsen.

Os materiais esterilizados devem ser armazenados fechados ou
em embalagens também estéreis para evitar a contaminacao.

Para conferir se todas as etapas de uma manipulagao
biotecnologica foram realizadas de acordo com as normas do
controle de qualidade, normalmente os laboratorios e industrias
aplicam checklists de conferéncia, nos quais cada parametro de
controle do processo é marcado como conforme (C), quando
esta de acordo com as normas do controle de qualidade, ou nao
conforme (NC), quando apresenta alguma irregularidade. No caso
de NCs, o motivo da falha deve ser apontado, assim como oS
procedimentos que foram adotados para corrigi-lo.
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o
4 Facavocé mesmo

Com base em seus conhecimentos de laboratorio, crie um checklist de
parametros , cujos controle e avaliagcao vocé julga ser importantes por
influenciarem na qualidade das analises.

Veja o exemplo de um checklist para verificacdo de laboratorios do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Disponivel em: <https://www.ufjf.br/icb/files/2010/10/Check-List-para-
Laboratorio.xls>. Acesso em: 16 nov. 2017.

Sem medo de errar

Vamos voltar a pensar no problema da empresa que deseja produzir
em escala industrial uma proteina, identificada em um fungo, que atua
no tratamento de uma infec¢ao provocada por uma superbactéria.

Com certeza extrair essa proteina de milhares de fungos ndo ¢ a
melhor op¢ao, nao sendo viavel econdmica nem tecnicamente. Mas,
agora que conhecemos a tecnologia do DNA recombinante, a solucao
€ pratica e eficiente: criar uma levedura transgénica.

Identificado o gene que codifica essa proteina, ele sera separado do
DNA do fungo por endonucleases de restricao e ligado novamente a
um plasmideo. Esse plasmideo, entdo, agora presente em uma célula
(selecionada de uma levedura, por exemplo) sofrera divisdo, transmitindo
a nova molécula de DNA recombinante as novas células formadas.
Agora, com © gene produtor da proteina presente no genoma da
levedura, ela passara a produzir a proteina tambéem e sera submetida a
todas as condicdes ambientais necessarias para essa producao.

Assim, em um curto espaco de tempo, serao obtidas de milhares
a milhdes de células expressando o gene codificador da proteina de
interesse, podendo ser isolada, concentrada e comercializada.

Avancando na pratica

Resultado do sequenciamento do patdgeno que infecta Daiane
Descricao da situagao-problema

Ao analisar o resultado do sequenciamento do DNA do
patdgeno, foram observadas regides alteradas quando comparadas
a sequéncia de referéncia daquela bactéria que a infectou. Dr.
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Eduardo, entdo, supbde que esse microrganismo tenha sofrido
mutacdes ou recombinag¢ao, tornando-se uma superbactéria, e por
isso tenha aumentado sua resisténcia ao antibiotico. Atualmente,
esse mecanismo de sobrevivéncia e selecdo natural desenvolvido,
inicialmente pelos seres unicelulares, ja é técnica dominada pelo
homem e empregada para o melhoramento de caracteristicas
de interesse em produtos agropecuarios e para a producao de
medicamentos na industria farmacéutica. Mas, agora que vocé
ja estudou algumas técnicas de manipulacao do DNA, consegue
associar esse mecanismo a elas? E, mais, conhecendo essa
magquinaria bioldgica, como o homem faz uso da tecnologia para
obter produtos de interesse?

Resolucdo da situagdo-problema

As células microbianas, quando submetidas a condicdes
adversas, podem sofrer mutacdes, trocas de bases nitrogenadas
em determinado local e originar, entdo, uma proteina diferente
da original — o que pode proporcionar a elas maior resisténcia e
caracteristicas diferenciadas. Hoje, organismos geneticamente
modificados sofrem acdo na estrutura do DNA ou na sua sequéncia
de bases por engenharia genética para a producao de caracteristicas
de interesse.

A recombinacao de fragmentos do DNA durante a divisao celular
também ¢ feita de forma semelhante em laboratdrio por meio da
tecnica de DNA recombinante, pela qual fragmentos de DNA de
diferentes origens se ligam formando uma nova molécula com
capacidade de replicagao, inserindo em uma especie um Novo gene
gue ela ndo continha. Dessa forma, pesquisadores conseguiram
desenvolver produtos transgénicos, como a soja, resistente ao
herbicida RoundUP; o mosquito da dengue que ndo chega a idade
de reproducdo e um tabaco que possui um transgene produtor de
proteina da vacina de colera.

Faca valer a pena

1. Um sequenciamento genémico gera muito mais informacées do que
podemos imaginar. Existem diversas ferramentas gratuitas disponiveis
para avaliacao das informacdes obtidas a partir da sequéncia de bases
nitrogenadas e genes presentes nos genomas dos organismaos Vivos.
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A partir da avaliagao funcional e estrutural de um genoma, que tipo de
informagdes podem ser geradas?

a) ldentificagdo de clones.

b) Identificagdo de regides codificadoras de proteinas.

c) ldentificacdo de proteinas desnaturadas.

d) Quantificacdo de proteinas traduzidas.

e) Formacao de redes entre genes de diferentes espécies.

2. A tecnologia do DNA recombinante permite a ligacdo de diferentes
fragmentos de DNA, formando uma nova molécula que mantém a
capacidade de replicacdo e, por isso, transmite o novo DNA para novas
células formadas.

Sobre a construgao de uma molécula de DNA recombinante, assinale a
alternativa correta.

a) O DNA recombinante é formando pela unido de fragmentos de DNA de
uma mesma especie.

b) As enzimas endonucleases de restricao sdo responsaveis pela ligagao dos
fragmentos de DNA formados.

c) O fragmento de DNA de interesse é ligado a outro fragmento chamado
plasmideo, que tem capacidade de inserir-se a molécula de DNA de uma
nova célula.

d) O objetivo da tecnologia do DNA recombinante é inserir em uma nova
célula uma regiao reguladora de genes.

e) A insercdo de um novo fragmento de DNA ndo altera a estrutura e a
funcdo da molécula.

3. Os organismos transgénicos (produzidos a partir da insercdo de um
transgene ao genoma de um organismo) sao alvos de muitas criticas e
desconfiangas, porém também trazem muitos beneficios as areas em que
sdo utilizados.

Sobre transgénicos, tecnologias aplicadas, objetivos e tipos de organismos
desenvolvidos, marque a opgao correta.

a) Um organismo transgénico ndo esta sujeito a mutagdo durante o processo
de replicacdo de suas células, mantendo o transgene na espécie.

b) Transgénicos sdo desenvolvidos a partir de diversos objetivos, entre eles,
aumentar a resisténcia de bactérias a antibioticos.

c) Transgénicos sao estéreis, assim, a cada novo individuo, o transgene deve
ser inserido novamente.
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d) O transgene € inserido em uma nova espécie para que ela passe a
apresentar a acao desse gene, seja como caracteristica expressa ou como
controle de regides codificantes.

e) Em animais, espera-se que a primeira geragdo de transgénicos apresente
o transgene em todas as suas células.
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Unidade 2

Tecnologia e biotecnologia de
alimentos

Convite ao estudo

Ol3, aluno!
Bem-vindo a nossa nova secao.

Apos aprendermos o fascinante mecanismo de acao e
funcionamento do material genético e como ele poder ser
manipulado para a producao de caracteristicas de interesse, o que
acha de aplicar esse conhecimento em questdes praticas que
podem promover resultados positivos a sociedade?

O Brasil € um pais que se destaca internacionalmente pela
producdo de alimentos. SO para que tenha uma pequena ideia,
somos © maior produtor de soja e café do mundo, segundo
maior produtor de carne bovina e ocupamos a terceira posicao
na producao de milho; porém, tambem somos campedes em
desperdicio. Em 2016, estima-se que 30% da producao agricola
tenha sido perdida por nao se apresentar apta ao consumo e
processamento. Alem desse fato, tambem somos produtores
de commodities e dependentes dos precos determinados pelo
mercado mundial, totalmente relacionado a oferta e demanda de
produtos. Com isso, técnicas de conservacao e processamento
podem ser caracterizadas como ferramentas aplicadas ao
melhoramento da produtividade, qualidade e diversidade de
alimentos que colocamos No mercado.

E aproveitando o que ja aprendemos, O UsO de organismaos
geneticamente modificados pode melhorar ainda mais as
caracteristicas produtivas desse cenario, apesar de ainda ser alvo de
opinides distintas com relacao a eficacia e seguranca.

Ao longo desta unidade de ensino, trabalharemos situacdes que
nos remetem ao setor agroindustrial, suas tecnologias, linhas de
producao, controles de qualidade e os inumeros produtos obtidos.



Secao 2.1

Introducao a tecnologia de alimentos
Dialogo aberto

Vamos analisar juntos a seguinte situacao: Francisco € um agricultor
de subsisténcia do sul do Brasil. Em suas terras, ele planta diversas
culturas vegetais que sdo suficientes para manter sua familia de 5 filhos,
8 netos e esposa. Porém, excepcionalmente no més de fevereiro
de 2017, a producdo de uma linhagem transgénica de pepino foi
consideravelmente superior aos meses anteriores, e mesmo apos ter
vendido grande quantidade da producado na feira local, ainda restou a
Francisco muitas unidades do fruto. Preocupado com a perecibilidade
doalimento e ndo querendo somar as estatisticas de perdas de produtos
de origem vegetal do nosso pais, passou a pensar nas possibilidades
de como conservar os pepinos para que se apresentassem aptos ao
consumo de sua familia por maior periodo de tempo. Conhecendo
esse pequeno agricultor e suas necessidades, como vocé o orientaria?
Quais técnicas podem ser aplicadas a essa matéria-prima? Como
adequar a embalagem aos produtos obtidos?

Nao pode faltar

Historico, definicdes e importancia da tecnologia de alimentos

Para a Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
a tecnologia de alimentos € definida como “a aplicagdo de meétodos e
da técnica, para o preparo, armazenamento, processamento, controle,
embalagem, distribuicdo e utilizacdo dos alimentos” (EVANGELISTA,
2008).

De formamaissimples, todas astécnicasfisicas, quimicas e biologicas
que sdo capazes de transformar uma matéria-prima, tornando-a ou
mantendo-a apta a0 consumo humano, assim como as técnicas de
qualidade, embalagem, armazenagem e logistica que envolvem esses
produtos, sdo englobadas pela tecnologia de alimentos.

Os primeiros relatos da intervencédo do homem sobre alimentos
datam da Pré-Historia da humanidade, com a aplicacdo de técnicas
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para a conservacao deles, uma vez que era necessario gue os alimentos
mantivessem suas caracteristicas e estivessem aptos ao consumo
por um periodo de tempo maior. Ha 4.000 anos a.C. o fogo ja era
usado para cozimento dos alimentos, aumentando sua vida util pela
destruicao de parte da flora microbiana.

Posteriormente, foram descobertos os efeitos benéficos do
uso do frio (gelo/neve), da secagem ao sol, fermentagcdo natural,
defumacao, salga, cura, conservas em vinagre e sal na conversacao
e producdo de alimentos diferenciados, que desenvolviam sabores e
odores especificos.

U9 Pesquise mais

Consulte a linha do tempo da evolucdo da tecnologia de alimentos
(com foco na conservacao) apresentada pelo Instituto de Tecnologia
de Alimentos, ITAL. Fonte: <http://www.alimentosprocessados.com.br/
ciencia-tecnologia-origem-e-evolucao-da-tecnologia-de-alimentos.php>.
Acesso em: 18 out. 2017.

Hoje, conhecemos muito mais que antes: os fatores de
perecibilidade, as ricas fontes de nutrientes, os microrganismos
contaminantes naturalmente presentes no solo, animais, agua,
manipuladores, ar, po, equipamentos e utensilios. Com o crescente
aumento da populacdo mundial, mais do que nunca a tecnologia de
alimentos € uma importante aliada na garantia do fornecimento de
alimentos em grande quantidade, respaldado na melhoria da dieta e
no estado nutricional das pessoas, e com prazo de validade satisfatorio,
O que, consequentemente, reduz as perdas.

Estima-se que a perda de alimentos no campo, na América Latina,
chegue a 40% (EVANGELISTA, 2008). Muito, ndo acha? Quantas
pessoas seriam alimentadas com essa quantidade perdida?

E poderia acontecer com o senhor Francisco, pequeno agricultor
mencionado no inicio do Nosso estudo, caso Nao existissem as técnicas
de manipulacao e processamento de alimentos.

Também, o desenvolvimento dos alimentos prontos e semi-
prontos € importante nas sociedades em que a mulher cada vez mais
participa do mercado de trabalho e tem menos tempo para cozinhar.
A industria € capaz de fornecer alimentos com qualidade higiénico-
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sanitaria satisfatoria que ndo é conseguida em alimentos in natura, pela
falta de controle de sua qualidade microbiologica.

@ Reflita

Ao mesmo tempo, somado a todos os fatores de importancia da
tecnologia de alimentos ja apresentados, vocé imagina a variedade de
produtos que podemos fazer a partir de uma mesma matéria-prima pelo
emprego de diferentes técnicas? Ou seja, ja imaginou a quantidade de
sabores, odores, formas e cores que eles podem apresentar? Faca estes
exercicio com o leite: Quantos produtos diferentes sao obtidos a partir da
matéria-prima leite? Quantos outros ainda podem ser inventados?

Com o0s avancos da ciéncia, as técnicas foram incorporando
principios cientificos e, hoje, a Ciéncia e a Tecnologia de Alimentos
tém suas bases em 4 areas fundamentais: Nutricdo, Quimica, Biologia
e Engenharia.

Setores da producdo de alimentos industrializados

De acordo com Gava (2009), as industrias de alimentos sé&o
classificadas nos seguintes tipos:

i

© © N o » A~

"Bebidas nao alcoodlicas: agua, refrigerantes, sucos de frutas,
refrescos e néctares; leites e misturas lacteas; cha, café, mate,
chocolate e guarana;

Bebidas alcoolicas: fermentadas (cerveja e vinho) e fermento-
destiladas (aguardente, cachaca, uisque e gim);

Amidonaria — farinhas, panificacdo e massas alimenticias:
farinhas, misturas preparadas e cereais para desjejum, pao,
bolos, tortas e biscoitos, talharim, espaguete e outras massas
alimenticias;

Leite fermentado, manteiga, queijos e outros produtos lacteos;
Produtos de confeitaria: balas, bombons e chocolates;

Oleos comestiveis e margarina;

Ovos e produtos derivados;

Vegetais fermentados: azeitonas, picles e chucrute;

Peixes e outros produtos aquaticos;
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10. Frutas: em conserva, congeladas, desidratadas;
11. Geleias, doces em massa e produtos similares;
12. Nozes;

13. Carnes: bovina, porco, carneiro, galinha e peru;
14. Molhos para saladas;

15. Acucar e xaropes: sacarose, glicose, frutose e dextrinas, mel,
Xaropes;

16. Hortalicas: em conserva, congeladas, desidratadas;

17. Ingredientes especiais: condimentos, pectina e gelatina, amido
e gomas, ativadores de sabor;

18. Alimentos para criancas;
19. Sopas: concentradas, desidratadas;
20. Sal”

Métodos e técnicas gerais para o beneficiamento de produtos

De inicio, os alimentos sao manipulados a partir de uma ou mais
matéria-prima; submetidas as transformacdes fisicas, quimicas
ou biologicas, responsaveis por alterar e conferir determinadas
caracteristicas especificas de cada tipo de produto;, embalados e
destinados a comercializagdo.

O beneficiamento das matérias-primas & muito importante
para que sejam produzidos alimentos seguros e de qualidade. E
impossivel conseguir um produto alimenticio bom a partir de uma
matéria-prima ruim.

Por isso, essas matérias, que muitas vezes entram nas
formulacdes dos produtos como ingredientes principais, passam
por tratamentos preliminares de limpeza, no proprio campo, para
a retirada de contaminantes fisicos, como poeira, folhas, pedacos
de pau e insetos. Podem ser selecionadas e classificadas de acordo
com alguma caracteristica que as definam, como tamanho e grau
de maturacado, serem submetidas a fumigacao (controle de pragas,
desinfeccado por via seca), e entao sdo transportadas para a indUstria
ou setor de transformacao.

O Sr. Francisco, citado no inicio desta sec¢ao, faz fumigacao da sua
plantacdo de pepino e, na colheita manual, ja retira folhas e talos.
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Ja na industria, grandes colheitadeiras, como a colheitadeira de
cana-de-acucar mostrada na figura e a seguir, a0 mesmo tempo
que remove as plantas do solo, interiormente ja faz a limpeza dessa
matéria-prima separando os pedacos de folhas e raizes, que sao
eliminados em uma parte da maquina, enquanto os colmos ou gomaos
do caule acucarados de interesse sao transportados por outra parte e
descarregados em um trator auxiliar.

Figura 2.1 | Colheitadeira de cana-de-acucar

Fonte: <https://goo.gl/XG5sog>. Acesso em: 11 out. 2017.

Na industria passam por outro processo de limpeza, no qual pode
ser incluido uma limpeza magnética para a remocao de possiveis
pregos, parafusos, entre outras partes dos equipamentos de colheita,
manipulacdo e transporte que, acidentalmente, podem ser encontrados
junto da matéria-prima.

A limpeza industrial também engloba lavagem a seco e com agua,
aspiracao, filtracao e cloracdo com agua.

L7 Exemplificando

Veja aqui um exemplo de separagdo mecanica aplicada aos frutos do
café por meio de peneiras vibratdrias. Disponivel em: <http://gl.globo.
com/bahia/bahia-rural/videos/v/conheca-o-processo-de-classificacao-e-
beneficiamento-dos-graos-de-cafe/3643058/>. Acesso em: 2 nov. 2017.

Ja a limpeza das cascas de frutos ¢ feita a partir da imersao deles em
agua com concentragdo de cloro igual a 30ppm pelo tempo de 15 a
30 minutos, responsavel por reduzir a microbiota que naturalmente
contamina a superficie.
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Também é feita a remocao das partes indesejaveis, ndo aproveitadas
ou aplicaveis, como cascas, caro¢os, couro, caule (dependendo da
origem da matéria-prima). Essas partes podem ser separadas das demais
de interesse ou produzidas a partir da desintegracao da matéria-prima.

Os processos de extracao, despolpamento, moagem, trituracao,
centrifugacao, aspiracao, filtracao, peneiracao, etc., sao exemplos de
processos aplicados na separacao da parte de interesse dos produtos
daquelas que constituirdo o residuo; entao, as matérias-primas
preparadas podem entrar na formulacdo do produto.

Fases do processamento de diferentes tipos de alimentos e
embalagens

Como ja vimos, o processamento de alimentos é especifico a cada
tipo de produto que se deseja obter, mas, de forma geral, todos os
processos de industrializacdo seguem algumas etapas em comum.

A Figura 2.2 apresenta um esquema com as principais fases do
processamento da industria de alimentos.

Figura 2.2 | Fases de processamento da industria de alimentos

Beneficiamento

Principais fases de Elaboracao

processamento de
alimentos

Preservagado e
conservacao

Armazenamento

Fonte: adaptada de Evangelista (2008)

O beneficiamento consiste na manipulacao da matéria-prima de
acordo com suas caracteristicas e seu destino de processamento.
Inclui as etapas de limpeza, higienizacdo, separacao de partes ndo
comestiveis, entre outras, como foi visto antes.

A remocao dessas partes aumenta a estabilidade microbiologica
do alimento, removendo microrganismos ou  parasitos que sao
encontrados contaminando cascas, e também enzimas responsaveis
por reacdes que deterioram a qualidade dos produtos.

U2 - Tecnologia e de alimentos 63




As partes rejeitadas da matéria-prima muitas vezes sao consideradas
como residuo para a industria de alimentos, e mais recentemente tém
sido reaproveitadas e usadas na elaboracao de outros produtos.

v=| Exemplificando

Um estudo cientifico utilizou residuos das industrias de processamento de
frutas na producao de geleias, doces em calda e em massa. Alguns dos
metodos e resultados podem ser vistos no trabalho Utilizacdo de casca
de banana na fabricagdo de doces de banana em massa - avaliagdo da
qualidade. Disponivel em: <http://serv-bib.fcfar.unesp.br/seer/index.php/
alimentos/article/viewFile/1235/862>. Acesso em: 18 out. 2017.

A fase de elaboracdo € de maior importancia na fabricacdo do
alimento, pois nela sdo aplicadas varias tecnologias que geram as
transformacdes e diferentes caracteristicas de cada alimento.

A tabela a seguir mostra os principais processos tecnologicos

utilizados na fase de elaboracao.

Tabela 2.1 | Tecnologias empregadas nha elaboracdo de alimentos

Processos

Operagdes

Fisicos

Moagem
Trituracdo
Prensagem
Aplicagao de calor

Quimico

Extragdo por solvente
Acidificacéo

Uso de aditivos

Salga

Fisico-quimicos

Refinacao
Hidrolizacao
Dissolucao
Emulsificacéo
Caramelizagdo
Cristalizagdo

Biologicos

Fermentacao
Maturagao

Fonte: Evangelista (2008)

Os meios de conservacao dos produtos alimenticios sao aplicados
durante todo momento do processamento, seja pelo uso de calor
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ou adicdo de um conservante, por exemplo. Porém, a fase de
preservacao e conservagao, por ser especifica, permite o controle
da microbiota deteriorante e eliminacdo patogénica, garantindo a
industria de alimentos maior tempo de vida util aos produtos e maior
alcance de mercados.

Os métodos que a industria de alimentos utiliza para aumentar a vida
de prateleira dos produtos sao: a conservacao pelo uso do calor, capaz
de destruir células vegetativas e esporos dos microrganismaos, assim
como toxinas, dependendo da temperatura empregada, responsaveis
pela secagem ou concentracdo dos produtos pela evaporagao da
agua livre (usada nas reacGes metabolicas e no crescimento de
microrganismos); o emprego do frio por meio de resfriamento ou
congelamento, que reduz a atividade dos microrganismos e das
enzimas do proprio alimento; © uso de acucar, gue concentra o
alimento disponibilizando menos agua as reagcdes de deterioracdo;
as fermentacdes, pela reducdo do pH do meio e colonizacdo do
alimento pelos microrganismos fermentadores benéficos; o uso de
aditivos, conservadores, antioxidantes, estabilizantes e antiespumantes,
por exemplo; a irradiacao, que destrol microrganismos e enzimas; a
salga, por eliminar agua do alimento por meio de pressdo osmaotica;
e alguns métodos inovadores, como uso de atmosfera modificada
em embalagens, reduzindo a quantidade de oxigénio disponivel
para respiracdo microbiana e uso de alta pressao na destruicdo das
membranas das celulas microbianas.

Varios meétodos de conservacao podem ser aplicados a um mesmo
alimento. O armazenamento acontece sob condicdes que objetivam
a preservacao dos alimentos, assim, sdao controlados temperatura,
umidade e ar atmosfeérico.

Alguns produtos sdo estaveis a temperatura ambiente e podem ser
armazenados e comercializados dessa forma. Porém, outros sdo mais
pereciveis e necessitam de armazenamento refrigerado, para controlar
o desenvolvimento microbiano e as reacdes enzimaticas.

Os alimentos tendem a entrar em equilibrio de umidade com o
ambiente, absorvendo agua quando a umidade atmosférica € maior, e
perdendo agua quando a umidade do ambiente € menor. I1sso provoca
alteracGes de textura, sabor e até favorece o desenvolvimento de
microrganismos a medida que o produto se torna mais umido.
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O armazenamento também pode provocar a absorcao de odores
por alguns tipos de alimentos que apresentam facilidade para isso,
como leite e derivados, enquanto outros produtos, alimenticios ou
Nnao, sao agentes odoriferos, apresentam aroma forte e pronunciado.
Deve-se evitar 0 acondicionamento desses tipos de alimentos juntos.

As embalagens, entre outras funcdes, atuam como barreiras fisicas
na solucao dessas duas ultimas questdes, protegendo o alimento
contra o ganho ou perda de agua para 0 ambiente, bem como evitando
a absorcdo de odores estranhos.

Alem disso, elas tambem sdo veiculos de marketing, apresentando o
produto ao consumidor; protecdes mecanicas, especialmente durante
O transporte; prote¢des contra microrganismos, aumentando a vida
util dos alimentos; dao forma ao produto e apresentam informacdes
importantes, como lista de ingredientes e tabela nutricional Nos rotulos.

Os materiais utilizados como embalagem de alimentos sao variados,
podendo ser metal, vidro, papeldo e madeira (como embalagem
secundaria, que nao entra em contato direto com o alimento), plasticos
rigidos, laminados mistos, garrafas e recipientes plasticos, celofane,
aluminio e papel.

(tz” Assimile

O importante é determinar qual o melhor tipo de embalagem para cada
tipo de alimento, que seré capaz de manter suas caracteristicas, proteger,
aumentar a vida util e ndo interagir de forma a passar seus componentes
para ele. A industria alimenticia busca conciliar essas caracteristicas a um
bom preco e uma boa apresentacdo do produto.

D9 Pesquise mais

Assista ao video sobre o processamento de polpa de frutas, desde a
recepgao, lavagem e desinfec¢do dos frutos, até a aplicagdo de processos
de cozimento, despolpamento, envase e selagem das embalagens que
serdo congeladas e comercializadas dessa forma. Disponivel em: <https://
www.youtube.com/watch?v=Jm4IWleM344>. Acesso em: 18 out. 2017.

Controle de qualidade

O controle de qualidade faz parte das industrias de alimentos como
um setor composto por funcionarios qualificados nas atividades que
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o compde. E um sistema de protecdo para quem produz e consome
o alimento, pois tem como principal objetivo garantir ao industrial a
fabricacao de alimentos de excelente padrao e oferecer ao consumidor
produto seguro que cumpre a finalidade de alimentar e nutrir.

Dependendo da estrutura e do porte da empresa, 0 departamento
de controle de qualidade pode ser formado por diferentes unidades,
que envolvem laboratorio para analises de matérias-primas e
produtos finais, reconhecimento e avaliacdo de falhas;, depdsito
ou camara fria para estocagem de amostras coletadas; escritorio
para O armazenamento dos documentos de controle, estudos e
planos de trabalho, dados de cadastramento, de especificacao e do
processamento de produtos de fabricacao.

Esse departamento deve ser gerenciado por profissional com
formacao na area, e € frequentemente alvo de auditorias externas,
devendo responder ao orgao fiscalizador responsavel (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento ou Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), por isso a necessidade de registro de todas as atividades.

|:|_(|1 Pesquise mais

Conhega as fungdes do departamento de controle de qualidade
consultando a Circular 175, de 16 de maio de 2005, DIPOA/MAPA, que
descreve pontos de autocontrole, desde a manutenc¢do de instalagcdes
e equipamentos industriais a testes microbiologicos que garantem a
seguranga e qualidade da matéria-prima e do produto final.

As atividades do controle de qualidade sao conduzidas de acordo
com diferentes pontos de vista.

Sob o ponto de vista de obtencdo do produto, procura-se fazer
uma verdadeira radiografia do produto, conseguida a partir do
acompanhamento e controle de todas as etapas de produc¢ao, desde
escolha e qualidade da matéria-prima até seu armazenamento. 1sso
envolve o conhecimento de contaminacao inicial dos ingredientes,
a fidelidade a execucdo da formulacao, o controle de parametros
de processo como temperatura, tempo, pressaoc até a melhor
embalagem, para manter as caracteristicas e a temperatura de
armazenamento do produto e garantir maior vida de prateleira a eles.

Os produtos alimenticios também devem ser avaliados quanto a
aceitacao dos consumidores. Esse fato e totalmente dependente da
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sua constituicado em ingredientes e elaboracao, que influenciam nas
caracteristicas sensoriais e, principalmente, na padronizagao que
mantém essas caracteristicas de acordo com o que o0 consumidor
esta acostumado e espera do produto.

A avaliacdo sensorial pode ser feita por grupo de provadores
recrutados e treinados entre funcionarios da empresa gue analisam,
por diversas metodologias, caracteristicas sensoriais dos produtos,
como cor, sabor, aroma e textura.

Por fim, o controle de qualidade apresenta seus pontos de
interesse para os produtores de alimentos; respalda o industrial no
fornecimento de produtos padronizados dentro das especificacdes
daslegislagcdes aplicaveis a eles; exclui ocorréncias negativas capazes
de causar ma impressao ao produto, assim como a implantacao de
melhorias, adocao de novas tecnologias que melhoram o processo
como um todo, bem como o produto final.

Todas as atividades do Controle de Qualidade sao planificadas
e executadas diariamente, cumprindo eficiente programa de acao.

