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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biolégicas e da Saude na Contemporaneidade” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seus 22 capitulos do volume
Il, apresenta a importancia do desenvolvimento de novas pesquisas nos ambitos da
saude e da natureza e ainda a relevancia da busca de novas terapias para o tratamento
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saude representa uma ferramenta
importante para a busca de novas estratégias para o diagnéstico, acompanhamento
do curso e tratamento de doencas. E na area da saide que a biotecnologia encontra
algumas de suas aplicagdes mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes
vertentes biotecnologicas, como a producéo e atuacéo de organismos geneticamente
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteracao em nivel de
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapéutica é feita
majoritariamente através da experimentacdo de produtos naturais, uma vez que
muitos destes tém comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume Il apresenta artigos que tratam: das propriedades
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o cha verde; estudos
microbiolégicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterizacdo de
acidos nucleicos e proteinas; emprego da engenharia genética para elucidacéo de
mecanismos de acéo e desenvolvimento e experimentagao de alimentos funcionais.
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da area de saude, que buscam reciclar
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante as novas
tecnologias e descobertas cientificas e biotecnologicas aplicadas as areas da saude.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e
profissionais de saude ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar
a literatura referéncias atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas
pesquisas as praticas profissionais diarias.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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CAPITULO 1

A BIOLOGIA SINTETICA E ENGENHARIA
METABOLICA PARA DESENVOLVIMENTO DE
SOLUCOES EM BIOTECNOLOGIA

Mauricio Schiavo

Fundacéao Universidade de Caxias do Sul,
Laboratério de biotecnologia e microbiologia
aplicada, Caxias do Sul - Rio Grande do Sul

Gabriel Dall’Alba

Fundacgao Universidade de Caxias do Sul, Nucleo
de Pesquisa em Bioinformética, Caxias do Sul -
Rio Grande do Sul

Mauricio Moura da Silveira

Fundacéo Universidade de Caxias do Sul,
Laboratério de bioprocessos, Caxias do Sul - Rio
Grande do Sul

Sergio Echeverrigaray

Fundacéao Universidade de Caxias do Sul,
Laboratério de biotecnologia e microbiologia
aplicada, Caxias do Sul - Rio Grande do Sul

RESUMO: Os avancos na biologia molecular,
bioinformatica, biologia de sistemas e no estudo
de genbmica, protedmica e metabolémica
levaram ao desenvolvimento de duas areas
tecnoldgicas com potencial para revolucionar a
biotecnologia como um todo. Ambas as areas, a
biologia sintética e a engenharia metabdlica vem
sendo desenvolvidas e aplicadas para solugao
de diversos problemas, alguns exemplos
sendo: na reducao dos custos de producao de
compostos quimicos de maior valoragregadoem
biorrefinarias, reduzindo o impacto ambiental e
possibilitando a criacao de sistemas renovaveis
para obtencédo destes variados compostos; na
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industria farmacéutica, com a possibilidade de
modificar vias metabdlicas pouco produtivas de
compostos de interesse no desenvolvimento de
farmacos e a utilizagao de diferentes organismos
para expressao de novas vias metabdlicas; na
medicina, sendo a biologia sintética aplicada
no desenvolvimento de terapias génicas e no
combate de agentes etioldgicos biologicos
como virus e microrganismos patologicos; na
industria de alimentos, sendo que a biologia
sintética e a engenharia metabdlica sao
aplicados em microrganismos para obtencéo de
flavorizantes, aromatizantes e diferentes micro e
macro nutrientes; no desenvolvimento de novas
solugbes industriais e outras aplicacdes de
organismos chassis que envolvam detecgao e
sinalizacao, purificac&o e extracao e modificagao
enzimatica de diferentes compostos quimicos.
Outras aplicagbes destas tecnologias poderao
influenciar em varias questbes diarias e trazer
solugbes em campos ainda nao explorados.
Neste trabalho visamos organizar os pontos
relevantes recentes na biologia sintética e
engenharia metabdlica, com exemplos de
aplicacbes destas
académico e no setor produtivo, discutindo
0 presente, e a prospeccéo futura de estado
da arte destas tecnologias e as mudancas de
paradigma que podem trazer para a sociedade.
Este trabalho também pode servir de inspiracéo

tecnologias no mundo

no desenvolvimento de novas combinagdes de
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biobricks e de novos sistemas baseados em engenharia metabdlica e biologia sintética.
PALAVRAS-CHAVE: Biologia sintética, Engenharia metabdlica, biobricks