Sem medo de errar

E agora que vocé aprendeu como processar alimentos e quais
técnicas geralmente sdo aplicadas em diferentes fases, vocé
consegue ajudar o agricultor Francisco?

Talvez a primeira resposta que nos venha a cabeca seja processar
esses pepinos para que eles tenham um aumento de vida util; no
entanto, aprendemos que isso pode ser feito de diversas formas.

Francisco fez a colheita, a limpeza manual dos pepinos
(separando folhas e terra) e seguiu para a lavagem e desinfeccao
das cascas por meio de esponja, detergente neutro e imersao do
produto em solucao clorada a 30ppm por 15 minutos, a fim de
reduzir parte da contaminagdo microbiana deteriorante que esse
produto apresenta pelo simples fato de ser do campo, da terra;
em seqguida, os vegetais foram descascados e cortados, obtendo
produtos ja prontos ao consumo. Diante disso, entre as varias
técnicas de processamento de alimentos, uma pode ser escolhida
por ele para manter as propriedades sensoriais agradaveis do
produto e aumentar sua estabilidade durante o armazenamento; no
entanto, o senhor Francisco nao precisa mais encarar essa situagao
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como um problema, muito pelo contrario, ele tera oferta de pepinos
em grande parte do ano. Por enquanto, ele opta por armazenar 0s
pepinos em uma embalagem adequada, plastica de polipropileno
(PP), que protege o alimento do ambiente externo e mantém as
caracteristicas e uma menor carga microbiana (que o produto
adquiriu durante o processamento) por atuar como barreira fisica.
Os resultados conseguidos por Francisco foram ainda melhores
quando armazenou esses produtos embalados sob temperatura de
refrigeracao (0 < T <10 °C).

Faca valer a pena

1. Adescoberta dos métodos de conservacio de alimentos permitiu grandes
avancos a industria de alimentos e maior comodidade aos consumidores,
garantindo o abastecimento de produtos mesmo fora de época de
producao, o que € comum a algumas culturas vegetais, classificadas como
produtos sazonais.

Assinale a alternativa que apresenta tecnologia empregada na preservagado e
conservacao de produtos alimenticios.

a) Colheita.

b) Transporte.

c) Congelamento.

d) Adubacéo.

e) Avaliacéo sensorial.

2. O processamento de alimentos é capaz de transformar matérias-primas
em inumeros e diferentes produtos, ofertando no mercado alimentos
diferenciados e com vida de prateleira estendida em decorréncia de etapas
que controlam e/ou reduzem as reacdes enzimaticas e microbioldgicas.
De forma geral, quais sdo as etapas que compdem o processamento de
alimentos?

a) Beneficiamento, elaboracdo, conservacdo e preservagdao e
armazenamento.

b) Beneficiamento, elaboragdo, conservagao, armazenamento e transporte.
c) Beneficiamento, elaboracdo e distribuicdo.

d) Plantio, adubacéo, colheita e elaboragédo.

e) Plantio, colheita, elaboracdo, conservacdo e armazenamento.

3. Aindustria de alimentos, assim como qualquer outra do ramo industrial, &
dividida em setores que visam a um trabalho direcionado para otimizar suas
atividades. No caso de alimentos, especificamente, muitos desses setores
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trabalham no sentido de produzir alimentos com qualidade microbiologica
e seguranca alimentar.

Se uma industria alimenticia apresenta problemas no sentido de fornecer ao
mercado consumidor produtos que apresentam contaminagdo microbiana
excessiva dentro do prazo de validade estipulado para ele e decide fazer
um rastreamento das etapas de processamento em que essa contaminagdo
pode estar acontecendo, qual setor seria responsavel por essa triagem?

a) Setor industrial.

b) Controle de qualidade.

c) Administrativo.

d) Geréncia geral.

e) SAC: servico de atendimento ao consumidor.
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Secao 2.2

Biotecnologia de alimentos

Dialogo aberto

Bem-vindo, aluno!

Ja estudamos biotecnologia e tecnologia de alimentos; vimos
as formas de manipular material genético, organismos e alimentos;
conhecemos as caracteristicas dos processos, bem como seus
objetivos, vantagens e desvantagens. E se agora juntarmos esses
dois conhecimentos?

E exatamente o que vamos ver nesta secdo de estudo, a
biotecnologia aplicada a producdo de alimentos, principalmente por
meio do uso de microrganismos. E interessante, simples de entender e
de fazer, e da origem a varios alimentos que consumimos diariamente.

Vamos continuar a analisar a situacao do pequeno agricultor,
Francisco, que ainda busca por solucdes para sua grande producao
de pepinos transgénicos, que continuou a aumentar Nos meses
subsequentes.

Francisco conversou com uma das vendedoras da feira local
que lhe sugeriu a fabricacdo de pepinos em conserva, produto
também conhecido como picles. No entanto, a vendedora apenas
conhecia o produto, mas nao sabia como produzi-lo. Entao,
Francisco foi em busca de profissionais que pudessem ajuda-
lo, e foi instruido a produzir conservas fermentadas. Como vocé
explicaria as caracteristicas dos processos fermentativos a ele? Por
que as sementes de pepino transgénico adquiridas por ele podem
ter elevado o rendimento do produto?

Nao pode faltar

Conceitos e histoérico da biotecnologia de alimentos

Vocé se lembra do conceito de biotecnologia que vimos no inicio
dos nossos estudos?

SO para relembrar: sdo as tecnologias aplicadas aos organismos vivos.
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Aqui, O conceito continua © mesmo, porém, agora, essas
biotecnologias sdo aplicadas a producdo de alimentos.

O processamento de alimentos também apresenta 0s mesmos
objetivos e vantagens que estudamos na secdo anterior, produzindo
muitos produtos, aproveitando subprodutos e aumentando a vida de
prateleira dos alimentos.

Com o uso de biotecnologias, © aumento do prazo de validade
dos alimentos € conseguido ndo so pela aplicacao das etapas de
conservacao e preservacao, por meio da adicdo de conservantes e do
uso de baixas e altas temperaturas, por exemplo, mas tambem pela
adicao de microrganismos benéficos aos alimentos.

Esses microrganismos, que algumas vezes entram COmMo
ingredientes na elaboracao de alimentos para que sejam conseguidos
sabores, odores e propriedades tecnologicas especificas, tambem
Sao responsaveis por colonizarem © meio concorrendo com
microrganismos indesejaveis, deteriorantes e patogénicos.

A biotecnologia realmente teve seu inicio, mesmo que
acidentalmente, na producao de alimentos. Com uma historia de mais
de 10.000 anos, os alimentos armazenados pelo homem sofriam acdo
da microflora naturalmente presente neles, dando origem aos produtos
fermentados.

A Biblia Sagrada, um dos livios mais antigos do mundo, relata muitas
historias em que Jesus e seus apostolos consumiam paes e vinho,
produtos obtidos a partir do uso de microrganismos. Os antigos egipcios
deixaram registros do consumo de cerveja, bebida de cereal fermentado,
e hoje sabe-se que existiam ao menos 17/ tipos desse produto.

Com o avanco do conhecimento cientifico, as biotecnologias
também evoluiram e permitiram a producao de alimentos em escala
industrial, o controle de todo © processo e a obtencdo de produtos
padronizados e de alta qualidade.

Hoje existe uma variedade muito grande de produtos alimenticios
No Mercado obtidos por essas técnicas.

v=| Exemplificando

O pédo e o vinho, como ja comentamos, sdo alimentos obtidos por
fermentacao microbiana, assim como leites fermentados, iogurtes, alguns
tipos de queijos, cerveja e bebidas destiladas, salame, picles e chucrutes

72 U2 - Tecnologia e biotecnologia de alimentos



(@ base de vegetais), até a producdo de aminoacidos destinados a
alimentacao animal e & dietas humanas com fins especiais séo obtidos
pelo uso de microrganismos.

Mais recentemente, com as modernas técnicas de biologia
molecular, os alimentos geneticamente modificados e transgénicos
podem agregar caracteristicas que aumentam a produtividade,
aumentando safras que melhoram a composicao nutricional ou
qualquer outro objetivo especifico que se queira conseqguir.

oéb Reflita

Vocé, como consumidor, que alimento transgénico desenvolveria? Com
qual objetivo?

Definicdes e histérico dos processos fermentativos

Vocé percebeu que ao falarmos de biotecnologia de alimentos os
principais produtos obtidos sdo os fermentados? Até porque sao 0s
mais antigos e por isso possuem técnicas mais consagradas.

Mas afinal, o que € um alimento fermentado?

Ao adicionarmos um  microrganismo a um alimento ou
simplesmente ao permitirmos que a microflora desse alimento atue
sobre ele, esses seres vivos passam a utilizar os nutrientes do alimento
para seu desenvolvimento e sua manutencgao de vida.

Assim como nos, eles precisam de energia na forma de ATP
(adenosina trifosfato), que € conseguida pelo processo de respiracdo
celular. O principal substrato utilizado no processo de respiracdo € o
acucar, de diferentes fontes, convertido a glicose. Porém, na escassez
de oxigénio ou mesmo na presenca dele, alguns microrganismaos
apresentam a capacidade de obter ATP rapidamente a partir da glicose
sem realizar a respiragao celular completa, apenas com © processo de
glicolise (primeira etapa da respiracdo celular independente de oxigénio).

A glicolise produz, além de dois ATPs para a célula microbiana,
duas moléculas de piruvato, que serdao metabolizadas em diferentes
compostos de acordo com o tipo de fermentacao. Isso quer dizer
gue na fermentacao latica o piruvato é convertido a acido latico,
enquanto na fermentagéo alcodlica € transformado em etanole CO,,
por exemplo.
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A concentragdo desses compostos na matriz do alimento gera
sabor, odor e caracteristicas tecnologicas especificas.

Veja na Figura 2.3 o esquema da transformacao da glicose na
fermentacdo latica.

Figura 2.3 | Conversdo da glicose em lactato pelo processo de fermentacao latica

Glicose

2NAD*

2NADH
2 Piruvato » 2 Lactato

Esquema geral do processo de fermentagao

Fonte: <https://goo.gl/si6PPC>. Acesso em: 17 out. 2017.

|:'|_C|1 Pesquise mais

Conheca também o processo de fermentacdo alcoolica aplicado
na producdo de pdes e bebidas alcodlica acessando o video
Fermentagdo alcodlica. Disponivel em: <https://www.youtube.com/
watch?v=DF2AAWv-zXU>. Acesso em: 28 nov. 2017.

Hoje, a bioquimica da fermentacdo ¢ conhecida e tem seus
parametros de processo controlados pela industria de alimentos, mas
foi sem controle e conhecimento algum que surgiu O primeiro pao No
Egito, ha mais de 6.000 anos.

Microrganismos fermentativos

Como ja comentamos, alguns microrganismos sao capazes de
continuar seus processos de respiragao para obter ATP mesmo na
auséncia de oxigénio; isso se da por meio da glicolise, caracterizando
0 processo de fermentacao ou, até mesmo, de meios que contenham
esse gas.

Esses microrganismos sdo os de interesse para a realizagdo dos
processos fermentativos, especialmente os que realizam a fermentacao
na presenca de oxigénio, podendo ser aplicados em meios sem a
necessidade de controle do gas.
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Para o uso em alimentos, além da capacidade fermentativa, os
principais microrganismos utilizados sdao fungos e bactérias que
apresentam as seguintes caracteristicas:

1. Possui eficiéncia de conversao do substrato em produto.

2. Permite o acumulo do produto no meio, de forma a obter sua
elevada concentracao no caldo fermentado; (ndo adianta nada
um organismo que converte substrato também consumir todo
0 produto).

3. Ser homofermentativo, ou seja, apresentar um unico produto
de fermentacao e nao produzir substancias incompativeis com
o alimento (assim se evita processos de filtracao e purificacao).

4. Nao ser patogénico (facilitando muito o manuseio e evitando
purificacdo).

5. Nao exigir condi¢cdes de processo muito complexas.

6. N&o exigir meios de cultura caros.

Os microrganismos para uso industrial podem ser conseguidos
por isolamento de recursos naturais em meios que eles aparecem
naturalmente; comercializados como em cole¢cdes de culturas;
obtidos de mutantes naturais ou mutantes induzidos por metodos
convencionais, por reproducao direcionada, bem como pela obtencao
de recombinantes por técnicas de engenharia genética.

@ Exemplificando

Existem pelo menos 11 cole¢cdes de culturas de microrganismos de
interesse industrial distribuidas em diversos paises. O acesso a elas &
facilitado pela internet; uma delas, a Colegdo de Culturas Tropical,
localizada na cidade de Campinas-SP, pode ser acessada no link a seguir.
Disponivel em: <http://www.cct.org.br>. Acesso em: 29 nov. 2017.

Na producdo de produtos fermentados a base de cereais (paes,
bebidas fermentadas e fermento-destiladas), a levedura Saccharomyces
cerevisiae € O microrganismo utilizado, por cumprir Os criterios
descritos acima, especialmente pela produgdo de etanol e CO,,
produtos desejavelis.

Nos fermentados lacteos (leites fermentados, iogurtes e alguns
tipos de queijos) é de interesse a obtencdo do acido latico, conseguida
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pela acao de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophillus
sobre o acucar do leite.

Os produtos carneos fermentados sao obtidos pela adicdo de agucar
como ingrediente, uma vez que carnes sao fontes ruins de carboidratos.
Os microrganismos normalmente aplicados na formulacao desses
produtos, denominados culturas starter, por iniciarem © processo
fermentativo, também sdo do género Lactobacillus. A producdo de
acido latico nesses produtos € desejavel porque € o dcido acumulado
Nna carne durante a conversao bioquimica do musculo em carne e,
portanto, associado ao sabor do produto gue estamos acostumados.

No caso dos fermentados carneos, ainda € desejavel que oS
microrganismos sejam tolerantes ao sal € ao conservante nitrito,
normalmente utilizados nas formulagcdes dos produtos.

Na obten¢cdo de vinagre, usa-se uma microflora mista de
Acetobacter capaz de produzir acido acético como produto principal
da fermentacao.

Dessa forma, entre fungos, leveduras e bactérias, escolhe-se os
microrganismos principalmente de acordo com o produto que se
deseja obter.

Aplicagdo dos processos fermentativos na industria de alimentos

Com tudo que estudamos até agora, ja deu para ter uma peguena
ideia dos alimentos em que sao aplicados 0s processos fermentativos.
Mas as aplicacdes sdo ainda mais extensas e divididas da seguinte
forma:

1) Massas fermentadas (pdes; panetone).

2)  Carnes fermentadas (salame, linguica).

3)  Bebidas fermentadas (cerveja, vinho).

4)  Bebidas destiladas (aguardente, uisque).

5)  Leite fermentado (iogurte, queijo).

6) Vegetais fermentados (picles, chucrute).

7)  Enzimas (proteases, amilases, glicose oxidase).
8) Condimentos (vinagre, glutamato).

9)  Aminoacidos (lisina, acido glutamico).

10) Polissacarideos (dextrano).
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Esses produtos sao obtidos pela aplicacao adequada de fermentacao
latica, alcodlica, acetica, butirica ou citrica, classificadas de acordo com
0s produtos obtidos.

Como ja comentamos alguns desses produtos, vamos avaliar a
producao de vegetais fermentados e de vinagre para termos ideia de
outros tipos de processo.

Os vegetais fermentados ddo origerm aos produtos chamados picles,
chucrute e azeitona. O picles € aquele que o agricultor Francisco foi
aconselhado a produzir para aproveitar a producdo de pepino, lembra?

A base do picles € uma hortalica submetida a fermentagao latica
e uma fonte de glicose, frutose e sacarose para 0s microrganismaos
fermentadores, que podem ser Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus e/ou Streptococcus.

O chucrute é feito a partir das folhas do repolho submetidas a
condicdes que permitem a fermentacdo da microflora natural
presente, Leuconostoc mesenteroides, o Lactobacillus brevis e O
Lactobacillus plantarum.

E vocé sabia que a azeitona € um fruto rigido da oliveira que nao
€ agradavel de se consumir in natura por ser mais duro e amargo? O
processo de fermentacado latica € responsavel pelo desenvolvimento
do sabor caracteristico que conhecemos para O produto, assim
como pela agao dos microrganismos sobre as paredes celulares do
fruto, tornando o alimento mais macio e desenvolvendo seu sabor
caracteristico.

Veja a diferenca da azeitona verde in natura apresentada na Figura
2.4 (A) para a azeitona fermentada em conserva, aquela que estamos
acostumados a consumir, mostrada na Figura 2.4 (B). A propria
aparéncia do fruto passa por alteracdes.

Figura 2.4 | (A) Fruto da oliveira, azeitona in natura; (B) azeitona fermentada em
conversa

(A)
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Fonte: <https://goo.gl/Pd64EG>; <https://goo.gl/FM5n2s>. Acesso em: 21 out. 2017.

Os vegetais fermentados podem ainda ser mantidos em conserva,
ou melhor, em um meio com mistura de ingredientes (sal, azeite,
vinagre) que favorecem sua conservagao e seu sabor, além de controlar
o0 desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e permitir o
desenvolvimento dos fermentadores.

A fermentacdo microbiana também é responsavel pela producao
de vinagre de todos os tipos que conhecemos.

Vamos analisar o processo de obtencao de vinagre de alcool que
passa por duas etapas de fermentacao.

Na primeira, 0s microrganismos fermentam o ac¢ucar em alcool,
€ na segunda acontece a fermentacdo acética com a conversdo do
alcool em acido acético, produto concentrado do vinagre.

Para cada fermentacao sao utilizados microrganismaos especificos,
de acordo com o tipo de produto que se deseja obter.

Assim, na primeira etapa sdo aplicadas leveduras, especialmente do
género Saccharomyces por serem produtoras de alcool, e na seqgunda
sao empregadas bactérias do género Acetobacter capazes de formar
0 acido acético a partir de alcool na presenca de ar.

&ﬁ’ Assimile
Cada tipo de microrganismo utiliza melhor determinado tipo de substrato,

dando origem a produtos especificos. Esses produtos classificam a
fermentacdo como latica, acética, alcoodlica, butirica ou citrica.
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Conceito, histdrico e utilizagdo de matérias-primas transgénicas na
produgdo de alimentos

Os alimentos transgénicos sdo matérias-primas de origem vegetal
ou animal gue tiveram a adi¢do de um ou mais genes de outra especie
em seu genoma, ou alimentos obtidos a partir da mistura de varios
ingredientes, sendo pelo menos um deles transgénico.

Vimos no inicio dos nossos estudos que, em 1998, a CTNBIo liberou
o plantio da soja transgénica round up ready em territorio nacional. Essa
nova planta trazia em seu genoma gene oriundo de uma bactéria de solo
(Agrobacterium), patenteado por uma empresa privada com o nome de
CP4-EPSPS, que confere maior resisténcia ao herbicida glifosato. O que
essa caracteristica trazia de vantagem? Os produtores de soja poderiam
aplicar o produto em quantidades suficientes para combater as ervas
daninhas das lavouras enquanto a planta da soja se manteria em perfeito
desenvolvimento, sem ser prejudicada pelo herbicida.

Mas vocé sabia que desde um ano apos essa autorizacao até hoje
0s alimentos transgénicos sao alvo de muitos questionamentos?

Isso porque, se pensarmos sO No caso da soja transgénica, © uso
indiscriminado do pesticida glifosato poderia causar contaminagao
de solos e lengdis fredticos, além de um desequilibrio ambiental
extinguindo algumas espéecies vegetais.

OGB Reflita

Vocé, com seu conhecimento de genética, ainda pode pensar em outras
questdes associadas aos organismos transgénicos. Poderia © gene de uma
outra espécie carregar para © organismo transgénico informacdes ocultas
a0s cientistas e promover efeitos desconhecidos e até indesejaveis?

Mesmo diante de muitos questionamentos, polémica e até
impedimento judicial, foiliberado o plantio de culturas transgénicas, que
trazem muitos beneficios aos agricultores e produtores de alimentos,
como o aumento da produtividade, da resisténcia a pragas e variacdes
climaticas e o enriquecimento nutricional do alimento.

Vendo nessas vantagens uma grande oportunidade, o agricultor
Francisco adquiriu sementes de pepino transgénico e aumentou muito
sua producao.
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vz| Exemplificando

O feijdo, uma leguminosa que Ndo apresenta em sua COMpPOSsiGao quimica
todos os aminoacidos essenciais aos seres humanos, poderia receber o
gene da castanha-do-para codificador de metionina, faltante no feijao.

Até o ano de 2017, nosso pais apresenta a segunda maior area
mundial destinada ao plantio de transgénicos, com destaque para a
producdo de soja, milho e algodao. Mais recentemente, foi aprovado o
cultivo de batatas e macas transgénicas, nas quais o transgene reduz a
probabilidade de danos ou apodrecimento.

Vocé se lembra de uma das questdes que tratamos no inicio desta
unidade sobre a perda de alimentos? Esse transgene seria uma opcao
para a solu¢do do problema, ndo acha?

Essas culturas, quando manipuladas pelas industrias de alimentos,
dardo origem a outros alimentos também transgénicos.

Assim, a soja transgénica pode ser comercializada dessa forma,
ou ser utilizada na extracao do oleo de soja, na producao da proteina
texturizada de soja, que por sua vez pode entrar como ingrediente de
um hamburguer bovino. Todos esses produtos sdo transgénicos.

A legislacdo brasileira estabelece que a presenca desses alimentos
ou ingredientes deve ser informada aos consumidores, até como
decorréncia das polémicas ainda existentes; dessa forma, o consumidor
consciente de que determinado produto € transgénico, pode decidir
por consumi-lo ou nao.

A Figura 2.5 mostra o simbolo que deve fazer parte das embalagens
de alimentos transgénicos para que o consumidor possa identifica-lo
como tal.

Figura 2.5 | Simbolo de transgénico no Brasil

Fonte: <https://goo.gl/xZu984>. Acesso em: 21 out. 2017.
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Sem medo de errar

Vamos ajudar o agricultor Francisco, que temos acompanhado
com seu dilema de ter produzido muitos pepinos e nao saber como
conserva-los.

Um gene de alguma outra espécie foi inserido no genoma do
pepino e foi responsavel por produzir muito mais frutos por planta,
aumentando a produtividade.

Agora, com grande quantidade de pepinos, ele € aconselhado a
fazer picles.

O picles € uma conserva fermentada a base principalmente de
pepinos. O produto é lavado e sanitizado, cortado em fatias finas,
colocado em conserva, que pode conter sal, vinagre, acucar, azeite, e
armazenado por pelo menos 5 dias até ser consumido.

Essa € uma receita que vocé pode encontrar na internet, mas, com
seu conhecimento de biotecnologia de alimentos, agora vocé é capaz de
entender por que o produto deve ficar armazenado pelo prazo minimo
de 5 dias até ser consumido. Esses sdo os dias destinados a fermentacao.

Apesar de nao termos adicionado nenhuma cultura microbiana
como ingrediente, 0 pepino apresenta contaminacdo natural, que
permite o desenvolvimento desses microrganismos que realizarao
fermentacao latica e atuarao sobre a estrutura do pepino, conferindo
as propriedades sensoriais que esperamaos No alimento.

O problema do Francisco foi bem mais facil de resolver do que ele
imaginava, ndo acha?!

Avancando na pratica

Desenvolvimento de um alimento transgénico
Descri¢cdo da situacao-problema

Imagine que foi identificado um problema de crescimento em
determinada popula¢cdo do Nosso pais.

Todos os habitantes de uma mesma regido apresentavam altura
media muito menor que da populacao brasileira e passaram a ser
estudados.

Depois de alguns anos de pesquisa, detectaram a falta de um
aminoacido essencial na dieta dessa populacdo, que tem sua base
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no consumo de arroz — aminoacido formador do hormodnio de
crescimento.

Comooarroz é a cultura que predomina na regiao como decorréncia
de tipo de solo e clima, além de ser um produto mais acessivel para a
populacdo de baixa renda, como esse problema poderia ser resolvido?

Resolucdo da situagdo-problema

De acordo com o que aprendemos nesta secdo, seria possivel
O desenvolvimento de um arroz transgénico adicionado de gene
codificante do aminoacido deficiente.

Uma espécie que produza esse aminoacido seria identificada e
0 gene isolado e inserido no genoma do arroz, fazendo com que as
novas plantas passessam a produzi-lo.

Faca valer a pena

1. O processo de fermentacdo dos alimentos teve seu inicio acidentalmente
ha mais de 10.000 anos, a partir da flora microbiana naturalmente presente
nos alimentos. Com o conhecimento dos microrganismos e avangos das
técnicas de processamento, hoje a fermentacao ¢ feita com rigido controle
pela industria alimenticia e produz uma grande variedade de produtos.
Dentre os alimentos listados a seguir, marque a alternativa que apresenta
todos aqueles produzidos por processos de fermentacao.

a) Acucar, vinagre, leite.

b) Vinagre, pdo, cerveja.

c) Pao, biscoito, bolacha.

d) Vinho, macarréo, queijo.
e) Salsicha, salame, chourico.

2. O p3o é um dos alimentos fermentados mais antigos do mundo, produzido
pela primeira vez no Egito ha mais de 6.000 anos e, até hoje, é base da
alimentacao de muitas culturas e apreciado por muitos consumidores.
Dentre as alternativas abaixo, assinale a que apresenta o tipo de fermentacdo
que ocorre durante a producdo de paes.

a) Butirica.
b) Acética.
c) Latica.

d) Alcodlica.
e) Citrica.
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3. Os alimentos transgénicos sdo obtidos a partir de matéria-prima
transgénica ou pelo uso de um ingrediente transgénico na formulacao.
Ainda ndo sao conhecidos todos os efeitos do transgene no meio ambiente
e no organismo, tanto de quem o consome como daquele que recebe o
gene, por isso, esses alimentos tém sido alvo de muita polémica.

Sobre alimentos transgénicos, suas caracteristicas e obriga¢des, assinale a
alternativa correta.

a) No Brasil é dispensavel informar a presencga de ingredientes transgénicos
nos rotulos dos produtos.

b) Os alimentos transgénicos sdo sempre desenvolvidos com o objetivo de
aumentar vida de prateleira.

c) A soja transgénica round up ready foi criada para resistir aos climas
quentes, resistindo as condi¢des de plantio do Centro-Oeste brasileiro.

d) Alimentos transgénicos podem ser cultivados e comercializados sem
aprovacgao prévia no Brasil desde o ano de 1980.

e) Os produtos derivados de uma matéria-prima transgénica, como o
fuba produzido de um milho transgénico, também sdo classificados como
alimento transgénico.
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Secao 2.3

Aplicacoes tecnoldgicas e biotecnoldgicas nos
alimentos e meio ambiente

Dialogo aberto

Apos a producao de picles de pepino, que apresentou sabores e
odores diferenciados além de maior vida util, e a 6tima aceitacdo do
produto por seus familiares, Francisco se interessou pelo processamento
de alimentos e passou a se questionar sobre como poderia obter mais
produtos a partir das matérias-primas que possui em seu sitio. Ele fez
um levantamento de tudo que gostaria de processar e aproveitar e
levou a lista até vocé, para que pudesse auxilia-lo nesta empreitada.
Nessa lista, estavam descritos: leite de vaca, carne suina, trigo, uva
e mel. Vocé, como profissional, com formacgao na area e amigo de
Francisco, decide auxilia-lo escrevendo uma cartilha com o passo a
passo de cCOMo processar essas materias-primas e seus subprodutos,
porém, o material deve ser extremamente explicativo e de facil
compreensado. Entdo, para facilitar o entendimento do processamento
e de novas tecnologias aplicadas a producao de alimentos, aliado ao
material escrito, vocé organiza uma palestra que sera destinada aos
pequenos agricultores da regido. Como comecar? Quais 0s processos
aplicados ao leite, carnes e pescados, graos e cereais, frutos e produtos
acucarados utilizados pela industria de alimentos? Como Francisco
pode otimizar a utilizacdo de suas matérias-primas e ainda produzir
energia para seu proprio sitio?

Nao pode faltar
Processos tecnoldgicos e aplicacao da biotecnologia - leite e
derivados

Nas duas primeiras secdes desta unidade vimos as aplicacdes da
tecnologia e biotecnologia de alimentos e, muitas vezes, citamos
exemplos de produtos comuns em nosso dia a dia.
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Agora, gueremos entender esses produtos com mais detalhes.

A producao de iogurte envolve as biotecnologias, pois acontece
com a aplicacdo de microrganismos.

Quando se utiliza processos fermentativos e de aplicacao de
organismos vivos como ingredientes na producao de alimentos, e
muito importante garantir a qualidade da matéria-prima. Qualquer
contaminacao indesejada pode contaminar o meio com produtos
diferentes daquele obtido pelo processo de fermentacado e alterar
as caracteristicas tecnologicas e sensoriais do produto, aléem de
comprometer sua qualidade microbiologica.

Para isso, o leite deve passar por, N0 minimo, uma pasteurizacao
lenta (90-95 °C/5 min.), que consiste em elevar a temperatura do
alimento por determinado periodo de tempo e depois abaixa-
la (12/18 °C na producdo de iogurte), com o objetivo de destruir
microrganismos patogénicos e diminuir a carga deteriorante
(agueles que degradam o alimento).

O leite também pode ser padronizado em relacao ao teor de
gordura (em centrifugas) e solidos soluveis (adicao de leite em po,
acucar) para garantir o padrdao do produto final.

O processo de fermentacdo ¢ feito pela adicao de Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus que atuam sobre o acucar
do leite (lactose), sob temperatura otima em torno de 45 °C e por
um periodo que varia de 3 a 5 horas, produzindo, como produto
principal, acido latico.

O abaixamento do pH do meio, pelo acumulo de acido latico,
promove a insolubilizacdo das proteinas do leite, que passam a
formar coagulos.

Ao final do processo, o resfriamento se faz necessario (4 °C) para
o proprio controle da atividade microbiana, sendo responsavel por
interromper os processos fermentativos.

Por trés diferentes tecnologias, sdo obtidos os iogurtes
classificados como tradicional, batido e liquido para beber, conforme
mostrado no fluxograma abaixo.
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Figura 2.6 | Fluxograma de obtencdo de iogurtes tradicionais, batido e liquido para
beber

4 \
Tratamento do
leite
. * J/
4 \
Homogeinizagao
(quebra da
gordura)
( ¢ \
Pasteurizagdo
. J/
L e L2 2 -
Tradicional . Liquido para
Inoculagdo do beber
fermento
\ < s N\
Batido Incubagdo (tempo
v x temperatura de
( 3\ ( \ ~
Incubacao (tempo fermentac&o)
Embalagem x temperatura de *
fermentacé&o) ( )
. J J
v v Resfriamento
( \ ( )
Incubacdo (tempo \_ y,
x temperatura de Resfriamento 3
fermentacéo) ( )
. J/
Jv $ Homogeinizacao
( \ ( )
. J
Resfriamento Embalagem <
4 )
. J . J/
Embalagem
. J

Fonte: elaborada pelo autor.

Perceba que o que difere, basicamente, um tipo de iogurte do
outro € a manipulacdo do produto. Quanto mais manipulado, menos
consistente fica.

A adicdo de aromas e polpas de frutas tambem pode ser uma etapa
na producao de iogurtes com sabores diferenciados.
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|:[9 Pesquise mais

Alguns tipos de gueijo sao produzidos por acao microbiana tambeém, em
um processo conhecido como coagulacao enzimatica, pois uma enzima
é responsavel pela quebra e coagulagdo da proteina do leite (caseina).

Veja 0 que € e como ¢ feito o Kefir de leite acessando o link. Disponivel
em: <http://probioticosbrasil.com.br/index.php/probioticos/kefir-de-
leite/>. Acesso em: 18 dez. 2017. O kefir nada mais € que uma coldnia de
microrganismaos.

Veja também o processamento de requeijdo, um queijo fundido,
explicado a partir do subtitulo Obtengdo de massa basica para elaboracao
de requeijdo por meio do processo de coagulagcdo acida do leite por
fermentagdo lactica. Disponivel em: <https://www.milkpoint.com.br/
industria/radar-tecnico/queijos/requeijao-tecnologias-de-fabricacao-da-
massa-basica-parte-1-91254n.aspx>. Acesso em: 18 dez. 2017.

Vale a pena ressaltar que a coagulagao acida € conseguida nao so pelo
resultado da fermentacao latica, como também pela adicdo direta de
acidos organicos no leite.

Processos tecnoldgicos e aplicagao da biotecnologia - carnes e
derivados, pescado e derivados

Assim como o iogurte, o salame € um exemplo tipico de derivado
carneo fermentado. E produzido a partir da mistura de carnes bovinas
e suinas porcionadas com gordura (toucinho), sal, conservante,
condimentos, cultura microbiana fermentativa, também chamada
cultura starter, e embutido em uma tripa artificial (celulodsica, colageno)
ou natural (intestinos) para ganhar formato.

Na produgao de salame, além da qualidade da matéria-prima, €
importante que 0s microrganismos apresentem capacidade de se
desenvolverem em ambiente adicionado de sal e do conservante
nitrito, mais utilizado em produtos carneos.

Esses microrganismos realizam fermentacao latica a partir dos
pPOUCOS acucares existentes na carne e, principalmente, do acucar
(sacarose) adicionado como ingrediente.

O acumulo de acido latico no produto gera textura, sabor e aroma
caracteristicos de salame.
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Alem dos microrganismos fermentadores do salame (Lactobacillus),
durante o periodo de secagem e maturacao do produto, sob condicdes
controladas de temperatura e umidade, ocorre o desenvolvimento de
fungos na superficie, o Penicillium nalgiovense, de aspecto branco,
totalmente seguro ao consumo e ate desejavel, pois agrega sabor aos
produtos maturados por tempo prolongado, pela quebra de proteinas
e gordura, liberando acidos graxos volateis e aminoacidos livres.

A figura a seguir apresenta a superficie de um salame tomada por
fungos durante o periodo de maturagao.

Figura 2.7 | Colonizagdo da superficie de salames por fungos

Fonte: <https://goo.gl/m8H4DN>. Acesso em: 25 out. 2017.

Normalmente é feita a lavagem da casca do salame para a remocao
das coldnias de fungos, uma vez que muitos consumidores associam a
aparéncia a um alimento inadequado aoc consumo.

E vocé sabia que existe uma forma pratica de identificar se 0s
fungos que colonizaram o produto sdo benéficos? E justamente pela
cor. Os fungos brancos sao os desejaveis, se existir os de coloracao
Cinza e preta, € porque o produto esta contaminado e inadequado ao
CoNsumo.

Algumas linguicas e o chourico, tendo o sangue como ingrediente
principal, também sao exemplos de produtos carneos fermentados.

Além dos fermentados, existe uma variedade muito grande de
derivados carneos.
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&z" Assimile

Os derivados carneos sdo classificados em grandes grupos, de acordo
com O processo tecnologico principal. Dessa forma, temos produtos
classificados como reestruturados, aqueles que foram cortados e depois
reconstituidos em uma nova forma, como linguicas e hamburgueres; 0s
emulsionados, nos quais temos como exemplo tipico a salsicha, que forma
uma emulsdo de toucinho em agua estabilizada pelas proprias proteinas
da carne; os curados, adicionados dos sais de cura nitrito e nitrato; os
salgados, que normalmente sdo defumados, adquirindo caracteristicas
tipicas do produto e estendendo o prazo de validade; e os fermentados.

E importante saber que o mesmo produto pode ser classificado em mais
de um desses grupos. O salame, do Nnosso exemplo, € reestruturado e
fermentado.

Os pescados também podem ser submetidos a todos os processos de
industrializagdo mencionados, dando origem a salsichas de peixe, peixes
salgados e defumados, dentre outros.

Processos tecnolégicos e aplicagcao da biotecnologia - graos e
derivados

Vocé sabia que 0s graos sdo as sementes das plantas responsaveis
pela germinacdo e formacao de uma nova vida, e podem ser de
diferentes espécies?

O grao de trigo, classificado como cereal, porque cresce em
espigas das gramineas, produz a farinha de trigo e, por sua vez, os paes
— produto amplamente difundido em todo o mundo.

A farinha é produzida em moinhos a partir das sementes que foram
secas até umidade aproximada de 12%.

Na producao de pdes, normalmente € empregado O Processo
de fermentacao com as leveduras Saccharomyces cerevisiae que
utilizam os acucares simples (glicose) provenientes do amido do cereal
no processo de fermentacao alcoolica, produzindo, principalmente,
etanole CO,,

O que garante as propriedades tecnologicas tipicas do pao, como
maior volume e miolo macio, € a formacdo da rede de gluten (proteinas
glutetina e gliadina) durante o processo de batimento e sova da massa,
que apresenta elasticidade e, por isso, sofre processo de expansao
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durante a liberacdo de gases durante o processo de fermentacao. Esse
fato promove o crescimento da massa e, durante O assamento, as
proteinas desnaturam, tornando fixas essas estruturas Nno miolo do pao.

Na figura a segquir pode-se observar a massa de pao durante o
descanso para que aconteca o processo de fermentacdo, € a rede de
gluten estabilizada depois que o produto foi assado.

Figura 2.8 | (A) Fermentacdo da massa de pdo e (B) estrutura do gluten estabilizada
pela temperatura de assamento

(A)

Fonte: <https://goo.gl/N8vPG8>; <https://goo.gl/f1xZkl>. Acesso em: 26 out. 2017.

Durante o processo (A) acontece o crescimento da massa, que
vocé pode perceber fazendo paes em casa; em (B) podemos perceber
os furos na massa, formados pela passagem dos gases da fermentacdo
pela estrutura da rede de gluten.

v=| Exemplificando

Aléem do trigo, outros cereais sao amplamente consumidos, como o milho
e 0 arroz, base da alimentacdo do brasileiro junto a outro grao, o feijdo,
classificado como uma leguminosa, pois cresce em vagens.
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A soja, que garante ao NossO pais posicao de destaque no cenario
mundial, também € uma leguminosa que produz sementes, assim como
0 amendoim € a ervilha.

Esses grdos ainda podem ser submetidos as técnicas da industria de
alimentos originando os derivados, como fuba (milho), conservas (ervinha),
proteina texturizada (soja), etc.

Processos tecnoldgicos e aplicagao da biotecnologia - frutas e
hortalicas

O processamento de hortalicas da origem ao picles, que o agricultor
Francisco produziu e que ja comentamos na secao anterior.

Esse € um produto fermentado e adicionado de conserva.

Para ensinarmos ao Francisco como fazer picles, nao basta falarmos
sobre fermentacao, precisamos também passar a ele uma receita dos
demais ingredientes a serem utilizados.

Uma conserva de picles € feita com a adicao de vinagre, sal e agucar.
O vinagre e o sal auxiliam na conservagcao do produto pela reducao
do pH e aumento da pressao osmaotica, respectivamente, enquanto o
acucar € o alimento dos microrganismos fermentadores.

Outrosingredientes tambem podem ser adicionados com o objetivo
de conferir sabor. Pimenta e orégano sao amplamente utilizados.

O produto deve ser armazenado sob refrigeracdo por pelo menos
5 dias para que a fermentacdo completa aconteca e haja acumulo dos
seus produtos.

Aléem de processos fermentativos, varias outras tecnologias sao
aplicadas as frutas e hortalicas, aumentando sua vida util e produzindo
alimentos diversificados.

v=| Exemplificando

Polpa de frutas, doces em massa, barra ou calda e geleias sao exemplos
de produtos obtidos a partir da industrializagdo de frutas.

As hortaligas podem ser comercializadas como minimamente
processados; conservas e ingredientes de outros produtos preparados,
cozidos ou congelados.
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O desenvolvimento dos minimamente processados trouxe
facilidade para a vida das mulheres que passaram, cada vez mais, a
trabalhar fora de casa.

Séo produtos que tém a casca removida, séo cortados, ralados
e submetidos a técnicas que 0s tornam prontos para © CONSUMO.
Ainda podem ser comercializados em embalagens com atmosfera
modificada, diminuindo a quantidade de oxigénio em substituicao
por um gas inerte, aumentando a vida de prateleira por controlar as
reacdes microbianas.

D9 Pesquise mais

O video Processamento minimo de vegetais, explica com detalhes como
esses vegetais sdo preparados. Disponivel em <https://www.youtube.
com/watch?v=3Hur2H7(118>. Acesso em: 18 dez. 2017.

Uma curiosidade no video, e que talvez vocé nao saiba, € que existem
temperaturas adequadas de refrigeracdo para cada tipo de produto de
origem vegetal, e, em valores abaixo delas, os vegetais sofrem alteracao
da qualidade em um processo conhecido como chilling. E por isso que
a banana armazenada em geladeira fica com a casca escura e textura
alterada, a temperatura de chilling desse fruto é de 12 °C.

Processos tecnologicos e aplicacao da biotecnologia - agucares,
mel e derivados

Quando pensamos nos produtos alimenticios acucarados, a
sacarose (dissacarideo de glicose e frutose) obtida da cana-de-acucar
e comercializada como agucar cristal ou refinado caracteriza-se como
um processo classico.

A sacarose tambeém pode ser produzida a partir de outros alimentos
acucarados, como a beterraba, principalmente na Europa.

No Brasil, a cana-de-acucar € a principal fonte de extracdo desse
acucar, assim como para a producao de combustivel etanol, como
veremos logo mais.

A parte da cana que fica sobre o solo € dividida em colmos, de onde
se extrai o caldo concentrado em sacarose a partir de moagem.

Esse caldo passa por tratamento quimico, que consiste na adicao
de SO,, para auxiliar na coagulagdo das matérias coloidais, e € caleado
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com leite de cal tambem com esse objetivo, e precipitar impurezas e
elevar o pH para valores neutros; é filtrado para remoc¢ao das impurezas
coaquladas na etapa anterior e passa a ser classificado como um caldo
clarificado; €, entao, evaporado para a concentracdo do acucar pela
reducdo de 85 a 40% da umidade, formando um xarope grosso e
amarelo; o cozimento é feito em cristalizadores que nada mais sao que
evaporadores de simples efeito, que acontece sob vacuo até atingir
O estado de supersaturacdo 1, estado que permite a formacao dos
cristais de acucar; a centrifugacao e responsavel pela separacao dos
cristais formados, que sao secos em secadores até que a umidade seja
reduzida a niveis entre 0,1 e 0,2%, garantindo a estabilidade e qualidade
do produto durante o armazenamento.

‘tz" Assimile
"Supersaturagcado € expressa pela relacdo entre a quantidade de solidos
dissolvidos por unidade de agua contida na solucao supersaturada e a

que se continha na solu¢do saturada de mesma pureza e temperatura”
(MACHADO, 2012).

Além da sacarose, o mel € um produto acucarado natural
produzido pelas abelhas, apresentando em sua composicao quimica
aproximadamente 82% de acucares entre frutose, glicose, maltose e
sacarose.

E depositado em favos pela secrecdo de abelhas meliferas que
fazem a conversdao enzimatica da seiva de plantas, € extraido dos favos
normalmente por processos de centrifugacdo e apresenta uma grande
variedade de derivados.

v=| Exemplificando

Polen, propolis, cera, apitoxina e geleia real sdo exemplos de derivados do
mel. Nem sempre sdo obtidos a partir da manipulagcdo do produto mel
como conhecemos, mas das colmeias e do processo de producdo desse
alimento. A geleia real, por exemplo, € obtida a partir de colmeias orfas,
quando se retira a abelha rainha e as operarias comecam a nutrir uma
nova larva com geleia real para formar a nova rainha.
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Agroenergia, biocombustiveis, etanol e outros combustiveis
Como comentamos anteriormente, a industrializagdo da cana-de-
acucar origina, além de acucar, o combustivel etanol.
Hoje a producao de combustiveis a partir de fontes renovaveis,
CoOmMo a cana, € de grande importancia sob o ponto de vista ambiental.

@ Reflita

Pensando na questao ambiental, com relagdo ao uso dos combustiveis,
temos a gasolina, que utiliza petroleo como matéria-prima e gera como
produtos da combustdo: 9H,0O, 8CO,, 47N,,; e o etanol, que usa a cana-
de-agucar e gera como produtos: 3H,0, 3CO,, 11,3N,,.

Qual combustivel vocé passaria a usar a partir de agora e por qué?
A Figura 2.9 apresenta as etapas de producdo de acucar que

comentamos e as etapas de obtenc¢ao do etanol a partir da cana-
de-acucar.

Figura 2.9 | Fluxograma da producéo de acucar e etanol da cana

& Torta de filtro

(hidratado)
Etanol (anidro)

Acucar

Fonte: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/97/Fluxograma_etanol.png>. Acesso em: 29 out. 2017.
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Para a producao de etanol, o caldo acucarado também passa
por tratamento quimico e filtracdo para a remogao de impurezas e
obtencdo de um produto mais puro em acucares. A fermentacao
acontece pela acdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae,
com formacdo de até 10% de alcool, que, apds a recuperacao
das leveduras, é destilado uma ou mais vezes (retificacao) para
a concentracdo e separacao do caldo fermentado, na qual se
obtém o alcool hidratado, com aproximadamente 5% de agua.
Opcionalmente, ele pode ser submetido a um processo de
desidratacdo, com remocao de grande parte da agua por destilacao
fracionada, originando o alcool anidro, com 99,6% de etanol.

O bagaco e a palha provenientes do processamento de acucar e
alcool poderiam ser caracterizados como residuos para a industria,
porém, sdo utilizados na geracdo de energia elétrica para a propria
usina e ate regides vizinhas.

U9 Pesquise mais

Entenda melhor como as usinas conseguem produzir energia elétrica a
partir de subprodutos da producado de acucar em alcool consultando o
artigo Maximizacao da geracao elétrica a partir do bagaco e palha em
usina de acucar e dlcool, de Jair Arone Maués. Disponivel em: <http://
www.brasilengenharia.com/portal/images/stories/revistas/edicao583/
Artigo_etanol_583.pdf>. Acesso em: 29 out. 2017.

Sem medo de errar

Juntos estudamos o processamento de leite, carnes e pescados,
frutas e hortalicas, agucares, mel e até a geracdo de energia a partir
de subprodutos da industria; agora estamos aptos a ajudar Francisco
a otimizar o aproveitamento de todas as matérias-primas que tem
em seu sitio.

Vimos que a partir do leite que ele ordenha de vacas,
pode produzir, facilmente, queijo e iogurte. Sem precisar de
equipamentos especializados, a partir de utensilios que tem em
casa, ele faz a coagulacao do leite por adicao de enzimas, acidos,
ou microrganismos, e produz queijo. O logurte pode ser feito a
partir de um copo de iogurte tradicional adquirido comercialmente,
simples assim.
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Com carne suina e toucinho, vimos que ele pode produzir salame,
e ainda embutir no proprio intestino do animal, apos limpeza e
higienizacdo, claro. Como fez com o pepino na produgado de picles,
pode ainda processar o repolho e obter chucrute, aléem de outros
vegetais em conserva. Utilizando a uva, que ele tambéem cultiva em
suas terras, pode produzir suco, polpa e até vinho! Das colmeias de
abelhas pode extrair o mel, a cera que cobre os opérculos (orificios
do favo), o polen, gue fica retido nas grades e a propolis, utilizada
para cobrir superficies irregulares da colmeia.

E, se ainda pensarmos que a producao de suco, polpa ou vinho
de uva gera residuos que poderiam ser um problema ambiental, essas
cascas e sementes de uva podem ser secas ao sol, para entdo serem
gueimadas e funcionar como combustivel na producao de vapor,
que pode ser aplicado em muitos desses processos que estudamos,
como no aguecimento do leite durante a producdo de queijo. Assim,
Francisco resolve o problema de reduzir a quantidade de residuos
gerados e ainda os aproveita como fonte de energia NOs Processos
de industrializacao dos alimentos, conseguindo maior economia.

Como vocé vai montar uma cartilha e palestrar para Francisco e
outros agricultores sobre o processamento dessas matérias-primas,
nao esqueca de tudo que aprendemos até aqui.

As matérias-primas devem ser higienizadas, armazenadas da
melhor forma possivel. Todos os parametros de processo devem
ser controlados para que 0s resultados sejam 0s esperados e
padronizados. Diferentes produtos também sao submetidos a
diferentes técnicas de conservacao, embalagem, armazenamento
e distribuicéo, dependendo de suas caracteristicas.

Facaisso em um fluxograma, apresente fotos dos equipamentos,
torne o ensino e o aprendizado muito mais faceis e, dessa forma,
Francisco ndo se somara mais as estatisticas de desperdicio do
NOSSO pais.

Avancando na pratica

Contaminacao de salame
Descricao da situagcao-problema

O gerente de um pegueno frigorifico decide introduzir o salame na
linha de produtos daindustria. Afinal, ele tem todas as matérias-primas
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necessarias a producdo desse embutido ali mesmo. Entdo, ele faz
O primeiro teste. Pesa e mistura os ingredientes de qualidade: carne
suina, toucinho, nitrito de sodio, sal, condimentos, acido ascorbico
e embute em tripa bovina. Nao adiciona cultura starter porque
acredita que 0s microrganismos gue naturalmente contaminam
a carne e os demais ingredientes realizardo a fermentacao latica.
Depois de uma semana em uma sala do frigorifico, que ele destinou
ao armazenamento dos produtos, percebe o desenvolvimento de
um odor desagradavel de enxofre e fungos pretos na superficie
da tripa. O que pode ter acontecido no desenrolar do processo,
causando essa contaminacao indesejavel dos salames?

Resolucdo da situagcdo-problema

NOs ja sabemos que a fermentacao natural do produto pode
acontecer, mas a adicao da cultura starter ja inicia © processo com
uma concentracdo alta de microrganismos benéficos desejaveis,
que iréo competir com os microrganismos deteriorantes presentes
na matéria-prima. Além disso, nao é qualquer sala do frigorifico
que o gerente pode disponibilizar para o periodo de fermentacao
e maturacdo do produto, deve existir controle de temperatura
e umidade. A juncao desses erros provavelmente ocasionou a
contaminacao indesejada dos salames, tornando-os inaptos e
inseqguros ao consumo. Outro teste deve ser realizado corrigindo
essas nao conformidades.

Faca valer a pena

1. A producdo de queijos consiste em coagular a proteina do leite, caseina,
separando-a do restante do leite, produto que passa a se chamar soro,
misturando a essa massa ingredientes caracteristicos de cada tipo de
queijo e dando forma ao produto, que pode ser comercializado fresco ou
maturado por diferentes periodos de tempo.

Existem diferentes formas de realizar a coagulacdo da caseina para a
producao de queijos. Assinale a alternativa que apresenta uma opcado
correta para esse processo.

a) Adigdo de acido nitrico.

b) Aquecimento até a temperatura de 100 °C.

c) Uso da enzima pepsina.

d) Aplicacéo de leveduras do género Saccharomyces.
e) Adicéo de acido latico.
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2. A producdo de salame, um embutido carneo, agrega valor & matéria-
prima e confere sabor e odor agradaveis e caracteristicos ao produto final,
apresentando grande aprovagdo e preferéncia por parte dos consumidores.
Porém, € um produto que exige muito controle de diversas variaveis do
processo, por ser fermentado e ndo poder apresentar, em hipotese alguma,
contaminag¢do microbiana indesejavel.

Sobre o processo de fermentacao que da origem ao salame, assinale a
alternativa que apresenta parametros que devem ser controlados para
obtencao de produto de qualidade e seguro.

a) Espécie de origem da carne utilizada: suina ou bovina.

b) Carga e tipo de microrganismos que contaminam a matéria-prima.

c) Tipo de envoltdrio utilizado no embutimento: tripa de coldgeno ou
celuldsica.

d) Quantidade de pecas mantidas em processo de fermentacgéo.

e) Material da embalagem secundaria.

3. O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-acucar e extrai desse
vegetal a sacarose, dissacarideo de frutose e glicose comercializado como
agucar.

Assinale a alternativa que apresenta a sequéncia correta das etapas utilizadas
na obtencao do agucar da cana.

a) Colheita, moagem, tratamento quimico, filtragdo, evaporacdo, cozimento,
centrifugacdo e secagem.

b) Colheita, moagem, tratamento quimico, evaporagao, cozimento, filtragcao,
centrifugacdo e secagem.

c) Moagem, tratamento quimico, evaporagdo, cozimento, filtracdo e
centrifugacao.

d) Colheita, descascamento, centrifugacao, evaporagao, secagem.

e) Colheita, descascamento, prensagem, tratamento quimico, evaporacgao,
cozimento e secagem.
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Unidade 3

Biotecnologia na
industria farmacéutica de
medicamentos

Convite ao estudo

Ola, aluno!

Bem-vindo a unidade de ensino em gque vamos aprender a
aplicar as biotecnologias na producdao de medicamentos.

A partir da manipulacdo de organismos vivos, identificacao e
separacao de substancias produzidas por eles, muitas delas, de
acordo com pesquisas, tém demonstrado potencial terapéutico.

Esses novos medicamentos, tambeém chamados de
biofarmacos, se apresentam como parcela crescente na
producao de remedios e sdo boa opcao para o tratamento de
doengas cronicas e complexas, mas quando se trabalha com
organismos vivos, material genético e substancias produzidas
por eles, € preciso ter todos os cuidados necessarios.

Mesmo com todas as dificuldades, ndo so tecnologicas,
mas também legais, podemos esperar sim que seja a nova
tendéncia da industria farmacéutica aplicar no organismo
humano substancias produzidas por outros organismaos Vivos.

Por isso, ndo perca a oportunidade de aprender sobre esses
medicamentos do presente e do futuro, o que sdo, como
sao produzidos a partir de manipulacao de organismaos Vivos,
Ccomo sao extraidos, isolados e purificados, como e em quais
moleculas agem, suas caracteristicas e os diferentes tipos que
a biotecnologia ja produziu sendo aplicados nos mais diversos
tipos de tratamentos terapéuticos.



Secao 3.1

Fundamentos biotecnolégicos aplicados aos farmacos
Dialogo aberto

Um grande laboratorio farmacéutico decide entrar no promissor
mercado de biofarmacos. Denise, recém-formada em farmacia e
bioguimica e contratada do laboratorio, foi escalada para essa nova
linha de producao. Poréem, com pouco tempo de experiéncia, ela
precisa revisar os livros para relembrar as técnicas e conhecimentos
aplicados nesse tipo de industrializacao.

Incialmente, Denise procura entender o que sao 0s biofarmacos.
Seus estudos se iniciam com a producao de macromoléculas,
especialmente as enzimas que tém potencial terapéutico. A primeira
producao de enzimas Nao saiu como esperado, a quantidade obtida
era muito menor em relacdo a que os protocolos de producdo
indicavam. O que pode ter acontecido e originado esse problema?

Nao pode faltar

Introducdoaaplicagdaodebiotecnologiaemdesenvolvimento
de farmacos

O uso de organismos vivos na producao de medicamentos da
origem aos chamados biofarmacos.

Como vimos em nossa primeira unidade de ensino, a producao
de penicilina, um antibidtico de origem fungica, marca o inicio do
desenvolvimento desse tipo de medicamento.

Esses produtos vém aumentando consideravelmente em
quantidade e tipo nos ultimos anos e, desde o ano de 2003, ja
representavam quase 50% da producao entre remedios para
tratamento de cancer (154 unidades), doencas infecciosas (43
unidades), doencas autoimunes (26 unidades) e AIDS (17 unidades).
Mais de um quinto dos medicamentos lancados a cada ano sao
derivados de biotecnologia.

A producdo desses medicamentos € bem mais complexa
que das drogas sintéticas devido a composicdo heterogénea dos
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componentes ativos dos organismaos, capazes de interagir com as
proteinas do corpo humano.

c@ Reflita

Vamos pensar na criacdo de um organismo transgénico que passara
a produzir determinada proteina aplicada como biofarmaco. Quantas
informagdes desconhecidas esse gene pode carregar? Ou ainda,
quantas informacdes armazenadas e de controle de expressao podem
estar presentes em regides ndo codificadoras? Imagine tudo isso
interagindo em um organismo complexo como o humano. Realmente,
nao parece ser facil de controlar.

Mesmo com essa dificuldade, os investimentos em pesquisa
vém aumentando na tentativa de encontrar terapias mais eficientes
no tratamento de doencas cronicas e complexas, e entre aquelas
malsucedidas, muitas tém apresentado resultados satisfatorios, que
vao alem da descoberta de novos tratamentos, permitindo tambem
a industria farmacéutica produzir os medicamentos em grande
quantidade atendendo a toda populacdo que dele necessita.

A Dbiotecnologia no desenvolvimento de medicamentos
apresenta inUmeras vantagens como: producao de medicamentos
mais eficazes e especificos com menos efeitos colaterais, menores
riscos de contaminacao por agentes infecciosos e producao em
larga escala de substancias existentes, como a insulina para o
tratamento de diabetes.

A biotecnologia vem sendo aplicada no desenvolvimento
recente de medicamentos personalizados, que levam em conta a
genética de cada individuo, apresentando resultados muito mais
eficazes devido as dosagens exatas e controle dos genes sobre as
proteinas do corpo humano.

No cenario da corrida biotecnologica da industria farmacéutica,
Nosso pais se depara com grande barreira tecnologica por nao
dominar a fabricagcao de todos os principios ativos utilizados nesses
medicamentos, 0 que gera uma despesa de aproximadamente 4
bilhdes de dolares com importacao.