ABSTRACT: Advances in molecular biology, bioinformatics, systems biology and the
study of genomics, proteomics, and metabolomics have led to the development of two
technological areas with the potential to revolutionize biotechnology as a whole. Both
areas, synthetic biology, and metabolic engineering have been developed and applied to
solve several problems, some examples being: reducing the production costs of higher
value-added chemical compounds in biorefineries, diminishing environmental impact
and enabling the creation of renewable systems to obtain these various compounds; in
the pharmaceutical industry, with the possibility of modifying poorly productive metabolic
pathways of compounds of interest in the development of drugs and the use of different
organisms to express new metabolic pathways; in medicine, in the development of
gene therapies and in the efforts to uphold against biological etiological agents such as
viruses and microorganisms; in the food industry to modify microorganisms to obtain
additives, flavorings and different micro and macronutrients; in the development of new
industrial solutions and other applications of chassis organisms involving detection
and signaling, purification and extraction and enzymatic modification of chemicals
and peptides of interest. Other applications of these technologies may influence
many daily issues and bring solutions in fields not yet explored. In this work we aim
to organize the relevant aspects of synthetic biology and metabolic engineering, with
examples of applications of these technologies by the academic community and the
productive sector, discussing the present, and future state-of-the-art exploration of
these technologies and paradigm shifts that they may bring to society. This work can
also be an inspiration for the development of new combinations of biobricks and new
systems based on metabolic engineering and synthetic biology.

KEYWORDS: Synthetic biology, metabolic engineering, biobricks

BIOLOGIA SINTETICA

A biologia sintética é um novo termo para uma ideia antiga. Em seu livro de
1912, The Mechanistic Conception of Life, o bidlogo alemao-americano Jacques Loeb
propbés que 0s organismos vivos fossem considerados a partir de uma perspectiva
de engenharia - ndo apenas como entidades “projetadas” pela evolucdo, mas como
dispositivos passiveis de intervencéo humana, manipulacao e alteracéo (BALL, 2018).

Essa foi uma visdo nascida em parte por pura ingenuidade. De onde vinha a
vitalidade da vida havia sido um profundo mistério para os cientistas, mas apenas
nas décadas seguintes a proposta de Loeb € que os bidlogos comecaram a perceber
gue as origens surgiam da capacidade da matéria viva de se organizar em escalas
microscépicas. E essa organizacdo se mostrou incrivelmente complicada (BALL,
2018).

As esperancas de total compreensao dos mecanismos de heranca e controle
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genéticos, para levar a compreensao das células e os organismos em termos de sua
maquinaria molecular, deram lugar a uma apreciacao da complexidade desconcertante
dos sistemas vivos (BALL, 2018).

Entretanto, mesmo com os desafios ainda existentes, é possivel intervir na
genética de maneiras que as vezes sao previsiveis. Entende-se muito sobre como
0s genes tendem a funcionar em redes, regulando a atividade uns dos outros para
direcionar o destino da célula. Essa analise dos genomas em termos de redes
funcionais envolvendo feedback, switching e amplificacdo € aquela que soa familiar
aos engenheiros. (BALL, 2018).

Dessa forma, a biologia sintética se caracteriza como um campo tecnolégico
emergente que envolve a construcao orientada por engenharia de entidades biolégicas
cada vez mais complexas para novas aplicagdes. Os principais aspectos de uma
abordagem de engenharia séo a orientacao para propésitos especificos, a percepgéao
profunda dos principios cientificos subjacentes, uma hierarquia de abstracao incluindo
interfaces adequadas entre e dentro dos niveis da hierarquia, padronizacdo e
separacao entre projeto e fabricacdo. A biologia sintética investiga as possibilidades
de implementar esses requisitos no processo de engenharia de sistemas biolégicos
(HEINEMANN; PANKE, 2006).