Vocé, como futuro farmacéutico, pode fazer parte deste setor,
trabalhar em pesquisas que tragam esses avancos necessarios ao
Nossos pais e fazer a diferencal
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Introducgao a aplicacdo de medicamentos macromoleculares

Na producao industrial de proteinas e enzimas, macromoléculas
formadas por unidades basicas de aminoacidos, dependendo
de suas funcdes e especificidades, podem ser aplicadas como
medicamentos no tratamento de doencas.

As enzimas sao proteinas que contém sitio catalitico especifico
(local onde acontece a reagcao quimica) e, por isso, sdo agentes de
grande potencial para uso terapéutico.

Por gerarem produtos a partir de substratos, promovem
transformacdes bioguimicas nNo organismo humano, essas
transformacdes podem ser aplicadas no tratamento de doencas.

Enzimasdeinteresse farmacéutico: pesquisa e desenvolvimento
de insumos e medicamentos

Com essa finalidade, de ser utilizada como medicamento, a
enzima deve apresentar as sequintes caracteristicas:

1. Baixa resposta imunologica, preferencialmente provenientes
de organismos ndo patogénicos.

Alta atividade e estabilidade em pH fisiologico.
Alta afinidade pelo substrato.

Nao ter necessidade de cofatores exdgenos, 0 que aumentaria
a necessidade de mais compostos no medicamento.

5. Pouca inibicao por componentes dos fluidos corporais.

Efetiva irreversibilidade da reacdo enzimatica sob
condi¢oes fisiologicas.
Agora, imagine a dificuldade de encontrar enzimas que cumpram
a todos esses requisitos citados. Isso torna as pesquisas em busca
dessas macromoleculas mais dificeis.

No entanto, a necessidade de desenvolvimento de tratamentos
mais eficientes incentiva a fazer pesquisas que tém descoberto
enzimas eficazes aplicadas no tratamento de doencas.

A trombose € uma doenca do sistema vascular originada por um
coagulo sanguineo em uma veia e € uma das principais causas de
morte no mundo. Até algum tempo atras, ndo existia tratamento
para a doenca, e 0 paciente com trombose deveria permanecer
em repouso, usar meias de compressao e esperar gue O proprio
organismo absorvesse o coagulo. Dependendo da resposta do
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corpo, alguns se viam livres do coagulo enquanto outros nao,
continuando com a obstru¢ao nas veias.

Hoje, o uso das enzimas estreptoquinase e uroquinase, aplicadas por
via intravenosa, inicia o processo de dissolucao do coagulo aumentando
as chances de sucesso na desobstrucao do fluxo sanguineo.

Outras enzimas ja foram isoladas e testadas no tratamento de
doencgas e passaram a compor medicamentos, como vocé pode
ver nos exemplos.

v=| Exemplificando
Enzimas isoladas e testadas no tratamento de doencas:

a. Amilases e asparaginase, provenientes de pancreas bovino e suino ou
fungos. Sado aplicadas como auxiliar digestivo e no tratamento da leucemia.

b.Bromelina e celulase do abacaxi e fungos, respectivamente, sdo
utilizadas no debridamento (remogao de tecidos sem vida) de feridas.

c.Pancreatina, também do pancreas bovino e suino, € usada no
tratamento de insuficiéncia pancreatica.

d.Papaina, do mamao, e lisozima, da clara do ovo, sao medicamentos
do tratamento da hérnia de disco e infeccdes.

U9 Pesquise mais

Consulte o link disponivel em: <http://www.canal fiocruz.br/destaque/
index.php?id=1430>, acesso em: 31 jan. 2018, que apresenta
reportagem sobre a liberagcdo da producdo da L-asparaginase como
medicamento no tratamento da leucemia infantil. Essa enzima degrada
O aminoacido L-asparagina encontrado no plasma que € essencial a
sobrevivencia das células tumorais.

Principais microrganismos utilizados na producdao de
compostos biologicos

De acordo com Dellweg (1983), (apud LIMA, et al, 2001), a
aplicacao industrial estd no cerne da biotecnologia, ao se utilizar
organismos unicelulares para converter produtos e criar materiais.
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Assim, 0S microrganismos usados variam em  fungao,
principalmente, do objetivo, e do tipo de produto que se deseja obter.

Ja vimos as aplicagcdes das células microbianas na tecnologia
de alimentos, assim como no desenvolvimento de organismos
geneticamente modificados e transgénicos. Mas, mesmao aqui N0 ambito
das aplicacdes farmacéuticas, 0s microrganismos apresentam potencial
de aplicacao. De forma geral, a maioria dessas macromoléculas aplicadas
como medicamentos tem sua origem microbiana.

Na industria farmacéutica, o uso de microrganismos na
obtencdo de compostos de interesse comegou com a descoberta
de Alexander Fleming, em 1929, que percebeu que produtos
do metabolismo secundario do fungo Penicillium inibiam o©
crescimento de coldnias de estafilococos.

Hoje, o antibidtico € comercializado como penicilina, com
eficiéncia testada e comprovada.

|:|9 Pesquise mais

O artigo Alexander Fleming e a descoberta da penicilina mostra como
foi conduzida a experiéncia de Alexander Fleming durante a descoberta
da penicilina e como poderia ser reproduzida empiricamente.

Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttextgpi
d=51676-24442009000500001>. Acesso em: 31 jan. 2018.

Outras substancias com atividade antibiotica foram descobertas
e contamos com um total de 8.000 que podem ser utilizadas nos
medicamentos destinados ao tratamento de infeccdes.

Sao produzidos por bactérias, actinomicetos e fungos distribuidos
de acordo com a quadro a sequir.

Quadro 3.1 | Numero de antibioticos produzidos pelos principais grupos de
microrganismos

Grupo taxonémico Numero de antibidticos

Bactérias diferentes de actinomicetos 950
Actinomicetos 4600
Fungos 1.600

Fonte: Lima et al. (2001).
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Entre os fungos, os antibioticos produzidos por Aspergillaceae e
Moniliales tém importancia pratica. As penicilinas cefalosporina C,
griseofulvina e acido fusidico sdo as que tém importancia clinica.

A maior quantidade e variedade de antibioticos € encontrada nos
actinomicetos, especialmente no género Streptomyces. No entanto,
Nao sao apenas as substancias antibioticas que sdo obtidas pela acao
da biotecnologia sobre os microrganismos.

v=| Exemplificando

A producdo dos hormonios adrenocorticoides, corticosterona, cortisona
e hidrocortisona baseia-se na biotransformacado de esteroides pela adi¢gdo
de um oxigénio no carbono 11 da molecula, realizada por microrganismaos.

As vacinas também sdo produzidas a partir de microrganismos.
Consistem em injetar no organismo humano © microrganismo
responsavel pela doenca inativo ou atenuado, para iniciar o processo de
respostaimune. Assim, a vacina para colera utiliza como microrganismo
o Vibrio cholerae, a da rubéola usa o Rubivirus Togaviridae, 0S
proprios causadores da doencga, que ndo serao responsaveis pelo
desenvolvimento das mesmas por estarem na forma inativa ou
atenuada, mas possibilitardo uma resposta imune do organismo
humano, com produc¢ao de anticorpos especificos para eles.

Enzimas: catalise enzimatica, tipos de enzimas e importancia

Javimos que as enzimas apresentam aplicacdes tanto na industria de
alimentos como na farmacéutica, isso devido a sua atividade catalitica.

A enzima € uma proteina que acelera ou inibe uma reacao
quimica, atuando como um catalisador, sO que biologico. Apresenta
uma forma unica que determina sua funcao e substrato em que atua,
sendo este especifico.

A importancia da aplicagdo dessas proteinas esta justamente no
fato de promoverem ou inibirem o desenvolvimento de reacdes,
mas, para isso, precisam ser cumpridas algumas exigéncias.

Como proteinas, as enzimas apresentam atividade otima em
determinados valores de temperatura e pH. Valores extremos desses
parametros desnaturam a enzima e esse processo pode ser irreversivel.

J3-B
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A Figura 3.1 mostra um esquema de agao enzimatica, com a
ligagdo do sitio ativo dessa proteina ao substrato a ser transformado e
posterior liberacdo do produto.

Figura 3.1 | Diagrama do modelo do encaixe induzido em enzimas

A enzima altera ligeiramente a sua Produtos
Substrato  forma & medida que o substrato se liga

( ?oativo | 'S r

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro ativo da enzima enzima/substrato enzima/produto centro ativo da enzima

Fonte: adaptada de <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/ba/Induced_fit_diagram_pt.svg>
Acesso em: 31 jan. 2018.

Este exemplo poderia ser uma reacao de lise, ou quebra de alguma
molécula em diferentes produtos, ou ainda a enzima com aplicacao
medicamentosa que vimos no exemplo da trombose que, quando
aplicada, dissolve ou quebra os coagulos, desobstruindo as veias.

As enzimas com essas aplicacdes mais diversas podem ser obtidas
de diferentes fontes, sendo de origem microbiana, vegetal ou animal.

vz| Exemplificando

As principais enzimas de origem vegetal sdo papaina, extraida do
mamdao e a bromelina, de origem do abacaxi, que sdo aplicadas no
amaciamento de carne. A ficina é extraida de figueiras e age sobre
anticorpos produzidos por cavalos imunizados com veneno de cobra,
para a produc¢ao de soros, como o antiofidico. As de origem animalsao a
pancreatina, que € utilizada no tratamento de insuficiéncia pancreatica,
a pepsina, enzima digestiva que atua na quebra de proteinas, a renina
de origem fungica ou de estdbmago de bezerros lactentes, aplicada na
producao de queijos e a catalase, proveniente do figado, decompde
peroxido de hidrogénio. Também, a maioria delas pode ser obtida de
origem microbiana, como ja vimos.
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Reacdo com enzimas - velocidade e fatores que interferem a
velocidade das reagdes

Jacomentamos que as enzimas, como proteinas, sdo influenciadas
por diversos fatores e podem ter sua atividade otimizada ou controlada
com a variagao deles.

Falamos da temperatura e do pH. Cada enzima apresenta um
valor otimo dessas medidas para sua atividade maxima e, em valores
extremos, além de se tornar inativa, pode ainda ser desnaturada
(perda da estrutura ativa terciaria).

Sob essas condicdes em que a atividade enzimatica € maxima,
a velocidade também ¢ maior. Isso quer dizer que a velocidade
de transformacao do substrato em produto € maior. O que pode
ser interessante, nao acha? Se vocé adiciona uma enzima a um
processo, € justamente o que deseja: acelera-lo e obter produtos
mais rapidamente. Entdo, procure sempre trabalhar sob condicdes
ideais para as enzimas.

Com relacdo ao pH, a figura a seguir apresenta curvas de atividade
de trés enzimas (cada uma representada por uma cor) em fungao do
valor de pH.

Figura 3.2 | Representagdo esquematica da influéncia do pH na velocidade de
formacdo do produto (atividade da enzima)

Atividade
(%) A

100

0 7 pH

Fonte: adaptada de <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Enzyme-ph-es.png>. Acesso em: 31 jan. 2018
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Consegue perceber que para cada uma das curvas, gue
representam enzimas diferentes, ha um ponto maximo de atividade?
Ponto esse em que a velocidade de transformacgao de substrato em
produto tambem € maxima, pois € favorecido por determinados
valores de pH especificos para cada enzima.

A curva de temperatura apresenta comportamento
semelhante a do pH.

Alem desses fatores, a concentracao enzima/substrato também
influencia a velocidade das reacdes enzimaticas.

Para entendermos como isso funciona, vamos voltar no caso da
trombose, no qual usariamos a enzima uroquinase para dissolver 0s
codqulos. O que aconteceria se Us3asseMoOs pouca enzima para a
quantidade de coagulo existente? E o contrario, muita enzima para
pouco sangue coagulado?

Bom, no primeiro caso, chegaria um momento em que todas
as enzimas estariam ligadas/saturadas com substrato, ndo estando
disponiveis para agir sobre outras moléculas. Com isso, a velocidade
atingiria um limite e se manteria praticamente constante nesse valor
devido a limitagdo de enzima. No caso de uso de muita enzima para
pouco substrato, a velocidade aumentaria como uma reta crescente,
sendo proporcional a concentracao de enzima até que atingisse
o limite de substrato, ou seja, enquanto existir substrato, existira
a enzima transformando-o em produto e isso garante ao sistema
atividades maximas.

(tz” Assimile

O modelo de Michaelis e Menten é um dos mais aceitos para explicar a
influéncia das concentragdes iniciais de enzima e substrato, assumindo
as sequintes hipoteses mais simples:

a. A formacao do complexo enzima-substrato se da na proporc¢ao de 1
mol de substrato para 1 molde enzima, produzindo 1 moldo complexo.

b.O complexo formado se decompde, sem reagir com outras
substancias do sistema.

Para cada etapa da reagcao enzimatica, formacdo do complexo,
dissociagao e decomposicao formando o produto, existe uma
constante que pode ser associada a velocidade da reagao.
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Por fim, a presenca de inibidores também influencia a velocidade
das reacdes enzimaticas, pois se ligam as enzimas tornando-as
indisponiveis para formar o complexo enzima-substrato.

Veja como atua o inibidor no esquema apresentado na Figura 3.3.
Figura 3.3 | Ligaces formadas com enzimas, (a) formacdo do complexo enzima-

substrato com obtencdo do produto; (b) ligacdo do inibidor a enzima impedindo a
formacdo do complexo com o substrato
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Fonte: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/03/Competitive_inhibition_int.svg>. Acesso em
31jan. 2018

|:|_C|1 Pesquise mais

Conhecga os tipos de inibidores enzimaticos e como eles atuam
consultando as paginas 147 a 150 do livro Bioguimica: estudo e ensino
(CAMPBELL e FARELL, 2015) disponivel em sua biblioteca virtual.

Um exemplo de inibidor enzimatico € o principio ativo do
medicamento Sildenafila, popularmente conhecido como Viagra,
que inibe a enzima PDES responsavel pelo retorno venoso dos corpos
cavernosos, resultando em um influxo maior de sangue e na erecao.
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Sem medo de errar

Concluido o estudo desta secdo, sabemos que algumas
proteinas especializadas nafuncao catalitica, também denominadas
enzimas, atuam em sistemas biologicos permitindo ou inibindo
reacdes bioguimicas.

Sob condicdes ideais, elas se ligam a substratos especificos e
promovem sua transformacao em produtos diferentes.

Essa funcdo é aplicada ao tratamento de doencas a partir da
transformacao de algo que € maléfico ao organismo em produtos que
N3ao sao e, por isso, algumas enzimas apresentam potencial terapéutico.

Elas sao obtidas a partir de sistemas bioldgicos vivos, produzidas
naturalmente por determinados organismos ou a partir de
manipulacdo que induz sua produc¢ao. Porem, nao sao nada mais do
gue produtos da expressao génica.

As células que produzem as enzimas podem ser um organismao
unicelular, como uma levedura, mas para a otimiza¢ao da produ¢ao sao
necessarias condicdes ideias para seu desenvolvimento e metabolismo.

Oquepodeteracontecidonaproducdo enzimaticade Denisefoiofato
de nao ter fornecido essas condicdes ideias durante o desenvolvimento
das células e consequente producao das suas proteinas, que, por sua
vez, foram obtidas em quantidade inferior a esperada.

A temperatura € um fator importante no desenvolvimento
microbiano, assim como o meio que ele utiliza para o seu
desenvolvimento, que deve fornecer os nutrientes certos e nas
proporcdes corretas para chegar nos objetivos.

Conferindo esses parametros de processo e ajustando da forma
adequada, Denise podera melhorar o rendimento da producdo de
enzimas conforme esperado.

Avancando na pratica

Intolerancia a lactose

Descricao da situagao-problema

Aline tem 30 anos e passou boa parte de sua vida sem poder
consumir produtos a base de leite, pois apresenta intolerancia ao
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acucar desta matéria-prima, a lactose. Todas as vezes que insistiu
em consumir produto que apresentava leite como ingrediente,
sofria com os sintomas de diarreia. Agora, passou a ingerir a enzima
lactase (200mg) uma hora antes de consumir produtos de leite e
seu problema foi resolvido. Como vocé, farmacéutico, explicaria a
Aline a eficiéncia do medicamento?

Resolugao da situacdo-problema

Aintolerancia a lactose € uma doenca genética de nascenca ou
adquirida em que o organismo da pessoa ndo é capaz de produzir
a enzima lactose, responsavel por quebrar o dissacarideo lactose
em glicose e galactose. Como o organismo ndo consegue digerir
O acucar, ele é identificado como substancia estranha e a diarreia
atua como defesa para eliminar essa substancia do corpo.

Ao ingerir a enzima que falta em seu organismo, Aline promove
a transformacao do acucar nos seus monossacarideos e deixa de
sofrer com os problemas da intolerancia.

Faca valer a pena

1. As enzimas, quando macromoléculas constituidas por aminodacidos, sdo
todas proteinas, mas nem toda proteina é enzima. Isso porque as enzimas
apresentam fungdes especificas de catalisadoras nos sistemas bioldgicos.

Sobre as fungdes das enzimas, assinale a alternativa correta:

a) Apresentam fungdo estrutural compondo tecidos e 6rgaos.

b) Todas as células de defesa do organismo humano sdo enzimas.

c) Atuam como catalisadores bioldgicos, promovendo reagcdes quimicas.
d) O sitio catalitico de uma enzima normalmente tem afinidade por diferentes
tipos de substratos.

e) Enzimas ndo atuam sobre proteinas porque tém a mesma origem molecular.

2. As enzimas, como proteinas, tém sua atividade, ou velocidade de ago,
influenciada por diversos fatores. Dependendo das condi¢cdes, apresentam
atividade maxima ou podem até ser desnaturadas, perdendo sua fungao.

Tendo conhecimento que os valores de temperatura, pH, concentracdao

substrato/enzima e presenca de inibidores influenciam sobre a atividade
enzimatica, marque a opgao que explica de forma correta a acdo desses fatores.
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a) A maior concentracdo de substrato sempre aumenta a velocidade de
formacao do produto.

b) Em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), todas as enzimas
apresentam atividade maxima.

c) Os inibidores enzimaticos sdo universais, ou seja, quando presentes,
inibem qualquer enzima.

d) Cada enzima apresenta valor especifico de pH no qual sua atividade é
otimizada. Em valores extremos, ela pode ser desnaturada.

e) Uma quantidade fixa de enzima sempre promoverd a maxima
transformacao de substrato em produto.

3. As enzimas fazem parte da classe de medicamentos macromoleculares,
sendo também chamados de biofarmacos por terem sua origem bioldgica.
Tém gerado grande interesse para aplicagdo na industria farmacéutica
pelo potencial de transformar substancias do organismo em substancias
que Nao sao nocivas.

Abaixo sdo apresentados alguns exemplos de enzimas utilizadas pela
industria farmacéutica com potencial terapéutico. Marque a alternativa
que apresenta uma aplicacao correta.

a) A uroquinase é utilizada no tratamento de trombose por promover a
dissociagdo dos coagulos sanguineos.

b) A lactase promove a digestdo da celulose permitindo a absorcdo dessa
fibra pelo organismo humano.

c) A catalase apresenta como produto de sua transformagao o peroxido
de hidrogénio.

d) A enzima PDE5 é o principio ativo do medicamento viagra e atua
diminuindo a pressao arterial.

e) A enzima pepsina realiza a lise de proteinas e lipidios.
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Secao 3.2

A producao de biofarmacos

Dialogo aberto

Tendo seus conhecimentos atualizados, Denise € informada de
que o primeiro biofarmaco a ser produzido tem como principio
ativo a enzima L-asparaginase, utilizada no tratamento de leucemia
linfoide aguda. Ela se depara novamente com dificuldades, pois
0s primeiros lotes que produz estao contaminados com outras
proteinas, o que compromete a qualidade do biofarmaco que deve
apresentar alta pureza. Por qual etapa Denise deveria comecar o
levantamento de ndo conformidades para identificar a falha no
processo? E, tendo conhecido o problema, como ela pode resolvé-
lo para as producdes sequintes?

Nao pode faltar

Operagdes unitarias envolvidas em formulacao de biofarmacos

Podemospensar naproducaodosbiofarmacosdeformageneralizada,
seguindo as operacdes de producao, isolamento e purificacdo dos
compostos ativos que serao aplicados como medicamentos.

Para facilitar nossa compreensdo, vamos avaliar o caso de
producdo da enzima L-asparaginase, que apresenta potencial
antileucémico, para entendermos como cada uma dessas
etapas acontece.

Essa proteina é inibidora do crescimento tumoral, pois
inativa 0s aminoacidos asparagina e glutamina resultando na
inibicao da sintese proteica necessaria ao ciclo celular da célula
cancerosa (TAHALL et al., 1970).

Na literatura cientifica vocé pode encontrar a producao
dessa proteina por diferentes organismos. Aqui, manteremos
nosso foco na producao da enzima por actinobactérias do solo,
microrganismos que formam ramificagdes e produzem uma
grande variedade de proteinas/enzimas.
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Esses microrganismos podem ser obtidos a partir de amostras
de solo, removidas de contaminacdes fisicas, como raizes e
pedras, submetidas a secagem em temperatura de 80 °C por
24 a 48 horas.

Como no solo sdo encontrados diversos outros
microrganismos, os de interesse para a producao da enzima
sao separados por determinada caracteristica, neste caso, por
quimiotaxia (atracdo de células em direcdo a um estimulo
quimico, por exemplo, a presenca de xilose).

Entdo, as ceélulas de interesse separadas sao submetidas
a um meio de cultura que permite sua proliferacdo para
aumentarem em quantidade (neste caso o meio € o ISP-2) e sdo
sucessivamente reinoculadas em novos meios com o objetivo
de conseguir culturas puras. Mesmo assim ainda € necessaria
uma triagem dos microrganismos produtores da enzima, para
eliminar qualquer risco de contaminacao indesejada, que é
feita pela inoculagcdo dessas mesmas culturas separadas e
cultivadas no meio ISP-2, agora em meio que induz a producdo
da L-asparaginase, por possuir como unica fonte de nitrogénio
0 aminoacido L-asparagina. A identificacdo dos microrganismos
produtores da enzima de interesse é feita por apresentarem
como resultado positivo a formacdo de halo cor de rosa ao
redor das coldnias.

Agora, as actinobactérias, que com certeza produzirdo
a enzima, sao submetidas as condicdes de fermentacao na
presenca de caldo ISP-2, o qual permite a multiplicacdo das
celulas, e de meio que induza a producdo da L-asparaginase.

Realiza-se, entdo, a filtragcao do caldo para a separacao dos
micélios bacterianos do extrato enzimatico bruto.

O filtrado € submetido a precipitacdo pela adicdo de sulfato
de amonio 60%, incubado sob condicdes especificas de tempo,
temperatura e leve agitagcdo. Depois, o precipitado € separado
por centrifugagcdo. Essa operacdo é repetida varias vezes para
promover a concentracdo dos produtos insolubilizados, neste
caso a enzima.
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&z" Assimile

Quando falamos de operagdes unitarias, referimo-nos a cada uma das
etapas sequenciais em uma linha de producdo industrial — conceito
criado por Arthur Little em 1915 -, etapas estas que sdo divididas
em transferéncias de calor, massa e momento (quantidade de
movimento). No exemplo da producado de L-asparaginase apresentado
anteriormente, podemos identificar transferéncia de massa na etapa de
secagem do solo (remoc¢do de dgua) e pelas separac¢des fisicas obtidas
dos processos de filtracdo e centrifugacdo. Nessas mesmas etapas,
ha tambeém a transferéncia de calor quando a temperatura do solo €
aumentada e transferéncia de momento quando o fluido passa pelo
filtro, alem de ter alteradas as suas propriedades de movimento.

Obtencao de enzimas como agente terapéutico

Como ja vimos, as enzimas aplicadas como principio ativo de
medicamentos podem ser de origem microbiana, vegetal ou animal.
O importante € o potencial metabdlico que ela apresenta, testado
em reacdes que podem ser utilizadas como tratamentos de doencas.

Mas, antes disso, precisamos consequir produzir a enzima.

"3” Assimile
As enzimas destinadas as aplicacdes terapéuticas devem apresentar

alta pureza, obtendo-se quantidades relativamente peguenas com
relacao as obtidas pelas industrias de alimentos e de detergentes.

A primeira etapa na obtencdo de uma enzima € a extracao. Se for
uma enzima extracelular, deve-se tomar o cuidado de nao romper as
células produtoras para evitar contaminacao desnecessaria e inclusao
de mais etapas de purificacao. Mas, se for uma enzima intracelular, é
necessaria a lise (rompimento) celular.

No nosso estudo sobre a producdo de L-asparaginase por
actinobactérias, vimos que € um produto extracelular, que foi
separado do extrato com células por filtracdo e centrifugagao.

Se pensarmos na producdo de lactase intracelular — a enzima
que digere a lactose do leite em glicose e galactose —, poderiamos
realizar a quebra de células microbianas produtoras por
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congelamento e descongelamento. A formacao de cristais de gelo,
principalmente os grandes, formados por congelamento lento,
rompem as membranas celulares.

E[9 Pesquise mais

Existem diversas outras formas de realizar a lise celular. Fique por dentro
consultando as paginas 259 a 264 do Anexo — Estudo dos Métodos
Mecanicos de Rompimento Celular (NEVES, 2003). Disponivel em:
<http://www teses usp.br/teses/disponiveis/9/9134/tde-08102006-
175534/pt-br.php>. Acesso em: 6 fev. 2018.

Pensando agora em ambos os casos, tanto na L-asparaginase,
produzida por fermentacdo, quanto na lactase, produzida em meio
intracelular e agora liberada para o extrato celular, precisamos fazer
a purificacao da enzima, que, como vimos, deve ser elevada para as
aplicacdes farmacéuticas.

Tambeém existem diversas técnicas gue podem ser aplicadas
com esse proposito, e a escolha de cada uma delas depende do
conhecimento sobre a enzima, sobre suas propriedades, para otimizar
a separacao dessas enzimas dos demais componentes do extrato.

vz| Exemplificando

Na produg¢ao de L-asparaginase, a purificacao foi feita por metodos
fisicos, filtracao e centrifugagdo, baseados basicamente no tamanho
das moléculas. Para purificarmos lactase, poderiamos utilizar uma
técnica mais especifica para essa enzima, COmo a separagao baseada
na solubilidade, uma vez que a adi¢cdo de sais aumenta a forca idnica
fazendo com que as proteinas se agreguem e precipitem.

Veremos mais técnicas em detalhes ao final desta secao.

Por fim, as enzimas devem ser concentradas, pela remocdo da
agua, justamente com o objetivo de torna-las © mais puras possivel.

Para isso, podemos escolher o processo de liofilizacdo, que
remove a agua Sob vacuo, por processo de sublimacao de forma
rapida, mantendo a atividade enzimatica.
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Reforcando o que aprendemos no conteludo anterior, todas essas
etapas de extracdo, separacao e concentracdo, aplicam operacdes
unitarias de transferéncia de calor, massa e momento.

Obtencgdo de enzimas como alvo para agao de biofarmacos

@ Reflita

Estudamos que as macromoléculas proteinas/enzimas sao os principais
componentes ativos dos biofarmacos e ja vimos como podemos
produzi-las. Mas de onde vem o potencial de cada enzima para atuar
no tratamento de doencgas? Vocé ja pensou em que testes poderiam
ser feitos para determinar qual enzima seria mais eficiente agindo sobre
determinadas moléculas? Que moléculas seriam essas?

A fim de manter nosso estudo no tratamento de células
cancerigenas, acompanhe outra situacao:

A galectina-3, proteina humana codificada pelo gene LGALS3,
exerce diversas funcdes no organismo. Quando presente em grande
quantidade na circulacao, permite a identificacdo de pacientes
predispostos a desenvolver insuficiéncia cardiaca. Também é
percebido o aumento dessa proteina no plasma sanguineo de
pacientes metastaticos (ALISSON, 2015).

Assim, essa proteina se tornou um biomarcador para diversos
estados patologicos e também alvo para a acao terapéutica.

A expressao da galectina-3 aumenta em condi¢bes de falta
de oxigénio, podendo induzir a formacao de vasos sanguineos e
crescimento do tumor.

Por essa e outras capacidades, a molécula tem se tornado alvo
terapéutico, mesmo sendo conhecido que nem sempre o tumor
depende dela para se desenvolver.

Vocé ja conseguiu entender o que € o alvo terapéutico ou alvo
para a agdo dos biofarmacos?

E justamente uma macromolécula que estd presente e
pode caracterizar determinado tipo de doenca, aparecendo no
organismo em decorréncia dela, e por isso pode atuar como o
alvo da acao dos medicamentos.
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O nosso exemplo apresentou uma proteina. Ja vimos que
as enzimas sao proteinas, entdo podem ser extraidas, isoladas e
purificadas também com a funcao de serem testadas como alvo de
acao dos biofarmacos, e ndo apenas como principio ativo deles.

Descobrir alvos de diferentes doencas € importante para a
compreensao de tratamentos que nao dao certo em algumas pessoas.

Essa determinacdo ¢ feita pela extracao de RNAM de amostra
do tecido ou células doentes que permitem mensurar quais genes
estdo mais ou menos expressos no local, chegando nas proteinas/
enzimas mais transcritas e traduzidas, que podem acompanhar a
doenca ou sua evolugao.

Quando identificado um potencial alvo de agao do farmaco, este
passa por uma série de testes biologicos em nivel molecular, celular e
organico para definir a afinidade e a seletividade do futuro candidato a
farmaco, trazendo as vantagens de determinar possiveis efeitos toxicos
e até revelar outras acdes terapéuticas nao previstas anteriormente.

o(b Reflita

A proteina galectina-3, alem de ser marcadora da presenca de celulas
tumorais, também ¢é usada na identificacdo de pacientes predispostos
a insuficiéncia cardiaca. Serad que ela poderia ser usada como alvo para
acao de biofarmacos (enzimas) utilizados no tratamento desse tipo de
doencga? Ja se imaginou fazendo testes nesse sentido e colocando
uma nova op¢do de medicamento no mercado?

Alteracao do codigo genético do microrganismo

Os microrganismos sao a principal fonte produtora de enzimas
porque podem ser cultivados em grande quantidade em curto
espaco de tempo, em condicdes mais faceis de serem controladas e
sem dependéncia de questdes geograficas e sazonais.

A L-asparaginase, que temos estudado como composto
terapéutico, é produzida por microrganismos como Escherichia coli
e Erwinia carotovora, apresentada com o nome comercial Erwinase.

A técnica do DNA recombinante, aprendida em nossa primeira
unidade, € aplicada aos microrganismos produtores de enzima,
inserindo no DNA destes o gene gque codifica a proteina de interesse.
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E exatamente isso o que € feito com os microrganismos que
produzem a L-asparaginase.

Essa enzima € naturalmente produzida por actinobacterias do solo
e pela bactéria Zymomonas mobilis, porém em pequena quantidade.

Por isso, a evolucdo na producdo industrial dessa enzima foi
possivel pela insercao do gene que codifica a L-asparaginase
oriundo da Z. mobilis no genoma da E. coli (sistema de expressao
amplamente conhecido), por técnicas de DNA recombinante,
permitindo maior produtividade.

O plasmideo é inserido na célula e a formacdo da proteina
€ induzida por condicbes ambientais, por exemplo a adicdo de
lactose a0 meio ou seu analogo ndo hidrolisavel isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG).

|:[9 Pesquise mais

Acesse a dissertacao referenciada a sequir e veja a Figura 2.3,
denominada Mecanismo de indugdo por lactose ou IPTG no organismo
hospedeiro. Ela apresenta o esquema de controle da expressao do
gene produtor da enzima L-asparaginase inserido na celula de E. coli.
Os compostos indutores (lactose ou IPTG) se ligam a Lacl (proteina
repressora do promotor lac, regido que inicia a transcricdo e traducdo),
impedindo essa proteina de se ligar ao DNA da E. coli. Dessa forma,
libera a regiao promotora para iniciar a producao da enzima.

WASHINGTON, M. P. L. Modelagem do processo de producao da
L-asparaginase recombinante utilizando a abordagem dinamica da
anadlise do balanco de fluxos metabdlicos. Dissertacao (Mestrado
em Engenharia Quimica) — Universidade Federal do Rio de Janeiro,
RJ, 2016. Disponivel em: <http://portal.peq.coppe.ufrj.br/index.php/
producao-academica/dissertacoes-de-mestrado/2016/437--18/file>.
Acesso em: 6 fev. 2018.

Isolamento e purificagcdo do componente ativo

NOs ja aprendemos como produzir as enzimas em maior escala,
induzindo células, e tambem vimos que processos de isolamento e
purificacao sdo necessarios para separa-las do restante do extrato
formado e torna-las puras, caracteristica muito importante na
producao de componentes ativos de biofarmacos.
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Veremos, entdo, com detalhes, como essas etapas podem ser
realizadas, a fim de otimizar a qualidade do produto.

E importante sempre lembrar que as enzimas sdo proteinas e, por
iSSO, S80 necessarios Muitos cuidados para manter a atividade delas,
Ou seja, evitar a desnaturagao.

Por isso, essas etapas de isolamento e purificagdo acontecem,
na maioria das vezes, sob temperaturas de 4 °C, podendo ser
adequada aos equipamentos uma camara fria, utilizando gelo,
refrigeradores e congeladores.

O uso de solucdes-tampao também ¢é essencial para
regular o valor de pH, outro fator responsavel pela atividade e
desnaturacao das proteinas.

Seguidas as condi¢ces para a manutencgao da atividade da enzima,
0s meéetodos de isolamento e purificacdo podem ser baseados em
principios fisicos ou quimicos, conforme apresentado a seguir:

1. Solubilidade: depende das cargas das proteinas em um solvente
aquoso sob determinadas condicdes. Cada proteina apresenta um
valor de pH no qual suas cargas se anulam (carga positiva = carga
negativa). Este valor de pH é conhecido como ponto isoelétrico, e
nele as proteinas se tornam insoluveis, separando-se do restante do
extrato aguoso. Como isso pode influenciar na atividade enzimatica,
€ a técnica mais aplicada para separar proteinas contaminantes,
ou seja, aquelas que Ndo sdo de interesse durante o processo de
producdo das enzimas com potencial terapéutico.

2. Carga: o principal método que utiliza as cargas da enzima para
isolamento e purificacdo € a cromatografia. Esta técnica consiste
em utilizar uma fase estaciondria € uma fase movel, onde se
encontram as substancias a serem separadas, e se baseia no fato de
diferentes compostos apresentarem diferentes afinidades pela fase
movel e pela fase estacionaria. Neste caso, pode ser aplicada uma
cromatografia de troca idnica, que envolve a adsorcao dos grupos
carregados em resina da fase estacionaria, fazendo com que as
enzimas (moléculas carregadas) se desloquem mais lentamente pela
coluna cromatografica, enquanto que outras moléculas deixam a
coluna mais rapidamente.

3. Tamanho: a técnica baseada na separacao de enzimas pelo
tamanho tambem € aplicada a diferentes tipos de cromatografia,
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denominadas filtracdo em gel, cromatografia de exclusdo em gel e
cromatografia em gel. O principio € o mesmo, de escoar uma fase
movel, que contém o extrato, por uma fase estacionaria, desta vez
uma fase estacionaria com porosidade definida e que permitira a
passagem das moléculas com velocidades diferentes. As moléculas
menores penetram no gel e fazem todo o caminho por dentro dele,
levando maior tempo para sairem da coluna e serem detectadas. As
moléculas maiores permanecem junto ao solvente e passam por
fora da coluna de gel, saindo e sendo detectadas mais rapidamente.

4. Afinidade: a presenca de sitio ativo especifico nas enzimas pode
ser explorada com o objetivo de isolamento e purificacdo. Utiliza-se
um inibidor, um analogo do substrato ou um cofator, desde que a
enzima tenha afinidade, para que ela se ligue a ele. Neste caso, temos
a cromatografia por afinidade, uma vez que as proteinas ficam retidas
("grudadas’) nos sitios ativos pelos quais tém afinidade. Cada ligante
deve ser especifico para a enzima que se deseja purificar.

U9 Pesquise mais

Vocé pode ver a esquematizacao dos processos de separagao e
purificacdo de proteinas pelos principios de carga, tamanho e afinidade,
assistindo ao video Cromatografia (2 min. e 30 s.a 6 min. e 20 s):

CROMATOGRAFIA.  Disponivel em: <https://www.youtube.com/
watch?v=pdExSwSZUvU>. Acesso em: 6 fev. 2018.

O video referenciado a seguir exemplifica o processo de purificagao
e o teste de atividade da enzima asparaginase. Neste caso, € utilizado
um sistema chamado de AKTA, que combina mais de uma técnica
cromatografica com filtracdo para promover a purificacdo da enzima.

PURIFICACAO e ensaio de atividade da enzima asparaginase. Disponivel
em: <https://www.youtube.com/watch?v=5Sf9u4_d--vU>. Acesso em:
6 fev. 2018.

Sem medo de errar

Denise comecou seu checklist para levantar as etapas que
possibilitariam a presenca de proteinas indesejaveis no biofarmaco
produzido com principio ativo de L-asparaginase.
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Como essa enzima € uma secrecao da E. coli encontrada fora do
conteudo celular, o primeiro cuidado que Denise deve adotar para
separa-la € nao romper as células, 0 que aumentaria a quantidade
e o tipo de compostos no extrato. O processo que ela UsOU para
manter a qualidade do biofarmaco foi o fluxo de etapas de filtracao
e centrifugacao, conservando a temperatura em torno de 4 °C para
garantir a atividade enzimatica, assim como a aplicagao de soluc¢do-
tampdo para estabilizar o valor do pH em valores proximos ao otimo
para essa enzima. Mesmo assim, isso ainda ndo € o suficiente para
a producdo de enzima de alta pureza. £ ela percebeu que a falha
do processo estava justamente ai. Deveria utilizar um metodo mais
preciso para o isolamento e a purificacao da L-asparaginase.

Denise decide entdo acrescentar uma ultima etapa de
cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna que apresenta
como enchimento o aminoacido asparagina, substrato especifico
para a enzima que se deseja purificar. A enzima sera dissolvida na
fase movel que entra na coluna e ficara retida na fase estacionaria
por apresentar afinidade com a asparagina. Assim, separam-se as
outras substancias consideradas contaminantes, que saem da coluna
primeiro. Uma segunda solugao escolhida por Denise sera responsavel
por alterar a polaridade do ambiente da coluna, rompendo a ligagcao
entre as enzimas e 0s aminoacidos e fazendo com que elas saiam
da coluna em um segundo momento com alto grau de pureza e
mantendo sua atividade terapéutica.

Avancando na pratica

Analise do mosquito Aedes

Descricdo da situacao-problema

Em estudo sobre o mosquito Aedes aegypti, transmissor dos virus
causadores da dengue, zika e chikungunya, foram realizadas analises
completas do animal: genoma, expressao génica, cCOmposicao e
comportamento. Os resultados mostraram que, apenas em caso de
infeccdo com o virus Zika, o mosquito apresenta 13 lipidios especificos
e idénticos. Como os pesquisadores podem utilizar essa informacao?
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Resolugao da situacao-problema

Nos vimos que a identificacao de funcdo e obtencdo de
determinadas macromoléculas funcionam ndo apenas para o
desenvolvimento de compostos ativos dos biofarmacos, mas podem
se tornar alvos deles.

E essa informacdo util que se extrai desses resultados.

A presenca dos 13 lipidios apenas nos mosquitos que estao
infectados com o virus Zika faz com que essas moléculas juntas
tornem-se marcadores da presenca do virus.

O estudo mais aprofundado mostrou gque essas moléculas sao
importantes para que o virus consiga entrar e se multiplicar nas
células, tornando-se portanto potenciais alvos terapéuticos, uma
vez que ao utilizar biofarmaco que contenha enzima capaz de
quebrar esses lipidios, eles perdem a fungao, e o desenvolvimento
do virus é controlado.

Faca valer a pena

1. Os biofarmacos sdo medicamentos bioldgicos ou obtidos por processos
biologicos. Tém ganhado cada vez mais espaco pela alta especificidade
nos tratamentos e maior chance de sucesso, especialmente em casos em
que os tratamentos tradicionais nao apresentam resultados positivos.

Sobre a acao das enzimas como composto ativo dos biofarmacos, marque
a alternativa correta.

a) As enzimas atuam apenas realizando a lise de outras enzimas.

b) Quando ¢é identificado um substrato que ¢é essencial ao
desenvolvimento da doenca, uma enzima especifica para ele pode ser
utilizada como biofarmaco.

c) Enzimas especificas para substratos proteicos podem ser utilizadas em
diversos tipos de tratamentos, que incluem, como moléculas-alvo, lipideos
e ions livres, por exemplo.

d) Todas as proteinas/enzimas extraidas de um microrganismo recombinante
apresentam acao terapéutica e entram na formulacdo do biofarmaco.

e) As moléculas-alvo do tratamento também sdo extraidas dos
microrganismos e administradas junto do biofarmaco.
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2. As enzimas, quando aplicadas como principio ativo dos biofarmacos,
devem apresentar grau de pureza muito maior que aquelas utilizadas
pela industria de alimentos e de detergentes. Para isso, existem diversas
técnicas de isolamento e purificagdo de enzimas.

Assinale a alternativa que explica corretamente a técnica utilizada no
isolamento e na purificagdo de enzimas para fins farmacéuticos.

a) Afinidade, embasada na polaridade das enzimas.

b) Insolubilizacdo da enzima, afastando o pH do meio do ponto isoelétrico.
c) Uso de solventes organicos.

d) Cromatografia em gel, baseada no tamanho das moléculas.

e) Aplicacdo de sal em excesso para desnaturar as enzimas.

3. A técnica de DNA recombinante é amplamente utilizada na obtencdo
de proteinas/enzimas que atuam como composto ativo nos biofarmacos.
Sao aplicadas principalmente em microrganismos, pela maior facilidade de
trabalhar com organismos unicelulares.

Baseado em seus conhecimentos sobre atecnologiado DNArecombinante,
utilizada em células microbianas para produzir compostos terapéuticos,
marque a opgao correta.

a) Sdo escolhidos microrganismos ndo patogénicos e que possuam no
genoma gene que codifica para a enzima de interesse.

b) Existe a necessidade de sempre adicionar ao genoma do microrganismo
um gene humano, ja que o tratamento é direcionado a humanos.

c) Identificada a enzima com potencial terapéutico e um organismo que
possua gene com informagao para sua producado, este gene sera inserido
em um microrganismo para iniciar a producdo da proteina.

d) A célula microbiana se especializa na producdo da proteina e deixa
de replicar.

e) O microrganismo recombinante passard a produzir a enzima sob
quaisquer condi¢cdes, independentemente do meio em que se encontra.
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Secao 3.3

Diversidade dos biofarmacos e sua utilizacao
Dialogo aberto

Para aprimorar seus conhecimentos na area, Denise teve a
oportunidade de visitar e conduzir uma producao experimental de
vitamina C em um laboratorio que apresenta o produto em sua linha
de producédo. Os testes de qualidade mostraram que o biofarmaco
estava contaminado com outros produtos de fermentacao, tais como
aldeidos e alcoois. Processos de purificacao e isolamento da vitamina
C sao capazes de isolar o composto ativo de interesse, porém, com
a producao de compostos indesejaveis, o rendimento de vitamina foi
menor. Que problema pode ter acontecido durante a producdo de
vitamina C conduzida por Denise? Como ela pode suluciona-lo?

Nao pode faltar

Biofarmacos: insulina, GH, vitamina C

Para entender o que sao, a importancia e as etapas de
processamento (operacdes unitarias) envolvidas na producdo dos
biofarmacos, acabamos estudando de forma mais aprofundada os
processos das enzimas lactase e L-asparaginase.

Também ja comentamos que o mercado de biofarmacos ¢
crescente assim como sua parcela entre outros medicamentos. Por
isso, as aplicacdes vao muito além, e sdo esses diferentes tipos de
biofarmacos que conheceremaos a partir de agora.

A insulina e o GH sao hormonios e, embora produzidos por
células especializadas diferentes e com objetivos diferentes,
apresentam em sua estrutura a complexidade de serem compostos
por proteinas e lipidios.

Mesmo sendo de estrutura mais complexa gue as enzimas gue vimos
ate o momento, nada impede que sejam produzidas laboratorialmente
e atuem como biofarmacos no tratamento de enfermidades.



Ainsulina @ umhormaoénio secretado pelo pancreas comimportante
funcdo no metabolismo de carboidratos no sangue. Sua auséncia/
deficiéncia € associada ao desenvolvimento de diabetes, enquanto
seu excesso pode ocasionar quadros de hipoglicemia.

Para ser produzida como biofarmaco destinado aos diabéticos,
também se utiliza a tecnologia do DNA recombinante, a partir de
genes humanos da insulina expressos em E. coli transgénica.

O produto apresenta-se na forma de suspensdo branca e
leitosa e € comercializado como produto injetavel, como pode
ser visto na Figura 3.4.

Figura 3.4 | Insulina humana injetavel

Fonte: <https://pixabay.com/pt/insulina-diabetes-alimentar-2331764/>. Acesso em: 7 fev. 2018

O GH € o hormdnio de crescimento, responsavel por estimular
O crescimento e a reproducao celular em humanos, sendo utilizado
para reposicao em pacientes com deficiéncia do hormonio.

E produzido também em E. coli por tecnologia de DNA
recombinante, que secreta o hormdnio como proteina para o
espaco entre a parede celular e a membrana plasmatica bacteriana. A
cuidadosa ruptura da parede celular, mantendo intacta a membrana
interna, permite separar o hormonio de crescimento humano da
maior parte das proteinas bacterianas, chegando-se assim a um GH
de alta pureza.
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v=| Exemplificando

Eutropin e Somatrop sdo exemplos de nomes comerciais do GH de
diferentes laboratorios.

A vitamina C, também denominada acido ascorbico, € uma
vitamina e possui estrutura menos complexa, ou pelo menos menor
que a dos hormonios que acabamos de ver. Nao é administrada a
pacientes portadores de doencas com proposito de tratamento, mas,
na maioria das vezes, como suplemento em dietas deficientes nessa
vitamina. A producdo de vitamina C industrial é feita por fermentacao.

A glicose, substrato dos microrganismos, passa a D-sorbitol e
deste é reduzida a L-sorbose por acao de Acetobacter suboxidans ou
Gluconobacter oxidans.

O emprego de Erwinia e Corynebacterium promove duas passagens
fermentativas: a oxidacao da L-sorbose a acido 2-5 diceto-D-gluconico
e a reducdo deste a 2-ceto L-guldnico, que € entdo quimicamente
transformado em acido L-ascobico (vitamina C), apresentando-se
como solido branco e cristalino, inodoro e de sabor acido.

Biofarmacos: medicamentos para o cancer, para asdoencas
infecciosas

Muitas pesquisas sao desenvolvidas com o objetivo de encontrar
cura e melhores tratamentos para diferentes tipos de cancer e,
por isso, quando se fala em biofarmacos, a facilidade de encontrar
informacdes e tipos diversificados de medicamentos para essa
doenca € muito maior.

Vimos que a enzima L-asparaginase € exemplo de um deles, e
O quadro a sequir apresenta outros biofarmacos utilizados nos
tratamentos de cancer.

Quadro 3.2 | Biofarmacos aplicados aos tratamentos de cancer

Biofarmaco Aplicagao/Tipo de cancer

Rituximabe Linfoma tipo B
Bevacizumabe Cancer colorretal metastatico e cancer de pulmdo
Trastuzumabe Cancer de mama

Fonte: elaborado pela autora.
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Todos sao anticorpos monoclonais (produzidos de um unico
clone de um unico linfocito B parental), capazes de reconhecer e se
ligar a antigenos de interesse, atacando assim as células cancerigenas.

Sao produzidos a partir de linfocitos B gerados por camundongos,
cujo sistema imunoldgico foi estimulado pelo antigeno de interesse.
Por engenharia genética, esses anticorpos foram adaptados
ao organismo humano, quando o0s genes que codificam essas
proteinas tiveram removida a regido que causa reacdo imunologica
a0 organismo humano, e passaram a ser chamados anticorpos
monoclonais humanizados.

Afigura a sequir apresenta o0 esquema de producao desses anticorpos.

Figura 3.5 | Producéo de anticorpos monoclonais a partir de camundongos

Rato inoculado com antigeno
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Seleco das células monoclonais

d

Fonte: adaptada de <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cb/Monoclonals-gl.png>. Acesso
em: 7 fev. 2018

Perceba que o camundongo é inoculado com o antigeno — neste
caso, as células tumorais — para que produza anticorpos especificos
contra elas, e depois que estes anticorpos sao liberados pela celula
(substrato), sdo recolhidos/separados para atuarem como 0s
compostos ativos de medicamentos, como 0s que estudamaos.
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O biofarmaco que tem como composto ativo a substancia
palivizumabe é indicado para aumentar a protecdo de bebés
prematuros contra a infecg¢do pelo virus sincicial respiratério (VRS).

E também um anticorpo monoclonal IgGl humanizado,
direcionado para o sitio antigénico A da proteina de fusao do virus
sincicial respiratorio (VSR). Depois de humanizado, apresenta 95% de
sequéncias de aminoacidos humanos e 5% de camundongos, sendo
comercializado com o nome de Synagis.

@ Lembre-se

Vocé se lembra de que vimos na nossa primeira unidade de estudos
como essa regiao de reacao imunologica a humanos poderia ser
removida dos genes que codificardo o antigeno para evitar possivel
rejeicdo? Se pensou No uso de enzimas de restricdo, esta correto!

O Interferon Alfa 2b humano recombinante € outro biofarmaco
conhecido, usado no tratamento de hepatite, uma inflamacao do
figado causada por agentes infecciosos. Foi produzido pela primeira
vez no Brasil pela Fiocruz e é distribuido gratuitamente pelo SUS
(Sistema Unico de Saude).

Diferentemente do palivizumabe, ¢ uma proteina produzida por
tecnologia de DNA recombinante expresso em E. coli, injetavel, e sua
atividade antiviral esta baseada no fato de se combinar aos receptores
superficiais celulares especificos e inibir a penetracao, proliferacao e
liberacao dos virus.

Biofarmacos: medicamentos para as doencgas autoimunes e
para a AIDS

As doencas autoimunes normalmente apresentam seus sintomas
Nno organismo humano acometido por elas por longos anos, por isso
a maioria dos tratamentos sdo direcionados no sentido de minimizar
esses sintomas e promover melhores condi¢cdes de vida ao paciente.

Os biofarmacos sdo indicados para terapias mais avancadas,
quando O corpo nao responde mais aos tratamentos tradicionais.
Psoriase, artrite reumatoide, lUpus e AIDS sao exemplos dessas

doengas, e alguns estudos tém sugerido que a alteracao da flora
intestinal pode ser boa aliada no tratamento.




Isso porque perceberam que a presenca de duas proteinas
(N-acetil-glucosamina-6-sulfatase (GNS) e a filamina A (FLNA)),
produzidas por bactérias intestinais, provocam reacdes imunes.
Assim, mudancas na flora bacteriana intestinal poderiam funcionar
como uma intervencao clinica.

‘rz” Assimile
Aqui, a biotecnologia entra na producdo de microrganismos,
bactérias benéficas, que colonizam o intestino humano competindo
com outros microrganismos que nao sao de interesse, havendo uma
inversao da flora intestinal. Esses microrganismos sao produzidos em

larga escala, desidratados, encapsulados e comercializados como
medicamento biologico.

A identificacao de genes ou marcadores moleculares associados
a doenca também € caminho promissor nos tratamentos, permitindo
até mesmo o desenvolvimento de farmacos personalizados, como ja
vimos na Secdo 1.3 deste livro didatico.

Outra alternativa utilizada nos tratamentos € a intervencao.
Identificado o estagio critico da doenca, o paciente recebe anticorpos
para agir, fazendo uma espécie de interceptacao.

No caso da AIDS, causada pela infecgdo com o virus HIV e uma das
doencas autoimunes que mais tem crescido e levado os pacientes a
morte nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido desenvolvidas
na tentativa de apresentar terapias mais eficazes.

O papel da biotecnologia ja comeca na prevencao da transmissao
do virus HIV. A soja modificada, expressando a proteina Cianovirina-N
da alga azul (Nostoc ellipsosporum), € utilizada na producdo de
preservativos em forma de gel.

O tabaco transgénico codifica a proteina Griffithsia (GRFT) de
alga vermelha (Griffithsia corallinoides) mediante a manipulagao
genetica utilizando o virus mosaico; e a Calophyllum, expressando a
enzima Calanolida-A, componente isolado do latex da arvore, que €
bastante eficaz para o combate do virus HIV. Essas proteinas atuam
inibindo a gp120 (glicoproteina capaz de se ligar simultaneamente ao
receptor de membrana CD4+ e ao CCR5 de linfocitos T auxiliadores),
impedindo a adesdo do virus as células T CD4+ (leucocito que ativa
outros leucocitos para atacarem antigenos). Com a descoberta dessas
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novas proteinas € possivel impedir a adesao do virus nas celulas e
evitar assim sua replicagdo e propagagao.

O maraviroque (MVC), comercializado com os nomes de
Selzentry® e Celsentri® ¢é anticorpo monoclonal com atividade
antirretroviral administrado por via oral para uso na terapia da
AIDS (aprovado pela FDA — Food and Drug Administration). Essa
substancia interage com glicoproteina viral impedindo a fusdo do
virus as membranas da célula do hospedeiro.

U9 Pesquise mais

O roteiro do filme Clube de Compras Dallas € baseado na historia
real do eletricista Ron Woodroof, cidaddo americano, diagnosticado
com AIDS em 1985, quando pouco se conhecia sobre a doenca e
seus possiveis tratamentos. Comecou a terapia utilizando a droga AZT
(inibidor da transcriptase reversa) e recebeu expectativa de vida de
apenas 30 dias. Ao descobrir uma terapia alternativa no México, que
utilizava como principio ativo o peptideo T (polimero de aminoacidos),
conseguiu na justica o direito de utiliza-la em tratamento proprio e
viveu mais sete anos apos ter recebido o diagnostico da doenca.

Na época, o uso do peptideo T mostrava resultados mais positivos que
0s testes hospitalares com AZT, o que levou muitos outros pacientes a
procurarem a terapia alternativa.

Potencial mutagénico e antimutagénico de xenobidticos
sintéticos e naturais

Antes de tudo precisamos entender o que sao xenobidticos e
quais dos farmacos que estudamos se classificam como tal.

Por definicao, xenobiotico € toda e qualquer substancia estranha a
um organismo, gue nao € produzida por ele e ndo faz parte da sua dieta.

Entdo, pensando no organismo humano, o biofarmaco insulina
nao ¢ classificado como xenobidtico, uma vez que € um hormonio
produzido em nosso organismo, enquanto que os antibioticos sao
substancias totalmente estranhas ac NOsso organismo.

Ainda pensando nessas classificacdes e no antibidtico que €
classificado como um xenobiotico, ele pode ser sintético, como
as sulfinamidas, ou pode ser encontrado naturalmente, produzido
pPOr organismaos vivos, Como € o caso dos antibidticos presentes no
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propolis produzido pelas abelhas e do primeiro composto identificado
com agao antibiodtica, a penicilina, produzida por fungos.

|:|9 Pesquise mais

O artigo cientifico referenciado a seguir apresenta a evolucao dos
antibioticos naturais e sintéticos, descobertos, testados e aprovados, desde
0 ano de 1940 até os dias atuais, assim como suas estruturas quimicas.

GUIMARAES, D. O.; MOMESSO, L. S PUPO, M. T. Antibidticos:
importancia terapéutica e perspectivas para a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes. Quimica Nova, S&o Paulo, v. 33, n.
3,2010. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_ar
ttextopid=50100-40422010000300035>. Acesso em: 7 fev. 2018.

O organismo humano metaboliza 0s xenobidticos e promove
sua eliminacdo, ou desintoxicacdo, uma vez que corresponde a
substancia estranha.

Esse metabolismo acontece no figado pelo sistema enzimatico
denominado P450, importante para a industria farmacéutica por ser
responsavel pela degradacdo de medicamentos.

Como mostrado na figura a seguir, corresponderia ao farmaco C,
que passa pela acdo enzimatica do complexo P450.

Figura 3.6 | Metabolismo hepatico de um farmaco

Excregéo na bile ou no plasma

W]

-

Farmaco A

Farmaco B Farmaco C

Fonte: adaptada de <https://it.wikipedia.org/wiki/Epatotossicit%C3%A0#/media/File:Metabolismo_epatico_
dei_farmaci.svg>. Acesso em: 7 fev. 2018
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As cumarinas e as chalconas sao moléculas derivadas de
compostos fenolicos e que podem ser sintetizadas por fungos,
bactérias e plantas, bem como em laboratorio.

Apresentam atividade biologica antioxidante, anti-inflamatoria,
antiviral e antitumoral.

Um hibrido sintético de cumarina-chalcona foi produzido em
laboratorio e foi avaliado quanto a atividade, até mesmo mutagénica
e antimutagénica.

Os resultados mostraram atividade antimutagénica em duas cepas
de Salmonella typhimurium (TA98 e TA100), ou seja, mantiveram a
estrutura do DNA bacteriano (DO VALE, 2017).

o(b Reflita

Baseado em seus conhecimentos sobre a estrutura e a funcao do
DNA, qual a importéncia de conhecer o potencial mutagénico e
antimutagénico de substancias xenobiodticas que colocamos em Nosso
organismo? Quais as possiveis consequéncias que as substancias
mutagénicas poderiam apresentar a nos?

Nanotecnologia aplicada aos farmacos

E a &rea das ciéncias farmacéuticas envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicagdo de sistemas
terapéuticos em escala nanométrica, utilizando a
nanotecnologia e os nanomateriais para desenvolver
farmacos dentro de um sistema chamado de liberagdo
modificada. (FAHNING & LOBAO, 2011, [s.p.])

Ananotecnologia € atecnologia aplicada a objetos que apresentam
dimensédo de 1 a 100 nandmetros — neste caso dos farmacos, os
compostos ativos utilizados nas formulacdes dos medicamentos. Seu
principal objetivo ¢ modificar a liberacao do farmaco, produzindo,
por exemplo, os farmacos de liberagcao prolongada ou retardada, ou,
de forma geral, de liberacado modificada.

O objetivo da liberacdo moderada é fornecer a dose terapéutica
de uma droga e manter a concentracao desejada, mantendo os niveis
sanguineos terapéuticos otimos a partir de controle de velocidade e
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tempo. Dessa forma, a liberacdo do farmaco aconteceria de forma
gradativa, determinada pelas necessidades do nosso corpo.

|’_'|_<|1 Pesquise mais

Os diferentes tipos de liberacdo sdo classificados como: liberacao
retardada, repetida, controlada, sustentada, prolongada, estendida,
vetorizada e modificada.

Entenda cada um deles consultado as paginas 40 e 41 do trabalho de
conclusdo de curso de Fahning e Lobdo, a sequir:

FAHNING, B. M.; LOBAO, E. B. Nanotecnologia aplicada a farmacos.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Farmacia) —
Faculdade Catolica Salesiana do Espirito Santo, Vitoria, ES, 2011
Disponivel em: <http://www.ucv.edu.br/fotos/files/06.pdf>. Acesso
em: 6 fev. 2018.

Os tipos de nanoestruturas utilizadas pela industria farmacéutica
para a encapsulacdo de ativos sao lipossomas, nanoparticulas
poliméricas e lipidicas, ciclodextrinas, dendrimeros, entre outros,
gue permitem maior eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo se
comparadas aos sistemas de encapsulagcdo convencionais, tais como
menor variagdo dos niveis plasmaticos do farmaco, reducao dos
efeitos indesejaveis, entre outros.

Lipossomas, por exemplo, sdo vesiculas formadas por bicamada
fosfolipidica orientadas concentricamente e utilizadas para carregar
farmacos do tratamento de infeccdes fungicas sistémicas e do cancer.

Nao sdo todos os farmacos que podem ser elaborados com
nanotecnologia para liberacdo controlada. Depende da necessidade
do organismo, do objetivo terapéutico e das caracteristicas do
farmaco, conforme segue:

1. Velocidade de absorcdo e excrecdo nem muito lenta nem
muito rapida.

Uniformidade de absor¢do no trato gastrintestinal.
Sem formacgao de metabolitos farmacologicamente ativos.

Possibilidade de administracdo de doses relativamente
pequenas (125 - 135 mg).
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5. Apresentacdo de alto indice terapéutico (Tl — dose toxica
mediana dividida pela dose efetiva mediana).

6. Aplicacdo preferencial em condi¢cdes cronicas em
relacdo as agudas.

Sem medo de errar

NoOs aprendemos que a producao de vitamina C é feita por
meio de fermentacao.

Em processos fermentativos € muito importante a pureza das
coldnias de microrganismos empregados e a higiene dos biorretatores
e quaisquer outros equipamentos/instrumentos utilizados no processo.

Se na producao de vitamina C espera-se que a glicose seja
transformada a D-sorbitol e que deste seja reduzida a L-sorbose
por acao de Acetobacter suboxydans ou Gluconobacter oxydans,
depois oxidada a 2-5 diceto-D-gluconico, que sera reduzido a 2-ceto
L-guldnico, que entdo é transformado em acido L-ascorbico, pela
acao de Erwinia e Corynebacterium, perceba como é importante que
Nnao haja contaminacao por outros microrganismaos.

O uso dos microrganismos corretos garante a sequéncia
de etapas corretas com formacao dos produtos desejaveis. A
contaminagao por outros microrganismaos € o que pode ter gerado
diferentes produtos de fermentacdo, como os aldeidos e alcoois,
que contaminardo a vitamina C.

Denise pode repetir 0 processo, garantindo maior assepsia dos
equipamentos e instrumentos que entram em contato com as
matérias-primas e produtos de fermentacao e usando coldnias puras
dos microrganismos que fardo a transformacdo dos substratos de
acordo com o desejado.

Avancando na pratica

Tratamento de crianca com deficiéncia de crescimento

Descricao da situagao-problema

Jodo Pedro, de 5 anos, apresenta altura muito abaixo da
meédia dos meninos de sua idade. Os pais, preocupados, levaram-
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no ao medico endocrinologista e apos uma série de exames foi
diagnosticado um problema de saude, que deveria ser tratado com
0 uso do hormoénio de crescimento GH. Porém, a mde de Jodo
Pedro ficou reticente, como a maioria das pessoas, por acreditar
gue O uso de hormdnios pode causar outras doencas, como
cancer. Explique a ela como é obtido o GH para que ela entenda
gue nao fara mal a seu filho.

Resolugdo da situacdo-problema

Comece explicando a mae de Jodo Pedro a técnica do DNA
recombinante. Assim, ela entenderd que o hormonio € produzido
a partir de genes humanos, portanto € o mesmo hormonio que
ela e 0 marido produzem em seu corpo (ndo é xenobidtico) e nao
causara reacdes indesejaveis como ela teme.

Como a necessidade de producdo do farmaco ¢ em maior
guantidade, utiliza-se um microrganismo, a E. coli, de facil
manipulacdo e rapida reproducdo, que recebe o gene humano e
secreta 0 hormonio como proteina para 0 espaco entre a parede
celular e a membrana plasmatica bacteriana. Posteriormente,
processos de isolamento e purificacao do hormdnio garantem
produto de alta pureza, sem contaminacdes, muito menos da
célula bacteriana patogénica que o produz.

Faca valer a pena

1. Ainsulina é horménio produzido pelas células pancreaticas e atua no
metabolismo de carboidratos. Altas producdes desse hormdnio causam
a hipoglicemia, enquanto que a deficiéncia dele gera o diabetes, doenca
crescente em todo mundo e tratada com inje¢des de insulina.

Sobre a producgdo industrial de insulina destinada ao tratamento de
diabetes e suas caracteristicas, assinale a alternativa correta:

a) E produzida como anticorpo monoclonal, a partir de células infectadas
com o antigeno.

b) Pode ser caracterizada como um xenobidtico ao organismo humano.
c) Utiliza nanotecnologia, sendo um medicamento de liberagdo controlada.
d) E produzida a partir de fermentacdo da E. coli em meios acucarados.

e) Aplica-se a técnica de DNA recombinante, inserindo o gene humano
produtor de insulina na bactéria E. coli.
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2. Os medicamentos denominados xenobidticos sdo aqueles n3o
produzidos pelo organismo humano e que nao fazem parte da nossa
constitui¢gdo ou dieta, por isso sdo considerados substancias estranhas.

Dentre as alternativas a seguir, marque a que apresenta um exemplo de
medicamento classificado como xenobidtico:

a) Vitamina C.

b) Antibidticos.

c) Horménio de crescimento GH.
d) Insulina.

e) Interferon alfa 2.

3. Os medicamentos de liberacdo controlada sdo produzidos por
nanotecnologia com o objetivo de fornecer doses exatas nos tempos
exatos aos pacientes em tratamento.

Apenas uma alternativa apresenta uma caracteristica/definicdo correta
sobre esse tipo de medicamento. Assinale-a:

a) A tecnologia pode ser aplicada a qualquer tipo de medicamento.

b) Sdo medicamentos administrados em doses altas, acima de 500 mg.

c) Os diferentes tipos de liberacdo do farmaco séo classificados como:
liberagdo retardada, repetida, controlada, sustentada, prolongada,
estendida, vetorizada e modificada.

d) Atecnologia sempre € utilizada para aumentar a velocidade de liberacdo
do farmaco, garantindo sua concentragdo na corrente sanguinea.

e) Alinjegdo de insulina € um exemplo de farmaco de liberagdo controlada.
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Unidade 4

Biotecnologia e suas aplicacdes
clinicas na genetica forense

Convite ao estudo

Bem-vindo de volta, caro aluno.

Chegamos a nossa Ultima unidade de ensino e por aqui o
conhecimento continua intenso e conectado a tudo que ha
de mais atual nas areas da medicina, farmacéutica e alimentos.

Agora, a Biotecnologia vai nos ensinar como € possivel
produzir vacinas contra diversos tipos de infeccdes bacterianas
e virais, e ao mesmo tempo permitir a identificacao delas pelo
desenvolvimento de kits diagnaostico.

Também vai nos ensinar 0s modernos tratamentos por
terapia génica, que podem ser mais eficientes e precisos do
que os tratamentos convencionais, podendo se estender pela
vida toda.

E, porfim,vocéjaconseguiuimaginar como o conhecimento
das bases nitrogenadas que compdem O genoma humano
pode fornecer informacdes para o diagnostico de diversos
tipos de doencas que ainda nao se manifestaram e possibilitar
um tratamento profilatico?

Até parece filme de ficgao cientifica, mas ndo é.

A Biotecnologia permitiu e continua permitindo inumeros
avancos nas diversas areas que estudamos, e esse € o presente
e o futuro.

Entdo, vamos juntos aprender o que mais © mundo das
nanomoléculas pode nos oferecer.



Secaon4.1

Vacinas, soros e kits diagnésticos
Dialogo aberto

Os conhecimentos de biotecnologia permitiram as areas
biogquimica e médica o desenvolvimento de analises, produtos e
terapias que previnem, diagnosticam e tratam doengas. As vacinas
permitem o tratamento profilatico de diversas doencas tornando a
populagao-alvo imune a elas a partir da producao de seus proprios
anticorpos. Em casos em que o contato com o agente causador de
uma enfermidade ja ocorreu e ndo existe tempo suficiente para a
reacdo do organismo, 0s soros tornam-se boa opcao. Além disso,
problemas de saude que ndo sdo causados por agentes externos,
mas por origem genética, também puderam ser identificados por
modernas analises de DNA que utilizam marcadores moleculares
ou até mesmo sequéncias completas, e representam um futuro
promissor com as novas tecnologias desenvolvidas como
tratamentos.

Como profissional de saude, vocé esta constantemente sendo
questionado por pessoas com duvidas sobre as vacinas e as diversas
campanhas de vacinacao. Este € historicamente um tema muito
polémico no mundo e no Brasil, bastando lembrar da Revolta
da Vacina, em 1904, e dos movimentos antivacina que existem
atualmente, associando erroneamente a aplicacao de vacina a uma
maior incidéncia de autismo.

Grande parte do medo da populacao pode ter a ver com o fato de
que as vacinas sao produzidas com os proprios virus que causam as
doencas. Esta € uma ideia muito rasa e simplista sobre vacinas, ja que
elas tém diversas formas de producao e varias proporcdes do virus
patologico. Desta forma, entender o processo de desenvolvimento,
validacdo e producao destes produtos biotecnologicos é essencial
para que vocé possa demonstrar que as vacinas sao seguras e
necessarias para a saude da populacdo como um todo.

No caso de alguem lhe perguntar por que nao podemos trocar 0s
virus das vacinas por qualquer outra coisa que possa proteger da mesma
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forma, como vocé responderia? E no caso de uma mulher gravida que
quer saber por que ela deve tomar a vacina contra gripe neste ano se ela
ja tomou a vacina no ano passado, o que vocé diria a ela?

Nao pode faltar

Biotecnologia para a producao de vacinas - hepatite B

Na unidade anterior, chegamos a comentar um exemplo da
produc¢do de vacinas quando falamos do uso de microrganismos
no ramo da farmacéutica.

Vimos que as vacinas podem conter o microrganismo causador da
doenca amenizado ou inativo, com o objetivo de estimular © organismo
humano a produzir anticorpos especificos para aquele microrganismo.

|:[9 Pesquise mais

Curiosamente, esse conhecimento surgiu na China por volta do ano
de 1798, quando Edward Jenner observou lesbes presentes nas maos
de ordenhadeiras (pessoa que ordenha leite das tetas de mamiferos)
devido ao contato com a variola bovina. Durante epidemias de
variola humana, as ordenhadeiras nao contraiam a doenca. Assim, ele
percebeu que o material retirado das lesdes de variola de bovinos era
protetor contra a variola humana, e ele mesmo chegou a se imunizar
com esse material (LIMA et al,, 2001).

As vacinas sao classificadas como bacterianas e virais,
dependendo do tipo de microrganismo utilizado/alvo, e sdo
utilizadas ha mais de 200 anos sendo responsaveis pelo controle
de nove principais doencas em algumas partes do mundo: variola,
difteria, tetano, febre amarela, coqueluche, poliomielite, sarampo,
caxumba e rubéola (LIMA et al., 2001).

De forma geral, para a producao de vacinas tanto virais quanto
bacterianas, alguns cuidados devem ser adotados:

1. Temperatura de cultivo das células ao redor de 37°C.

2. Rigorosas condicOes de assepsia, uma vez que a temperatura
e o0 pH (aproximadamente 7,5) favorecem o desenvolvimento
de contaminacgado indesejada.
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3. Cuidado com a patogenicidade da grande maioria dos
microrganismos envolvidos Nno preparo das vacinas.

4. As substancias de interesse (antigenos) ndo sdo o produto
principal do processo metabolico para a producao de
vacinas, como € o caso do etanol em alguns processos
fermentativos; portanto, a purificacdo do extrato € etapa
muito importante na producdo de vacinas.

A hepatite B € uma doenca causada pelo virus VHB que ataca
as células do figado, provocando uma reacao inflamatoria crénica
(PINHEIRO; ZEITOUNE, 2008).

A prevencdo da doenca é feita pela administracdo de trés doses
da vacina contra hepatite B: a segunda 30 dias apos a primeira e a
terceira seis meses apos a primeira.

Para a produc¢ao de vacinas virais, o caso da hepatite B e de
outras doencgas que veremos em seguida, como gripe e dengue,
algumas generalidades podem ser adotadas.

A reproducgao dos virus é realizada por cultivos in vitro em células
animais, ou podem ser obtidas culturas diretamente de 6rgaos de
animais, como rins de macaco ou cobaia.

A reproducdo do virus pode ou nao provocar a lise celular, e
posteriormente o virus deve ser separado, purificado, inativado ou
nao, para dar origem a vacina correspondente.

Para a producao da vacina da hepatite B, ocorre a insercdo de um
plasmideo contendo o antigeno de superficie do virus VHB em levedura.

Neste caso, a vacina ndo provoca infec¢cao porgue ndo contem
o DNA viral, e a vacinacao induz apenas a producao de anticorpos
especificos ao antigeno injetado.

Para preservar a atividade da proteina, a vacina deve ser mantida

em geladeira e ndo pode ser congelada, e a administracdo pode ser
feita em combinacao a outros tipos de vacina.

) Exemplificando

Vacinas combinadas apresentam multiplos antigenos para prevenir
diferentes doengas ou proteger contra multiplas cepas. A pentavalente
distribuida pela rede publica contém vacina para hepatite B, influenza
tipo B e DTP (triplice bacteriana: difteria, tétano e coqueluche).

146 U4 - Biotecnologia e suas aplicagdes clinicas na genética forense



Biotecnologia para producgao de vacinas - influenzavirus

O virus influenza é o agente causador da gripe. Existem trés tipos
deste virus, denominados influenza A, B e C, sendo os dois primeiros
de maior preocupagao por serem ressonaveis por epidemias
sazonais. O subtipo A (HIN1) circula atualmente entre humanos
(MINISTERIO DA SAUDE. Disponivel em: <http://portalsaude.saude.
gov.br/index.php/o-ministerio/principal/secretarias/svs/influenza>).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera a vacinacdo
a melhor forma de controlar a circulacdo dos virus influenza, e
por isso, no Brasil, a vacina e distribuida gratuitamente aos grupos
populacionais de risco.

ﬂ? Pesquise mais

Consulte a lista de pessoas que devem obrigatoriamente ser vacinadas
contra o virus influenza nos itens "E quem deve tomar a vacina contra
a gripe?” e "Alem deles, foram incluidos novos publicos-alvo na
campanha de 2017?", da reportagem Vacina da gripe: o que muda em
2017, disponivel em: <https://saude.abril.com.br/medicina/vacina-da-
gripe-o-que-muda-em-2017/>, acesso em: 9 jan. 2018.

OGB Reflita

Vocé ja deve ter ouvido falar que o virus da gripe passa por muitas
mutacdes e que, a cada ano, se torna diferente. Pense no porqué
dessas mutacdes. Como elas podem afetar o desenvolvimento de
vacinas e os tratamentos?

Como consequéncia dessas mutacdes, a OMS convoca
duas consultas técnicas nos meses de fevereiro e setembro para
recomendar amostras de vacinas candidatas que entrardo na
formulacao das vacinas contra a influenza sazonal. Nessas pesquisas
semestrais sao estudados os novos tipos de virus influenza que
podem ter surgido para que também sejam utilizados na formulacao
da vacina, que deve apresentar cobertura eficaz contra a infeccao.

A multiplicacao dos virus influenza para a producao de vacinas
é feita em ovos de galinha fertilizados, que sdo incubados para o
desenvolvimento do embrido.
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Geralmente, uma dose de vacina corresponde a um ovo.

A inoculacao do virus influenza nos ovos € feita de forma
automatica, evitando ao maximo os riscos de contaminacao, pela
acdo de uma agulha que faz um furo no topo da casca e outra que
injeta o virus na cavidade alantoica (estrutura ligada a parte posterior
do intestino do embrido).

Depois 0s ovos sao incubados para permitir a reproducao dos virus.

Os ovos sao, entdo, colocados em camara fria para provocar a
morte do embrido, retrair 0s vasos sanguineos e liberar o virus no
liquido antaloico, que € colhido a partir de um corte realizado no
topo da casca do ovo.

Para a obtencao do virus puro, sao aplicadas técnicas de
separacdo e purificacdo que aprendemos na Unidade 3, como
filtracdo, centrifugacao e cromatografia.

Neste extrato € adicionado detergente para que ocorra a
fragmentagdo do virus, e a suspensdo viral fragmentada formada
sera inativada pela adicdo de formaldeido, para que o virus nao tenha
capacidade de se replicar, infectar e causar doenca nas pessoas que
receberao a vacina.

Por fim, ¢ feita a formulacao da vacina pela mistura com outras
substancias, para que fiqgue com a composicdo e diluicdo final.

D9 Pesquise mais

A reportagem apresentada pelo programa de TV Fantastico apresenta,
de forma detalhada e bastante ilustrativa, o processo de producao
da vacina da gripe a partir de ovos de galinha. Assista a partir do link
<http://gl.globo.com/fantastico/videos/t/edicoes/v/entenda-como-
e-o-processo-de-fabricacao-da-vacina-contra-o-h1n1/4947262/>,
acesso em: 8 dez. 2017.

Biotecnologia para producao de vacinas - dengue e outras em
desenvolvimento

O virus da dengue é transmitido pelo mosquito Aedes aegypti
e se tornou a doenga viral que se espalha mais rapidamente pelo
mundo (MINISTERIO DA SAUDE. Disponivel em <http://portalsaude.
saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/secretarias/svs/
dengue>. Acesso em: 8 dez. 2017).
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No Brasil, ja foram identificados quatro sorotipos da doenca
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), e todos podem causar tanto
a forma classica da doenca como a hemorragica (mais grave)
(Instituto Oswaldo Cruz).

O laboratorio Sanofi Pasteur desenvolveu vacina para a dengue, mas
as pesquisas continuam porgue © uso dela ocasionou o desenvolvimento
de formas mais graves da doenca em algumas pessoas.

A doenca ndo é desencadeada pela vacina, mas, sim, quando o
individuo tem um contato posterior com o virus por meio da picada
do mosquito infectado e por isso, a vacina ndo é indicada para
pessoas soronegativas (que nunca tiveram contato com o virus).

Em estudo realizado nos EUA, a imunizagao com trés doses
da vacina Sanofi gerou uma resposta de anticorpos seéricos
neutralizantes contra os quatro sorotipos do virus causadores de
dengue em 100% dos individuos avaliados no estudo, porém so 66%
das pessoas imunizadas se tornaram resistentes.

Vacinas eficazes apresentam cobertura acima de 90%.

Esta vacina € produzida com o virus vivo, poréem enfraquecido, e,
como as demais vacinas, estimula o sistema imunologico a produzir
anticorpos contra o virus da dengue.

A maior preocupacao que também se apresenta em fase de
estudo € o fato de o mosquito transmissor do virus da dengue
poder estar infectado e tambem transmitir o virus da Zika, febre
amarela e chikungunya.

A revista cientifica Nature Immunology publicou uma pesquisa
que alerta para o risco de a vacina da dengue potencializar a agcao
do virus da Zika no organismo (HARRISON, 2016).

No Brasil, o Instituto Butantan também vem realizando pesquisas
para chegar a uma formula eficiente para a vacina contra dengue.

O projeto é desenvolvido em parceria com outras instituicdes, e
ja iniciaram a fase Ill do estudo.

Na fase I, o objetivo foi demonstrar que a vacina esta apta a ser
usada em humanos, como exigéncia de seguranca. Na I, o foco
também ¢é a seguranca, mas se observa a capacidade de a vacina
estimular o sistema imunologico na producao de anticorpos. E a lll
busca avaliar se a pessoa vacinada esta protegida contra a infeccao.
Nesta fase, o instituto conta com a participacao de 17 mil voluntarios.
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Outras vacinas de doencas que vém crescendo emregides especificas
ou até mundialmente vém sendo pesquisadas (producao ou eficacia).

O Quadro 4.1 apresenta alguns laboratorios/instituicdes que tém
participado ativamente dessas pesquisas e os tipos de vacinas que
vém desenvolvendo.

Quadro 4.1 | Vacinas em desenvolvimento e melhoramento no Brasil

Instituto Butantan Fiocruz Sanofi Pasteur
- Dengue - Zika, em parceria - Clostridium difficile,
- Rotavirus com o laboratorio infeccOes hospitalares;
- Pneumococo Sanofi Pasteur - Tuberculose, mais
- Onco-BCG - Esquistossomose efetiva para proteger
recombinante para o - Fasciolose hepatica adolescentes e adultos
tratamento de cancer - Aids
de bexiga - Poliomielite
- BCG recombinante - Hexavalente: difteria,
Pertussis contra tétano, coqueluche,
coqueluche neonatal hepatite B, poliomielite
- DTPlow e infeccdes por
- Heptavalente Haemophilus
influenzae tipo B
- Meningite

Fonte: adaptado de Instituto Butantan ([s.d.]); Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (2014); Sanofi
Pasteur ([s.d.])

Biotecnologia para producao de soros

Os soros sao produtos de biotecnologia que, aoc contrario da vacina,
ja apresentam em sua COMPOSICa0 OS anticorpos para combater
determinado antigeno.

Sao produzidos a partir de animais imunizados, ou seja, esses animais
receberam o antigeno e tiveram o sistema imunologico estimulado a
produzir o anticorpo, que € separado e faz parte da composicao do soro.

“3” Assimile
A vacina contém o antigeno, enquanto o soro contem o anticorpo.
A vacina € usada como tratamento preventivo, estimulando ©
organismo na produgcdo de anticorpos. O soro €& usado para
tratamento emergencial, fornecendo ao organismo que ja foi
invadido pelo antigeno os anticorpos de que ele necessita.
Ambos atuam como imunizadores, mas em momentos diferentes.
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A imunidade conferida pelos soros € denominada passiva, uma
VeZ que O Organismo que o recebeu nao aprendeu a produzir estes
anticorpos, mas recebeu os produzidos em outro organismo.

A producdo do soro € realizada em outro ser vivo, normalmente
mamifero de grande porte, sendo o cavalo um animal bastante utilizado.

Ele recebe doses controladas do antigeno, como se recebesse a
vacina, e passa a produzir anticorpos contra este.

Depois, 0 sangue do animal é retirado e o plasma separado e
submetido a processos fisicos e quimicos para a purificacao das
imunoglobulinas.

Os soros sdo conhecidos principalmente pela aplicacdo no
tratamento de picadas por animais peconhentos (cobra, aranha), mas
também pode ser utilizado contra algumas toxinas bacterianas e na
rejeicao de orgaos transplantados.

O Instituto Butantan (<www.butantan.gov.br>) produz 13 tipos de
soros (antigenos especificos preparados com os venenos de serpentes,
aranhas, escorpides e lagartas) a partir da criacdo de 800 cavalos.

A Figura 4.1 mostra a coleta do veneno de uma cobra que sera
injetado no organismo de cavalos, em doses controladas e seguras, para
iniciar o processo de producao dos anticorpos.

Figura 4.1 | Coleta do veneno de cobra

Fonte: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/32/Snake_Milking.jpg>. Acesso em: 9 dez. 2017
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ﬂ9 Pesquise mais

Vocé tambem pode ver todo o processo de produg¢ao do soro antiofidico,
que trata mordidas de cobras venenosas, acessando o link <https://
www.youtube.com/watch?v=LUCcuyAdA4>, acesso em: 9 nov. 2017.

Kits para diagnodstico desenvolvidos por biotecnologia

Na produgao de testes para diagnostico, a maior preocupagao
e esforcos no desenvolvimento sdo voltados a capacidade de
identificar o patdgeno com a maior sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade possiveis.

Os kits para diagnostico de patogenos causadores de doencas
séo classificados de duas formas:

1. Os que fazem a deteccao direta do agente infeccioso.

2. Os que determinam a presenca de anticorpos produzidos

pelo organismo infectado.

No primeiro caso, pode-se trabalhar com anticorpos monoclonais
aplicados em testes tipo Elisa (diagnostico de doencgas que induzem
a producdo de imunoglobulinas) ou testes de aglutinacdo com
particulas inertes, como veremos na sequéncia.

Para a determinacdo da presenca de anticorpos, utilizam-se
como antigeno proteinas imunogénicas (capazes de induzir resposta
imunologica) que podem ser obtidas diretamente do patogeno,
inativo ou ndo, ou por tecnologia de DNA recombinante.

v=| Exemplificando

As técnicas listadas abaixo sdo alguns exemplos daquelas que sdo
utilizadas em kits diagnostico:

- Precipitacéo de complexo formado entre anticorpo e antigeno, para
identificacdo da presenca do antigeno.

- Aimunodifusdo de uma substancia soluvel em um meio fluido detecta
0 antigeno-anticorpo por meio de precipitagdo.

- A aglutinagdo forma agregados visiveis pela interagdo do anticorpo
com alguma particula antigénica.

152 U4 - Biotecnologia e suas aplicagdes clinicas na genética forense



- Hemaglutinagao indireta € usada no diagnostico de hepatite e
hemofilia pela competicdo do sitio de ligagdo do anticorpo com
antigeno fixado a hemacia ou soluvel;

- A presenga de fator reumatoide € determinada por resultado positivo da
aglutinacao deste as particulas de latex utilizadas como suporte de adsorgao.

- Proteina C reativa é encontrada no soro de pacientes com algumas
doencas e detectada por aglutinacdo com particulas de latex que
contém anticorpos antiproteina C reativa.

- A formacao de floculos no teste VDRL indica a presenca de sifilis, pois
O paciente produz anticorpos antilipidicos em resposta aos produtos
produzidos pelas células infectadas, e esses anticorpos sao detectados
por cristais de colesterol sensibilizados com lecitina e cardiolipina.

Existe um kit de diagnostico rapido da Aids que funciona com
metodologia baseada no teste de Elisa.

Em um pente de 12 dentes, existem trés areas distintas que
contém, cada uma, anticorpo anti-imunoglobulina humana (para o
controle da reagao) e antigeno, e alguns kits podem apresentar mais
de um antigeno na terceira area.

Os dentes do pente sdo colocados em recipiente que contém a
amostra analisada.

Os anticorpos das amostras se ligam as anti-imunoglobulinas e
formam um complexo.

O pente é colocado em outro recipiente que contém um
conjugado de anti-imunoglobulina com enzimas que se ligam ao
complexo formado na etapa anterior.

Em seqguida, o pente € colocado em um terceiro recipiente que
contém cromogeno e peroxido de hidrogénio. A presenca dos
anticorpos sera revelada pela formacao de circulos coloridos, na
area do controle e nas areas que contém anticorpos.

Os resultados sdo interpretados conforme indicacao do
fabricante de acordo com a leitura das areas de controle e
antigenos, por exemplo: quando houver a formacdo de circulo
colorido na area indicada para HIV-1 e na area de controle,
resultado positivo para o teste.
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Sem medo de errar

Agora que sabe os detalhes de como e desenvolvida e
produzida uma vacina, vocé ja pode ajudar quem lhe perguntou
por que nao podemos trocar os virus das vacinas por qualquer
outra coisa que possa proteger da mesma forma.

A prevencdo de doencas causadas por infec¢cao de virus e
bactérias ¢ feita pela aplicacdo de vacinas que sdo formuladas
com 0SS microrganismos inativos ou partes deles, que sdo
considerados antigenos ao entrar no organismo humano,
estimulando o sistema imunologico a produzir anticorpos
especificos. E assim que o organismo aprende a codificar
essas celulas de defesa e fica imune a infec¢cdo causada por
aquele microrganismo especifico. Ha alguns casos em que
essa memoria imunologica € mais permanente, e outros em
gue mais de uma dose € necessaria para fixar esta protecao.
Algumas vacinas devem ser aplicadas em mais de uma dose no
decorrer da vida.

Seria este o caso da duvida da mulher gravida que quer saber
por que ela deve tomar a vacina contra gripe neste ano se ela ja
tomou a vacina no ano passado.

O caso do virus influenza da gripe ¢ diferente. Neste caso,
a vacina deve ser sempre “atualizada”’, pois O virus possui uma
taxa de mutacao muito alta, o que o deixa diferente e muitas
vezes irreconhecivel pelo sistema imune que ja foi vacinado na
temporada anterior.

Por isso, ha sempre uma producao de nova vacina a cada
temporada, que é produzida com 0s virus do outro hemisferio.
Por exemplo, as vacinas a serem aplicadas no inverno brasileiro
foram produzidas com amostras de virus do final do inverno
do hemisfério norte. Assim acontece uma verdadeira corrida de
imuniza¢cdo que estd constantemente dando a volta no globo,
com o hemisfério sul usando os virus do fim da temporada do
hemisfério norte para se proteger, e vice-versa, enquanto o
influenza continua mutando e tornando as vacinas anteriores
menos eficientes.
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Avancando na pratica

Aplicacdo de soro contra animais peconhentos

Descricdo da situagao-problema

Adriano € um dos milhares de trabalhadores brasileiros empregados
na producao de cana-de-acucar. Trabalha diretamente nas plantacdes,
atuando desde a etapa de plantio até a colheita do vegetal. Em um dia
de pressa, esqueceu-se de tomar as devidas medidas de seguranca e
Nao usou perneira (protetor de pernas) ao entrar em uma das lavouras.
Por infortunio, foi mordido por uma cobra venenosa e logo comecou
a se sentir mal. Foi levado ao hospital, mas nao conseguia se lembrar
do tipo de cobra que o mordeu para informar ao médico. Como o
medico pode escolher o soro a ser utilizado neste caso?

Resolucao da situagcao-problema

Os soros, ao contrario das vacinas, sdao usados em casos
emergenciais como o de Adriano, nos quais Ndo ha tempo para o
sistema imunologico comecar a produzir 0s anticorpos; logo, estes
sao fornecidos pelo proprio soro.

Para a producao do soro, sao injetadas doses controladas do
veneno, de cobra neste caso, em cavalos para que © organismo deles
produza 0s anticorpos, que posteriormente serdo isolados do plasma
sanguineo e utilizados como soro.

E muito importante saber informar ao médico o tipo de animal
que mordeu a pessoa, Mmas Nos Casos em gue Nao € possivel essa
informacgdo, ha soros que cobrem uma variedade de animais
peconhentos porque sao produzidos a partir dos venenos de diferentes
cobras. O que € injetado Nos cavalos € composto por uma mistura de
venenos; portanto, serao produzidos diferentes anticorpos especificos
para cada um.

Faca valer a pena
1. Avacina da gripe é distribuida gratuitamente pelo governo brasileiro para

determinados grupos considerados de risco. O objetivo € prevenir surtos da
doencga entre a populagao.
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Para formular uma vacina eficiente que cubra os diferentes tipos de virus que
podem existir a cada ano, a OMS realiza pesquisa semestral para conhecer
esses Novos virus e considera-los na formula da vacina. Sobre o processo de
producao das vacinas da gripe, assinale a alternativa correta.

a) Na formulagdo da vacina sdo adicionados virus ativos, que provocam
infeccao, que vai incentivar a producdo de anticorpos pelo sistema
imunoldgico humano.

b) Como os virus dependem de célula viva para se reproduzir, sdo injetados
em cavalos para a producao da vacina contra a influenza.

c) As principais formas/tipos do virus atenuado sao identificadas e utilizadas
na producdo da vacina.

d) As vacinas desenvolvidas para os virus tipo A sdo igualmente eficientes na
prevencao da infeccao pelos virus tipos B e C.

e) A pessoa que se vacinou contra a gripe em um ano esta dispensada da
vacinagdo no ano seguinte.

2. Os soros sdo bastante conhecidos no tratamento de pessoas mordidas
por animais peconhentos, como cobras, aranhas e escorpides.

Sobre a composicdo dos soros e suas diferencas em relacdo as vacinas,
marque a opgado correta.

a) Os soros, assim como as vacinas, sao utilizados na prevencdo de doengas.
b) Os soros sdo formados por anticorpos, enquanto as vacinas por antigenos.
¢) Os soros sdo produzidos pelo uso de virus e bactérias com atividade atenuada.
d) No caso da hepatite B, o uso de soro é o tratamento indicado.

e) O soro antiofidico é produzido em cavalos porque esses animais
naturalmente ja possuem anticorpos contra veneno de cobras.

3. A biotecnologia apresenta aplicacdes na producdo de vacinas e soros
para prevenir e tratar doengas, como também no desenvolvimento de kits/
analises responsaveis por diagnostica-las.

Os kits bioldgicos permitiram o desenvolvimento de analise rapida usada no
diagnostico da Aids. Sobre as técnicas que sdo aplicadas como analise de
identificacao de doencas, assinale a alternativa correta.

a) O sequenciamento do DNA do patdgeno é técnica utilizada nos kits de
diagnostico rapido.

b) O virus da Aids ndo é possivel de ser identificado em kits de diagndstico
porque sofrem muitas mutacdes.
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c) Os kits diagnostico sempre sdo formulados com anticorpo que pode
formar complexo com o antigeno a ser identificado.

d) A técnica de aglutinagao é utilizada em kits para diagnostico de Aids
pela formacao de complexo entre antigeno pertencente ao teste e
anticorpo da amostra.

e) Aidentificacdo de proteina C reativa pode ser muito precisa no diagnostico
de uma doenca porque indica a presenca de inflamacgao.

U4 - Biotecnologia e suas aplicagdes clinicas na genética forense 157



Secaon 4.2

Terapia génica
Dialogo aberto

Mariana tem um filho de dois anos que aparentemente esta com
sintomas de gripe. Ela o leva ao médico e informa que 0 menino foi
vacinado regularmente contra a gripe, porem o diagnostico medico
confirma a infec¢gao do garoto por um virus da doenca. Entdo, o
medico solicita uma séerie de exames para identificar o tipo de virus
e demais condi¢cdes do organismo da crianca a fim de determinar
O porqué de ndo ter respondido bem a infeccao mesmo tendo
sido vacinada corretamente. Os resultados dos exames mostram
que a crianca tem um sério problema de imunidade, por isso esta
suscetivel a contrair o virus da gripe mesmo tendo sido vacinada,
pois seu organismo ndo aprendeu a sintetizar células de defesa
contra os virus atenuados da vacina. Que tipo de tratamento pode
ser considerado pelo medico e por Mariana para curar O garoto
desta doenca?

Nao pode faltar

Conceito e histoérico da terapia génica

Ao longo de todo 0 nosso material sempre estudamos assuntos
atuais, ou mesmo aqueles que ja sao conhecidos e foram estudados
ha algum tempo, como a estrutura da molécula de DNA, mas
geraram conhecimento aplicado que permite o desenvolvimento
de tratamentos até os dias atuais.

Agora imagine que, através das tecnologias que ja aprendemos,
possamos inserir genes em celulas e tecidos de um individuo para o
tratamento de doencas.

E disso que trata a terapia génica, que utiliza a tecnologia da
engenharia genética para tratar, principalmente, as doencas
hereditarias, ou seja, aguelas que tém origem genética e sdo
transmitidas de pais para filhos.
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‘tz" Assimile

Note a diferenca entre a terapia génica e a aplicagao da tecnologia do
DNA recombinante para a producao de determinadas proteinas.

Como ja vimos, células como da E. coli podem receber o gene humano
produtor de insulina e passar a expressa-lo produzindo essa proteina,
que, por sua vez, sera utilizada no tratamento de pacientes diabéticos.
Na terapia génica, células do organismo humano recebem gene para
substituir aguele causador da doenca. Entao, nao se trata de produzir
proteina que atuard como um biofarmaco para um paciente com
determinada doenca, mas de corrigir o problema genético que a causa.

Poderiamos dizer que a terapia génica é profildtica, enquanto a
produgao de proteinas por DNA recombinante € o tratamento.

O estudo e as experimentacdes da terapia génica iniciaram-se na
década de 1980 com os avancos que 0s conhecimentos de biologia
molecular permitiram. Porém, a primeira aplicacao humana so
aconteceu no ano de 1990, por questdes que veremos mais adiante.

E foi nesse ano que o National Institute of Health (Instituto
Nacional de Saude), dos EUA, realizou a primeira terapia génica
autorizada em uma crianca de 4 anos que apresentava uma doenca
genética denominada imunodeficiéncia combinada grave, que
torna o paciente suscetivel ao desenvolvimento de infeccdes por
contato com qualguer tipo de microrganismo.

Esse € um tipo de doenca que nao permitiria a crianca uma vida
normal, e até mesmo seria dificil chegar a vida adulta, concorda? Ela
deveria viver isolada em uma bolha de plastico estéril.

Atraves da terapia génica, os medicos recolheram globulos
brancos do corpo da criangca e nestes introduziram © gene que
faltava para fortalecer o sistema imunologico dela.

Depois de as células terem sido cultivadas (aumentado em
quantidade), foram reintroduzidas na corrente sanguinea da paciente
e os resultados foram positivos, ou seja, © objetivo de fortalecer o
sistema imunologico foi atingido.

Apesar de todas as limitacdes da época e de ser a primeira
aplicagédo em humanos, a paciente se manteve estavel por alguns
meses, mas teve de passar pelo procedimento mais vezes.
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Justamente para chegar a um modelo ideal de aplicacdo desses
genes, as pesquisas com terapia génica nao param.

O proximo passo € introduzir os genes diretamente nas células
humanas quando elas nao puderem ser removidas do organismo,
como foi feito com os globulos brancos.

Ai o desafio se torna muito maior, pois os cientistas vao se deparar
com todas as consequéncias de se introduzir em uma célula um
fragmento grande de DNA, que pode, muitas vezes, carregar mais
informacdes do que as ja conhecidas, bem como a dificuldade de
posicionamento no lugar certo do genoma.

Mas, por outro lado, os resultados permitiriam o tratamento de
doencas como a fibrose cistica, hemofilia e distrofia muscular.

Veja na Figura 4.2 a distribuicdo dos estudos e das aplicacdes da
terapia génica por tipo de enfermidades.

Figura 4.2 | Proporgéo do uso da terapia génica por diferentes enfermidades

Ensaios de terapia génica por enfermidade

M Cancér
Enfermidades monogénicas
B Enfermidades infecciosas
[ Enfermidades vasculares
B Outras enfermidades
Marcadores de genes

M Voluntarios sadios

Fonte: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/af/Porenfermedades.jpg>. Acesso em: 18 dez
2017.

Principais modalidades e vetores da terapia génica

Tendo compreendido o conceito da terapia génica, devemaos
entender também como ela funciona no tratamento de doencgas
genéticas por meio da insercdo de um gene “saudavel” em substituicao
ao gene "doente” no genoma, que passara a fazer parte das células de
determinados tecidos do organismo, ou pelo silenciamento (controle
da expressao génica) do gene causador da doenga.
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Para realizar essa substituicdo ou reparo de genes, existem
diversos e diferentes metodos.

vZ| Exemplificando

Méetodos de substituicdo e reparo de genes utilizados em terapia génica:

1. O gene saudavel pode ser inserido em qualguer regiao do genoma
para substituir o gene problematico.

2. O gene doente pode ser trocado por um gene normal por meio de
recombinagao (mistura entre os genes durante a meiose).

3. O gene doente pode ser reparado por meio de mutagao reversa
seletiva (troca de base nitrogenada que altera o aminoacido
codificado), que devolve ao gene suas fungdes normais.

4. O grau de expressdao de determinado gene pode ser controlado
(como vimos na Unidade 1).

Perceba que os dois primeiros exemplos sdo fiéis a definicao
da terapia génica, utilizando técnicas de insercao de genes sadios
Nno genoma, em substituicao ao gene que causa a doenca. Os dois
ultimos promovem o tratamento da doenca em nivel génico por
técnicas de engenharia genética, que pode ocorrer pela insercao
de oligonucleotideos, que vao hibridar (parear) com os genes de
interesse e alterar sua transcricao ou traducao.

Agora, vocé deve estar se perguntando: com base nas diversas
técnicas que ja estudamos, como o gene de interesse pode ser
inserido no genoma humano?

O conhecimento dos microrganismos permitiu aos cientistas
acompanhar a evolugao de virus que sao capazes de encapsular
e transportar seus genes para células humanas, e por isso eles
causam doencas.

Usando essa capacidade para o lado positivo, 0os pesquisadores
manipularam o genoma dos virus removendo seus genes causadores
de doencas e inserindo o(s) genel(s) terapéutico(s).

Agora, o virus do bem pode infectar o paciente de terapia génica
e inserir seus genes No genoma humano. Ao final, espera-se que
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as células teciduais que contém o gene terapéutico repliquem e
permanecam no tecido.

A este virus transmissor do gene terapéutico da-se o nome de vetor.

Neste caso, oS virus de uso mais comuns sao: Adenovirus,
Lentivirus e Adenoassociados, utilizados como vetores virais no
tratamento de doencgas neurodegenerativas como Alzheimer e
Parkinson, cancer e doencas monogénicas.

O fluxo de técnicas se inicia com a adicao do gene terapéutico
em um plasmideo, que, por sua vez, sera inserido No genoma do
vetor (que € um virus modificado geneticamente para ndo causar
doencas) e, por tecnologia de DNA recombinante, passara a fazer
parte do material genético viral. Este novo DNA do vetor (DNA
viral modificado + gene terapéutico) € inserido em células que
vao produzir estes vetores. Depois de produzidos e purificados,
0s vetores serdo utilizados nas células humanas que precisam ser
tratadas e, pela capacidade que os virus tém de adicionar seu DNA
ao DNA do hospedeiro, ocorre a inser¢cao no genoma humano,
que passara a ser transcrito em mRNA com posterior traduc¢ao das
proteinas terapéuticas.

v=| Exemplificando

Nao so os virus (Lentivirus, Adenovirus, Adenoassociados) sao utilizados
como vetores de genes terapéuticos para as celulas humanas,
mas existem também metodos nao virais, como o DNA despido
(injecdo intramuscular de DNA plasmidico), que podem atuar como
oligodesoxinucleotideos (pequenos trechos complementares ao
trecho de interesse que hibridizam com o gene defeituoso, impedindo
sua transcricdo) e ser injetados junto com lipoplexos e poliplexos
(moléculas que protegem o DNA despido), e os métodos hibridos
(combinam as duas técnicas, viral e ndo viral).

Técnicas e aplicagdes atuais da terapia génica
A grande maioria dos estudos atuais de terapia génica € voltada aos
tratamentos de cancer.

Ndo € para menos, uma doenca com alta taxa de mortalidade e
com a dificuldade de ser potencialmente poligénica, ou seja, causada
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por varios genes, o que dificulta o direcionamento da terapia. Poréem, os
maiores avangos também sao obtidos nessa area.

Em 2006, um estudo tratou com sucesso um melanoma
metastatico (forma grave de cancer de pele) em dois pacientes a partir
da reprogramacao genética de células saudaveis que passaram a atacar
as células cancerigenas (MORGAN et al,, 2006).

No mesmo ano, grande avanco foi conseguido quando cientistas
desenvolveram uma maneira de impedir que © sistema imune do
paciente a receber a terapia génica rejeite o gene inserido (CROSS et al,
2006). Foram identificados genes controlados por microRNA (trechos de
RNA reguladores da expressdo génica) e o uso desta molécula permitiu
regular seletivamente a identidade do gene terapéutico, permitindo sua
expressao em preferéncia ao gene doente. Testado com sucesso em
cobaias, permitiu a evolucao das aplicacdes da terapia génica.

A terapia génica também foi utilizada para promover a cura ou
amenizar os sintomas da doenca de Huntington, disturbio neuroldgico
hereditario que causa Movimentos corporais anormais e falta de
coordenacao, que também afeta habilidades mentais e personalidade.
Neste caso, a técnica se baseia no fato de pequenas moléculas de sSiRNA
(fragmentos de RNA com 23 pares de nucleotideos) degradarem um
MRNA especifico. Assim, um siRNA pode ser programado para se ligar ao
produto da transcricao de um gene que causa a doenca e, ao degradar a
molecula de mRNA, impede sua expressao.

Ou ainda pode ser feito o reparo do MRNA transcrito a partir de
genes doentes, tornando o produto da expressao normal. Essa técnica
pode ser aplicada em tratamentos de fibrose cistica e em alguns tipos de
cancer (BACHOUD-LEVI et al, 2004).

Em 2013, a revista Isto £ publicou noticia sobre a autorizacdo na
Europa do primeiro medicamento para terapia génica Como 0 marco
da medicina moderna.

O Clybera € usado no tratamento de doenca genética rara em que
a pessoa nao produz a enzima lipase, responsavel pela digestéo de
gordura. Até entdo, o tratamento era realizado por restricdo de dieta
para evitar os problemas da indigestao do nutriente, como, por exemplo,
pancreatite (inflamagado do pancreas).

O remédio troca o gene defeituoso por um gene saudavel utilizando
0 Vvirus adenoassociado como vetor e corrige o problema.
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A primeira aplicagdo da terapia génica que também comentamaos
aqui, no tratamento da sindrome de imunodeficiéncia combinada,
chegou a uma droga apos 11 anos de estudo e s aguarda a liberacdo
de agéncias reguladoras para vender o medicamento na [ltalia; os
pesquisadores apontam a terapia como a unica solucdo para a doenca
(BLAESE et al,, 1995).

A reportagem ainda cita outro experimento realizado nos EUA,
0s cientistas injetaram no cérebro de 65 pacientes com doenca de
Parkinson uma solu¢do contendo um gene que determina a produc¢ao
de uma proteina cuja auséncia pode ocasionar sintomas da doenca. Os
doentes que receberam a injecao apresentaram melhora de 23% nos
sintomas. Ja os que receberam placebo, 12% (DURING et al., 2001).

Nos estudos da cura da Aids, os avancos foram conseguidos a partir
da modificacdo genética dos linfocitos T (células de defesa invadidas
pelo virus do HIV) que as tornou resistentes a entrada do virus. Ao mesmo
tempo, mais uma pesquisa injetou uma solucdo de genes responsaveis
pela producdo de anticorpos contra o HIV e impediu por completo a
contaminacdo de animais pelo virus (MITSUYASU et al., 2009).

No tratamento da diabetes tipo 1 (hereditaria) e diabetes tipo 2
(adquirida), os resultados da aplicacdo da terapia génica também sdo
promissores, curando totalmente ratos que apresentavam a doenca
(KOJIMA et al., 2003).

No Brasil, pesquisadores da Unicamp tém testado a terapia em
pacientes com hemofilia B grave, incapazes de coagular o sangue por
nao produzirem o fator de coagulacao IX. A estratégia € inserir genes
vinculados a producao do fator IX (OLIVEIRA, 2016).

Na area da cardiologia, ha estudos com uma vacina de genes capazes
de levar o sistema imunologico a atacar as placas de gordura oxidadas
nas artérias (TILEMANN et al,, 2013).

D9 Pesquise mais

Veja a expectativa para a chegada ao Brasil da terapia génica no
tratamento de cancer, por Carolina Dantas e Monique Oliveira ao
Portal G1, disponivel em: <https://gl.globo.com/bemestar/noticia/
terapia-genetica-para-o-cancer-deve-chegar-ao-brasil-em-2018.
ghtml>, acesso em: 18 dez. 2017.
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Células-tronco, sua utilizacdo e potencial terapéutico

Muito se ouve falar sobre células-tronco e seu potencial no
tratamento e cura de doencas.

Isso se deve ao fato de ndo serem células especializadas e
com capacidade de diferenciagcdo em muitos tipos de células,
podendo ser, inclusive, programadas para desenvolver funcdes
especificas.

Elas passam por replicacao, originando outras células-tronco
ou, dependendo da necessidade, se transformam em outros tipos
de células especializadas.

Desde o ano de 2007, os cientistas contam com trés tipos
dessas células: aquelas de origem embrionaria, encontradas no
corddo umbilical e na massa celular interna do blastocisto (4 a 5
dias apos a fecundacdo); adultas, presentes na medula ossea; e as
chamadas pluripotentes induzidas, obtidas em laboratorio a partir
de células da pele pela reprogramacao induzida por insercao de
4 genes através de um vetor (virus).

‘tz" Assimile

Independentemente do seutipo, qualquerumadessastrés classificacdes
de células-tronco apresenta as caracteristicas gue comentamos acima:

- Ndo sdo especializadas em uma funcao tecidual.

- Capacidade de diferenciacao em muitos tipos de ceélulas.

A figura a seguir mostra o esquema de diferenciacao das células-
tronco como um interruptor que pode ligar ou desligar a necessidade
de diferenciacao e, através das caracteristicas do meio, induzir a
formacao de células com diferentes especialidades, mostradas em
cores diferentes.
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Figura 4.3 | Inducéo da diferenciacdo de células-tronco

Fonte: <https://pixabay.com/pt/c%C3%A9lulas-tronco-diferencia%C3%A7%C3%A30-2371611/>. Acesso em
20 dez. 2017

Como consequéncia dessas propriedades, as células-tronco sdo
importantes nas pesquisas sobre doencas e tratamentos, pois permitem
aos pesquisadores modelar as doengas, testar medicamentos e terapias,
além da informacao essencial de como funcionam e se desenvolvem os
tecidos do nosso corpo até a vida adulta.

Alem disso, as células-tronco sao promissoras no tratamento
de doencas pela possibilidade de trocar células doentes por células
saudaveis. Em tese, qualquer doenca que cause degeneracdo dos
tecidos do organismo pode ser tratada por terapia celular.

O tratamento da leucemia pelo uso de células-tronco é bastante
conhecido e divulgado em campanhas de doacdo de medula Ossea.

Estas células podem ser de origem embrionaria, neste caso do cordao
umbilical, ou da medula Ossea de um doador adulto. Sao inseridas no
corpo do paciente atraves da infusao venosa e desempenham o papel
que as células doentes ja Ndo cumprem, O que N3o exclui a necessidade
de quimioterapia para causar a morte das células tumorais.

A médica responsavel pelo Banco de Corddao Umbilical do Brasil,
Adriana Homem, afirma que
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o resultado das terapias com células-tronco do cordao
umbilical tem se mostrado muito promissor, portanto
podemos dizer que é uma das melhores formas de
tratamento para a leucemia e, no Brasil, cinco pessoas que
armazenaram as células-tronco do seu bebé ja precisaram
usa-las e o resultado foi 6timo (BCU, 2013).

@ Reflita

Outros profissionais, no entanto, sdo contra o armazenamento das
células-tronco, pois alegam que o material retirado do cordao umbilical
ja pode conter tracos da doenca.

Qual € a sua opiniao?

Além disso, sao necessarios muitos testes para garantir a
seqguranca e a eficacia dos tratamentos usando ceélulas-tronco,
para proporcionar as condicdes ideais que permitam a elas se
transformarem em células especificas necessarias a cada tipo
de tratamento. Também € necessario otimizar um sistema que
entregue estas células as partes especificas do corpo em que elas
devem atuar, estimulando seu funcionamento e integracado com as
células naturais do corpo.

Bioética em Biotecnologia

Nao sO nessa secao de ensino, mas em todo o nosso material
didatico, falamos de alteracao de codigo genético para a producao
de caracteristicas de interesse.

Quando pensamos em terapia génica e na edicdo do genoma
humano para o tratamento de doencas, 0 que vocé pensaria se
fosse um religioso fervoroso que acredita que somente Deus pode
ter esse tipo de intervencao na vida humana? Ou um geneticista
que luta incansavelmente pela manutencao da diversidade entre os
individuos e concorda com a lei da selecdo natural, que diz que
somente 0s organismos mais adaptados sobrevivem? Ou ainda
um medico que enxerga além dos beneficios da terapia génica e
também prevé o lado maléfico, como a possibilidade de gerar um
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tumor caso o gene substitua um supressor tumoral? Por fim, como
vOCé encararia a possibilidade de utilizar a terapia génica em vocé
mesmo ou em seus familiares?

As questdes levantadas sao perturbadoras ndo sO em nNoOsso
intimo, mas em toda sociedade envolvida com terapia génica.

Por isso, nao podemos desenvolver nosso estudo em
Biotecnologia sem entender que todas as técnicas, processos,
pesquisas e tratamentos realizados, principalmente em seres
humanos, sequem uma bioética.

A Bioética € uma ciéncia interdisciplinar que estuda as condicdes
necessarias para a administracdo responsavel da vida humana,
animal e ambiental. Confere sentido aos estudos relacionados a
vida e a saude.

Entdo, quando falamos em editar o codigo genético de uma
pessoa para o tratamento de uma doenca, tudo deve ser feito de
forma responsavel, que respeite a vida e a liberdade da pessoa,
embasado em principios morais e em valores dos seres humanaos.

Em Biotecnologia, € necessario se delimitar até onde a ciéncia
pode avancar com estes estudos, ja que estamos falando da
manipulacao de células vivas e, algumas vezes, de seres (animais,
vegetais) vivos.

Reflita mais um pouco sobre o caso da clonagem. Quantas
pessoas indagariam: o homem virou Deus?

E a reproducédo assistida? Consagrada pela fertilizacdo in vitro,
sempre enfrenta uma série de problemas na area de Direito. Conflito
entre o desejo de conceber um filho, resguardo da identidade de
doadores de sémen, respeito pela vida embrionaria e identidade
genética da criancga.

Isso nos mostra que nada pode ser feito sem uma justificativa
plausivel e sem preservar a integridade das espécies.

Os objetivos devem ser bons, e o caminho percorrido para
atingi-los também.

Assim, o principal papel dessa nova ciéncia € discutir e refletir sobre
guestdes conflituosas, de forma que as pessoas possam conviver com
opinides e respostas diferentes para os problemas, mas que respeitem
a maneira de pensar e decisdo do outro, para que convivam de forma
pacifica mesmo em um ambiente de contradi¢cdes.
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[19 Pesquise mais

Assista ao video "Terapia Génica”, disponivel em <https://www.youtube.
com/watch?v=2D46nhZxcliY>, acesso em 18 dez. 2017, que resume 0s
conteudos que estudamos nesta se¢ao.

O artigo cientifico Terapia génica: 0 que €, O que Ndo € e O que
sera (LINDEN, 2010), disponivel no link <http://www.scielo.br/scielo.
php?pid=50103-40142010000300004&script=sci_arttextgting=pt>,
acessoem 26 jan. 2018, também pode auxiliar no melhor entendimento
desta terapia.

Sem medo de errar

O caso da baixa imunidade do filho de Mariana € um exemplo de
doenca genética.

O menino ndo apresenta em seu genoma genes que carregam
informacdao para codificar certas células de defesa.

Essa pode ser apenas a primeira infeccdo do garoto, pois, com
um sistema imunologico debilitado, ele estd suscetivel a contrair
infec¢des pelo contato com outros tipos de microrganismos. Logo,
nao € uma doenga simples.

Mas agora vocé ja conhece a terapia génica e sabe que ela €
indicada para os casos de doencas genéticas.

Uma possivel solucdo para o tratamento do menino seria realizar
a reprogramacao de suas células inserindo em um vetor (virus) o(s)
gene(s) que carrega(m) informacdo para a traducdo de proteinas
nas celulas de defesa. Estes vetores sdo introduzidos na corrente
sanguinea do garoto e, pela capacidade que tém de adicionar seu
DNA ao genoma humano, promovem a inser¢cao dos genes desejados
ao genoma do filho de Mariana.

Se forem inseridos em células adultas, pode existir a necessidade de
repetir o tratamento por mais vezes, ja que estas células podem morrer
sem transmitir os Novos genes as novas células. Porém, o tratamento
pode ser direcionado as células-tronco, por exemplo, que ainda passarao
por processo de replicacdo, e dessa forma propagaraoc © Novo genoma,
que agora contém informac¢ao para produzir as células de defesa, e assim
o filho de Mariana estara livre dos sintomas/consequéncias da doenca.
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Avancando na pratica

Uso de células-tronco no tratamento de leucemia

Descricao da situacao-problema

Daniel tem 26 anos e foi diagnosticado com leucemia, um tipo
de cancer que afeta as células sanguineas. Comecou a quimioterapia
para combater as células cancerigenas e foi orientado a se cadastrar
em bancos de medula Ossea para buscar um doador compativel que
possibilite a cura da doenca. Depois de 1 ano nessa busca por um
doador e sem resultados positivos, ele se sente desanimado. Existe outra
possibilidade para Daniel conseguir a infusdo de células-tronco que se
diferenciariam para substituir as células doentes do seu sangue?

Resolucgado da situagdo-problema
Existem trés outras possibilidades para Daniel.

Caso a méae dele tivesse guardado células-tronco do corddo umbilical
em um banco de células-tronco, estas poderiam ser usadas. Outra
opcao seria ela engravidar novamente para extrair do cordao umbilical
essas celulas, ou mesmo células da medula deste irmao, que tambéem
devem passar pela avaliacao de compatibilidade com Daniel.

Outra opcdo, ainda em desenvolvimento, seria recorrer a producao
laboratorial de células-tronco, pluripotentes induzidas, que seriam
produzidas a partir de células da pele do proprio Daniel, minimizando o
problema da compatibilidade.

Estas células possuem capacidade de diferenciacao e especializacao
em qualquer tipo de célula do Nosso corpo e podem substituir as células
doentes do sangue de Daniel.

Faca valer a pena
1. A terapia génica é uma moderna técnica de biotecnologia usada pela
medicina no tratamento de doencgas genéticas e que promete curas reais

de doencas graves.

Abaixo sdo apresentados exemplos de tratamentos de doencas. Assinale a
alternativa que utiliza terapia génica.
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a) Uso de quimioterapia no tratamento de diversos tipos de cancer.

b) Administracdo de vitamina C como prevencgao de problemas de imunidade.
c) Injecdo no cérebro de pacientes com Parkinson de uma solugdo de gene
que ameniza os sintomas da doenca.

d) Aplicacdo da tecnologia do DNA recombinante para produzir proteina
deficiente no organismo humano doente em seres unicelulares, para
posterior administracao como biofarmaco.

e) Consumo do biofdrmaco lactase para o tratamento dos sintomas da
intolerancia a lactose.

2. A terapia génica necessita do uso de um vetor para inserir o gene
saudavel que substituird o gene doente no genoma da pessoa portadora de
uma doenca genética.

Normalmente sdao usados virus como vetor. Por qué?

a) Devido a alta capacidade mutagénica que os virus apresentam.

b) Pela capacidade que os virus tém de adicionar seu material genético
(DNA) ao DNA do hospedeiro.

c) Porque alguns virus ndo sdo patogénicos e ndo causam infecgdes quando
usados como vetores.

d) Porque os virus sdo seres unicelulares.

e) Pelo fato de os virus se multiplicarem mais rapidamente que bactérias e
leveduras.

3. As células-tronco sdo assunto atual, no qual a sociedade e a medicina
depositam grandes expectativas no tratamento de doencgas.

Identifique a alternativa que apresenta a caracteristica das células-tronco
que permite o seu uso no tratamento de doencas.

a) Sdo células obtidas do préprio organismo do paciente, o que evita rejei¢do.
b) Sdo células livres do gene doente.

c) Sdo células obtidas apenas de blastocisto, por isso ainda ndo sdo
especializadas.

d) Apresentam capacidade de autorregeneracdo de partes danificadas do DNA.
e) Capacidade de se autorreplicar e se diferenciar em varios tipos de células
especializadas.
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Secao 4.3

Genética forense
Dialogo aberto

Apos 0s medicos terem tentado a vacina no filho de Mariana sem
obter sucesso e terem apresentado a ela a possibilidade da terapia
génica, a mae decide aceitar o tratamento na expectativa de curar
o filho. Agora, o material genético do menino sera enviado para o
laboratodrio para que seja identificado o gene e/ou regido gendmica
associada a esta imunodeficiéncia. No pedido meédico recebido
pelo bioquimico do laboratorio, nao estava especificada a analise
a ser feita, entdo ficou a cargo do conhecimento do profissional
responsavel. Se fosse vocé este bioquimico, qual analise genética
faria e por qué?

Nao pode faltar

Marcadores moleculares: analise da variabilidade genética por
meio de RFLP

Nos estudos, analises e testes que envolvem o conhecimento ou
a identificacdo do DNA em prol da justica, que ddo nome a Genética
Forense, € importante conhecer regides gendmicas especificas que
permitam a identificacdo do individuo.

A variabilidade genética entre individuos €& a caracteristica
utilizada na identificacao e separacao entre eles.

Esta variabilidade genética se refere as possiveis diferencas entre
alelos de um mesmo gene dentro de uma populacao.

ApoOs a conclusao do Projeto Genoma Humano, tomou-se
conhecimento de que 99% dos genomas dos seres humanos
sao iguais, e a variabilidade entre os individuos ¢ determinada
pelo 1% restante.

As mutacdes que dio origem a essa variabilidade, da-se o nome
de polimorfismo.
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‘tz" Assimile
A variabilidade genética mede a probabilidade de ocorréncia de
diferentes alelos para um mesmo gene, enquanto o termo diversidade
genética, muito utilizado por geneticistas e bidlogos (preocupados
em manter a diversidade genética), refere-se a quantidade total de
variagdes genéticas entre individuos de uma populagao ou até mesmo
entre populagcdes de uma mesma espécie.

Determinar essas variacdes permite a identificacao de
individuos, por exemplo, em uma cena de crime, pois atuam como
marcadores geneticos.

Para entendermos como isso pode ser feito, vamos pensar
na seguinte situacdo: uma joalheria € assaltada e durante as
investigacdes sao encontrados fios de cabelo; pela cor, suspeita-se
gue sejam do assaltante, e ndo dos funcionarios da loja. O DNA do
individuo pode ser extraido do bulbo capilar e analisado conforme
técnicas que ja aprendemos, auxiliando na identificacao do suspeito.
Algumas pessoas gque frequentaram a loja nos ultimos dias e nao
compraram nenhum produto foram apontadas como suspeitas e
tiveram seu material genético comparado ao do fio de cabelo, até
que apenas uma pessoa apresentou material compativel com o do
DNA analisado e foi responsabilizada pelo assalto.

Como essa identificacao foi possivel?

NOs ja aprendemos algumas técnicas de manipulacao do DNA,
inclusive os testes de sequenciamento e PCR que seriam uteis nesse
tipo de trabalho da Genética Forense.

Porém, sao analises mais demoradas e mais caras, por isso
perdem quando comparadas aquelas que se apresentam eficientes e
que disponibilizam resultados em menor tempo e por menor custo.

A identificacao da variabilidade genética por técnica de RFLP
(Restriction  fragment lenght polymorphism — polimorfismo
no comprimento do fragmento de restricdo) apresenta essas
caracteristicas e pode ser usada para este fim.

Nesta técnica, sao formados fragmentos de DNA, por enzimas
de restricao, que sao separados por eletroforese em gel de agarose
e identificados por raios X.
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As enzimas de restricdo sao especificas para diferentes ligacoes
nucleotidicas e vao formar fragmentos de DNA com diferentes tamanhos.

Na separacao em gel, mesmo existindo cargas, os fragmentos
menores migrardo mais rapido, 0 que permite que eles sejam
separados e visualizados em forma de bandas.

Cada individuo apresenta seu padrao de fragmentos, chamado
‘perfilde digestao”, detectado pelo numero e padrao dos fragmentos
gerados e usado para sua identificacdo, por comparacao com o
perfil do DNA encontrado na cena do crime.

Analise da variabilidade: minissatélites, microssatélites e RAPD

Outras técnicas sao empregadas com o objetivo de identificar
a variabilidade entre individuos ou de usar essa variabilidade para
identificar individuos e espéecies.

Para isso podemos, por exemplo, aplicar uma analise de minissatelites.

Os minissatélites sdo sequéncias de 6 a 100 nucleotideos
repetidos e enfileirados de DNA (JEFFREYS et al., 1985).

Esses pequenos fragmentos de DNA também sdo formados por
aplicacdo de enzimas de restricdo, mas em vez de serem avaliados
por eletroforese, como o RFLP, sdo analisados por PCR, que permite
maior agilidade nos resultados quando comparado ao primeiro.

A identificacao da variabilidade ou da identidade ¢ possivel
porque as repeticdes presentes estdo conservadas no genoma de
uma mesma espécie, diferenciando-as.

v=| Exemplificando

Com base nesse conhecimento, € possivel identificar com certeza
a espécie de 0sso0s encontrados enterrados, como podemaos ver na
seguinte reportagem disponivel no link <https://tarobanews.com/
noticias/policial/iml-confirma-que-ossos-enterrados-na-zona-norte-
sao-humanos-eOnVg.html>, acesso em 2 jan. 2018.

Outra analise, a de microssatélites, foi bastante utilizada nessas
investigacdes baseadas em variabilidade genética.

Os microssatélites sdo repeticdes (menores que os minissatélites,
de 1 a 6 pb) de pares de bases de DNA — AT e CG - utilizadas como
marcador genético em estudos de parentesco, identificacdo humana
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e migracdes humanas. Sao usados porque: sao muito frequentes e
distribuidos ao acaso, apresentando boa cobertura do genoma; podem
ser amplificados individualmente por PCR e apresentam comportamento
codominante (os heterozigotos podem ser identificados); como sdo
altamente repetitivos e de pequena extensdo, apresentam alto grau de
polimorfismo (capacidade de assumir diferentes formas, permitindo o
surgimento de novos alelos).

O Quadro 4.2 mostra as ilhas ou unidades repetitivas possiveis de ser
encontradas nos marcadores tipo microssatelite.

Quadro 4.2 | Unidades de repeticdo dos microssatélites

Tipo Unidade de repeticdo

Mononucleotidica G(n)
Dinucleotidica GA(n)
Trinucleotidica GAT(n)
Tetranucleotidica GATA(N)
Pentanucleotidica GATACI(n)
Hexanucleotidica GATACA(n)

(n) — quantidade de repeticdes

Fonte: elaborado pela autora

Por essas caracteristicas, a técnica pode ser aplicada tanto na
identificacdo da ossada humana, como vimos no exemplo, como
em testes de paternidade/maternidade, pela identificacdo dos pb
repetidos herdados pelo filho.

A metodologia que utiliza marcadores do tipo RAPD (do inglés
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) apresenta essas
mesmas aplicacdes que vimos para 0s mini e microssatelites.

E uma variacdo do PCR que utiliza um Unico primer em vez
de um par de primers, que contém uma sequéncia arbitraria que
vai direcionar a reacdo de amplificacdo de uma sequéncia-alvo
desconhecida, complementar a ele. Como grande quantidade de
DNA ¢ produzida, esse fragmento de DNA pode ser visto como
uma banda em gel de eletroforese. Cada primer direciona a sintese
de varios segmentos de DNA ao mesmo tempo em varios pontos
do genoma, o que gera um perfil de bandas no gel. Imagine que,
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na cena de um crime, foi encontrado material que permitiu a
extragdo de DNA. Primers de marcadores genéticos aleatorios séo
desenhados e usados para identificar sequéncias nucleotidicas
complementares a eles no DNA do criminoso (presente na cena do
crime) contra DNAs de pessoas suspeitas. A pessoa que apresentar
um perfil de bandas no gel de eletroforese semelhante ao perfil do
DNA encontrado na cena do crime podera ser responsabilizada.

Analise da variabilidade: polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP) e genotipagem

Dosmarcadores moleculares, aavaliacao de polimorfismo de umunico
nucleotideo se tornou uma das ferramentas mais utilizadas atualmente.
Em muitas analises, substituiu os marcadores que comentamos
anteriormente pela eficiéncia, rapidez e custo relativamente baixo.

O polimorfismo de nucleotideo unico, abreviado como SNP
(do inglés sigle nucleotide polymorphism), corresponde a troca de
uma base nitrogenada, que pode ser associada diretamente a uma
caracteristica expressa, ou estar proxima a regido codificante dessa
caracteristica ou ainda diferenciar e identificar individuos, como nas
aplicacdes da genética forense.

A Figura 4.4 apresenta a estrutura molecular de um SNP.

Figura 4.4 | Identificagdo de um polimorfismo de nucleotideo Unico, SNP

Fonte: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2e/Dna-SNP.svg>. Acesso em: 5 jan. 2018

Perceba que, da fita 1 de DNA para a fita 2, ocorre a mudanca
de um par de bases nitrogenadas, representadas por coloracdes
diferentes, mas que poderiam representar, por exemplo, a troca de
uma G (guanina) por uma T (timina).
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A partir do trabalho de empresas privadas e instituicdes de
pesquisa, foram criados chips que contém sondas (sequéncias de
nucleotideos presentes no genoma de determinada espécie, que
hibridizam com os fragmentos de DNA em analise) para identificar
milhares de SNPs ao mesmo tempo.

EL|Q Pesquise mais

A empresa lllumina tem desenvolvido diversos chips que apresentam
milhares de SNPs distribuidos entre os 23 cromossomos autossomicos
humanos. Um deles, o Infinium Core-24kit, apresenta mais de 300 mil
marcadores e permite a analise simultanea de 24 amostras, o que reduz o
custo de andlise de cada amostra e apresenta boa cobertura no genoma
humano. Emvez de avaliar uma Unica ou poucas regides por microssatélite,
por exemplo, sao avaliadas 300 mil regides a cada 10000pb, uma vez que
0 genoma humano ¢ formado por 3 bilhdes de pb.

Esse fato também torna menor o custo de analise por SNP.

Outros chips ainda garantem maior cobertura e analise de diferentes
quantidades de amostras. Tudo depende dos objetivos.

Figura 4.5 | SNP chip humano com 850 mil marcadores

Fonte: do acervo da autora.

A leitura simultdnea de todos esses marcadores ocorre em
aparelho especifico, comonodalllumina, MiSeq System, apresentado
na Figura 4.5, e a essa analise da-se o nome de genotipagem.
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Figura 4.6 | Equipamento MiSeq Illumina utilizado em genotipagem

Fonte: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Illumina_MiSeq_sequencer.jpg>. Acesso
em: 5 jan. 2018

Como os resultados da genotipagem sao dados como loci
bialélicos, AA e BB para os homozigotos e AB para os heterozigotos,
em extensas planilhas (imagine resultados de 300 mil regides!)
devem ser avaliados por técnicas de bioinformatica para permitir
a comparacao de diversas amostras e chegar a conclusdes sobre
similaridade ou nao.

Testes de paternidade e criminalistica: aplicagdes, principio,
técnicas, interpretacao dos resultados e missao de laudos

Dentro da Genética Forense, a justica ainda lanca mao de
testes genéticos para a determinacao de vinculos biologicos
entre individuos, utilizados na investigacao de paternidade, como
também na identificacéo de suspeitos em caso de violéncia sexual,
de cadaveres carbonizados ou em decomposicao, partes de corpos
mutilados, pecas osseas e 0rgaos humanos e producao de perfis de
material genético a partir de evidéncias encontradas em locais de
crimes (manchas de sangue, pelos, esperma, etc.).

Isso é possivel porque a molécula de DNA apresenta grande
estabilidade; mesmo em condi¢cdes de corpos em decomposicao
Oou carbonizados, a molecula ainda apresenta sua estrutura linear e
carrega as informacdes genéticas do individuo.
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Estes testes baseiam-se na busca por marcadores geneticos, que sao
as variacdes na sequéncia do DNA que diferem um individuo do outro,
tendo os polimorfismos de microssatélites como os mais utilizados em
testes de DNA e aceitos pelos orgaos oficiais, sendo gradativamente
substituidos por algumas empresas pela analise em chips de SNPs
justamente pela grande quantidade de regides gendmicas acessadas
a0 Mesmo tempo ,como vimos No conteudo anterior.

Os polimorfismos sao mutacdes que se perpetuam na espécie
com frequéncia igual ou superior a 1%. Assim, espera-se que um
polimorfismo identificado no pai esteja presente No CromMossomao
que ele cedeu ao filho (ja que o outro cromossomo do filho é
herdado da mae).

Quanto mais polimorfismos comuns forem identificados, maior
a certeza em um teste de paternidade.

Da mesma forma sao feitas as identificacdes de suspeitos de crimes.

Uma evidéncia contém amostra de DNA, e é necessaria uma
lista de suspeitos que tenham seu DNA extraido e analisado para
confrontar com o material da cena do crime.

O individuo responsabilizado pelo crime € aquele que apresenta
0s mesmos polimorfismos do DNA de referéncia.

Os resultados sao determinados por analise estatistica que
determina a probabilidade de vinculo biologico.

No teste de paternidade, por exemplo, € calculada a probabilidade
de o suposto pai ser o pai biologico de um individuo contra a
probabilidade de qualguer outra pessoa sé-lo.

Os laudos de criminalistica apresentam essa probabilidade
baseada na semelhanca entre dois materiais genéticos. As
conclusdes, tanto de paternidade quanto de um crime, cabem a
quem conduz o caso ou investigacao.

OGB Reflita

Atualmente, existem diversos bancos de DNA pelo mundo todo. O
que esses bancos fazem e armazenar informacdes sobre o DNA de
individuos que podem fornecer outras informa¢des adicionais, como
para Genética Forense e também para a area de medicamentos,
tratamentos e conhecimento de doencas. }
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Respaldados por esses DNAs, a criminalistica pode fazer cumprir uma
célebre frase: condenar ou absolver um suspeito com uma unica gota
de sangue.

Porém, a questao ética que envolve essas analises tambéem € muito
forte, e a ampliacdo para bancos que fornecam boa cobertura de
toda a populacao depende da aceitacao de cada pessoa em doar seu
material genético para analise.

O que vocé pensa a esse respeito? Como delimitar a utilidade desses
bancos com a invasao da privacidade de cada individuo? Vocé doaria
seu material genético para compor um banco de DNA?

Sequenciamento de nova geracao (NGS)

Nos estudamos, na primeira unidade desse livro, algumas analises
de sequenciamento.

Sabemos que, independentemente da técnica, retorna como
resultado a sequéncia de todos 0s nucleotideos que compdem o
genoma de determinada espécie.

Com essa informacao, vimos que € possivel obter muitas outras,
inclusive na Genética Forense, porque especificidades no genoma,
como ordem e tipos de nucleotideos, tambeém sao usadas para a
identificacdo de pessoas.

Porem, aprendemos tecnicas de sequenciamento que $sao
demoradas e caras.

Imagine sequenciar os 3 bilhdes de pares de bases que compdem
0 genoma humano!

Parecerealmentesermaisfacilgenotipare procurarosmarcadores
em regides especificas. Em contrapartida, nenhuma dessas técnicas
apresenta a precisao de descricdo de um seguenciamento, capaz
de acessar, sem excecdo, todas as partes do genoma.

Com o objetivo de ndo abrir mdo dessa analise, pesquisas
continuam a ser desenvolvidas para aprimorar oS testes de
sequenciamento, e hoje podemos contar com o Sequenciamento
de Nova Geragao (NGS — Next Generation Sequence).

A evolugado permitiu técnicas mais rapidas que as anteriores €
com menores dificuldades de montagem.
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Vocé se lembra de varias regides que permaneciam sem
sequenciamento pelas técnicas que estudamos e, por isso,
era necessario criar biblioteca em vetores para sequencia-las?
Trabalhoso, ndo?

Anecessidade de montagemaindaexiste, pois o sequenciamento
continua sendo feito por fragmentos de DNA, porém de forma
mais eficiente.

Para entendermos o que nos trouxe essa nova geracao de
seguenciamento, estudaremos a analise pela técnica lon Torrent.

Nesta técnica ¢ feita a leitura do pH do meio convertida em voltagem.

As amostras (fragmentos de DNA em fita Unica) sdo colocadas
nos chips de leitura e, entdo, no equipamento de lon Torrent.

A cada 15 segundos uma nova solugao de nucleotideos (A, T, G,
C) é injetada no aparelho entrando em contato com os fragmentos
de DNA. Se este nucleotideo se liga a fita, ha a liberagcdo de um ion
H+. que altera o pH do meio e é convertido em voltagem.

A alteracdo de voltagem é identificada como a adi¢cdo de
uma base nitrogenada, e como o aparelho sabe que solucdo de
nucleotideo injetou, o tipo de base tambéem ¢ identificado.

vZ| Exemplificando

Considere que a proxima solucao a ser injeta no chip do lon Torrent
contém o nucleotideo timina, porem, no fragmento de DNA
sequenciado, a proxima base € uma guanina. Nao ha a ligacdo dos
nucleotideos e, portanto, nao ha alteracao de voltagem pela liberacdo
de um ion H+.

O equipamento remove essas bases com uma solu¢do de lavagem e
injeta a seguinte, que contém nucleotideos citosina. A citosina se liga a
guanina da fita de DNA que estd sendo sequenciada e libera H+, que ¢
medido como uma alteracao de voltagem. Entdo, o equipamento sabe
qual nucleotideo foi adicionado e assim continua a montar a sequéncia.

Se duas bases forem adicionadas em sequéncia, ou seja, caso houvesse
na fita de DNA duas guaninas consecutivas, dois ions de hidrogénio
seriam liberados e a voltagem apresentaria valor dobrado, o que
também e entendido pelo software do equipamento. >
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Neste video, apesar de ser em inglés, vocé pode ver 0 passo a passo
do processo, como explicado acima. Disponivel em: <https://www.
youtube.com/watch?v=bCcl6uozHVE>. Acesso em: 7 fev. 2018.

Este € sO um exemplo de seqguenciamento desenvolvido
e ofertado como servico por uma empresa, neste caso a
Life Technologies. Existem outras metodologias e aparelhos
empregados no NGS, como o HiSeq 2500 da Illumina.

Sem medo de errar

Existem diversas analises no nivel de DNA que podem ser feitas.
Porém, no caso da busca por uma regido gendmica associada a
uma doenca, que é o caso do filho de Mariana, a melhor forma ¢é
procurar por marcadores genéticos, os polimorfismos, que podem
revelar mutacdes que se manifestam como doencgas. A analise de
SNP, pela genotipagem em chip com sondas para milhares desses
marcadores, resultaria em uma boa cobertura do genoma e a
maior probabilidade de encontrar a variante associada a doenca,
para que durante o tratamento da terapia génica seja injetado
nas células do menino exatamente o gene que substituira o gene
causador da doenca.

Para isso, amostras de sangue do garoto sao coletadas para
extragao do DNA atraveés de kits especificos, como vimos na Unidade
1, que promovem a lise celular, a remoc¢ao de lipideos, proteinas e
RNA gue podem interferir na pureza do material em analise.

O material genético, até entdo em pequena quantidade, €
amplificado por PCR, originando milhares de copias, que serdo
injetadas nos chips de genotipagem que contém sondas para analisar
muitos marcadores SNP ao mesmo tempo. Cada fragmento de DNA
hibridiza na sequéncia nucleotidica da sonda que o complementa.

Dessa forma, ¢ identificado o perfilde marcadores SNP do menino
e comparado com marcadores que ja foram associados a doencas.
Caso ele tenha alguns desses marcadores, sera identificado o gene
causador do problema de saude que ele apresenta e um tratamento
especifico pode ser direcionado.
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Avancando na pratica

Analise de parentesco

Descricao da situagao-problema

Diego foi criado apenas pela mae e quando completou 15 anos
de idade quis conhecer o pai. A mae disse que ndo tinha certeza
sobre a identidade do pai bioldgico, mas sugeriu 0s nomes de dois
ex-namorados. Diego entdo procurou o laboratorio em que vocé
trabalha, acompanhado da mae e dos dois supostos pais, para
realizar um teste de DNA. Vocé fez a analise por microssatélite
e os resultados mostraram poucas regides do genoma de
Diego semelhantes as das outras trés pessoas. Vocé escreve as
probabilidades de parentesco no resultado do teste: 10% mae, 4%
pai 1, 1% pai 2. Como estes resultados poderiam ser interpretados?
A analise esta correta?

Resolugao da situacdo-problema

Sabendo que metade dos cromossomos do filho € proveniente
da mde e a outra metade do pai, vocé esperava que parte dos
microssatélites avaliados fosse igual aos da mde e a outra parte
complementar igual aos do pai. Se a quantidade de microssatélites
de Diego iguais aos dos dois supostos pais € muito baixa, pode-
se concluir que nenhum deles € seu pai bioldgico. Porém, a
made, que com certeza € biologica, podendo confirmar isso por
documentos, também apresentou baixa quantidade de marcadores
compartilhados com o filho. Esse fato indica um possivel erro na
analise, ja que metade dos marcadores ele recebeu da mae. Pode
ter ocorrido contaminacdo cruzada com DNA de outra pessoa,
por exemplo, de guem manipulou a amostra no sequenciamento,
ou qualquer outro erro que devera ser corrigido com a realizacao
de uma nova analise.

Faca valer a pena
1. Apos a conclusdo do Projeto Genoma Humano, concluiu-se que os

seres humanos apresentam 99% de similaridade no genoma, atribuindo
ao 1% restante a variabilidade existente entre as pessoas. Essas mutagdes,
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também chamadas de polimorfismos, atuam como marcadores genéticos
em analises de DNA.

Sobre os diversos tipos de marcadores genéticos existentes e avaliados em
testes de DNA, marque a alternativa correta.

a) A andlise de sequenciamento apresenta como resultado a sequéncia
linear de mutacdes que podem ocorrer no genoma.

b) Os microssatélites sdo identificados no genoma como uma sequéncia
repetida de mais de 500 pb.

c) As repetices dos marcadores minissatélites sdo menores que dos
microssatélites.

d) O SNP corresponde a troca de um unico par de base nitrogenada.

e) Em andlises de RFLP, as endonucleases de restricdo cortam fragmentos
de DNA sempre nos mesmos tamanhos.

2. O sequenciamento de nova geracdo — NGS — engloba técnicas e
instrumentacao que facilitam a identificacao dos nucleotideos, permitindo
resultados em tempo menor em relagcdo as analises iniciais, de quando
foram desenvolvidas as metodologias de sequenciamento.

A técnica lon Torrent, da Life Technologies, € um exemplo de NGS. Sobre a
metodologia usada nessa analise, assinale a alternativa verdadeira.

a) Os ions hidrogénio liberados da ligagdo nucleotidica sdo medidos como
variagdo na voltagem e reconhecidos pelo equipamento como base
nitrogenada adicionada, identificando e determinando a sequéncia dela.

b) A adicdo de nucleotideos a fita Unica de DNA é medida como reacdo
colorida. A ligacao de cada base produz uma cor diferente responsavel por
identifica-la.

c) Diversos fragmentos do DNA s&o clonados em vetores e avaliados em gel
de eletroforese de acordo com seus tamanhos.

d) A analise de genotipagem faz parte da nova geragao de sequenciamento
(NGS).

e) A técnica lon Torrent elimina a necessidade de montagem do genoma.

3. A Genética Forense utiliza dos conhecimentos e analises de DNA para
auxiliar a justica na resolugao de casos, crimes e associagdes de parentesco.

O teste de paternidade é um exemplo bastante utilizado e que pode ser

requisitado em laboratdrio por qualquer cidaddo. Sobre a forma de analisar
os resultados desse teste, qual € a alternativa correta?
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a) O teste emite a conclusdo sobre o grau de parentesco entre dois
individuos.

b) Os resultados sdo dados em termos de probabilidade de parentesco entre
dois ou mais individuos.

c) Os resultados sdo baseados na identidade de dois genomas obtida por
sequenciamento.

d) Qualquer probabilidade de parentesco é considerada um resultado de
paternidade positiva.

e) O resultado do teste so é confidvel se feito com marcadores moleculares
do tipo microssatélites.
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