O advento da biologia de sistemas, o constante desenvolvimento de tecnologias
fundamentais, como a sintese de novo de DNA (TIAN et al., 2004; HEINEMANN;
PANKE, 2006), experimentos importantes, como o redesenho computacional de
enzimas (DWYER, 2004; HEINEMANN; PANKE, 2006), a oportunidade de recombinar
amplamente sistemas utilizando tecnologias como CRISPR-Cas9 (MAO, 2018),
proteinas zinc-finger (DREIER et al., 2001; HEINEMANN; PANKE, 2006) e proteinas
TALENs (WOOD et al., 2011) para reprogramar a especificidade do local de ligagéo ao
DNA, e ainda a disponibilidade de sistemas regulatérios modelo bem definidos para
o design de dispositivos moleculares inspirados em engenharia, fornecem uma base
de conhecimento e tecnologia muito poderosa para a construcao de novas entidades
biolégicas.

Aplicagcbes encorajadoras vém de areas tao diversas quanto o desenho de redes
de genes artificiais (SPRINZAK; ELOWITZ, 2005; HEINEMANN; PANKE, 2006), a
refatoracdo de pequenos genomas (CHAN; KOSURI; ENDY, 2005; HEINEMANN;
PANKE, 2006), a reprogramacao de vias de sinalizacdo (DUEBER, 2003; HEINEMANN;
PANKE, 2006) ou engenharia metabdlica (MARTIN et al., 2003; HEINEMANN; PANKE,
2006). Em conjunto, estas abordagens tém sido referidas como “biologia sintética”.

ENGENHARIA METABOLICA

A engenharia metabdlica € um campo tecnolégico em expansdao que visa
modificar o sistema metabdlico endégeno de um organismo para aproveita-lo em uma
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tarefa biotecnologicamente Gtil como, por exemplo, a produ¢cdo de um composto de
interesse (ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Tem sido um dos objetivos finais da biologia chegar ao mesmo nivel conceitual
e sintético alcangado na quimica, desde o principio das pesquisas em “engenharia
metabdlica” desenvolvidas no inicio dos anos 90. No entanto, as células ainda estéo
longe de serem pequenas fabricas para obtencao de produtos quimicos (WOOLSTON;
EDGAR; STEPHANOPOULOQOS, 2013), sendo que a engenharia metabdlica continua
sendo limitada na sua capacidade sintética, dependendo primariamente da transposicao
de vias metabdlicas de um organismo para outro seguido por otimizacdo desta via
(ERB; JONES; BAR-EVEN, 2017).

Nestes esforcos, diferentes enzimas existentes, de diferentes organismos ou de
diferentes vias metabdlicas conhecidas e que podem ser responsaveis por um passo
especifico de uma nova via metabdlica sintética sdo integradas para realizar uma
determinada tarefa metabdlica com maior eficiéncia ou nova funcionalidade (ERB;
JONES; BAR-EVEN, 2017).

Considerando as modificacdes genéticas baseadas em biologia sintética e
engenharia metabdlica, o aprofundamento do uso de técnicas e ferramentas de biologia
molecular é necessario, tanto para modificagdo no genoma de um microorganismo ou
alterac6es baseadas no uso de plasmideos de expressao.

Ferramentas para biologia sintética e engenharia metabdlica:

Alteragcbes no genoma

Abiologia molecular investiga técnicas de edicdo genética ha décadas. Goldstein
(2017) traz as primeiras definicbes de “engenharia genética” como o conjunto de
técnicas de manipulacdo do DNA que surgem através da clonagem de um gene,
colocando-o em um outro contexto a fim de ser propagado. Contudo, hoje o termo
ganha novos horizontes, sendo utilizado para descrever toda e qualquer atividade que
envolva a manipulacdo de DNA, introducdo de alteracbes em células somaticas de
animais e/ou plantas e alteracbes em células germinativas.

A engenharia genética ganhou volume no inicio da década de noventa. Foi
quando, através da recombinacdo homologa, células tronco embrionarias de ratos
foram intencionalmente modificadas, sendo a primeira vez em que cientistas puderam
selecionar e silenciar genes de interesse (THOMAS e CAPECCHI, 1987) (CAPECCHI,
1989). A partir disso, foi possivel expandir o uso do ratos para gerar modelos de estudo
de doencas humanas (expressando proteinas associadas a doencas através da
substituicdo de genes normais por genes mutados). Embora o sucesso da metodologia,
o desenvolvimento de abordagens alternativas, mais baratas e praticas, tornou-se
necessario para seguir promovendo avang¢os nesse campo de pesquisa.

Cronologicamente, o primeiro mecanismo a surgir em seguida e ser amplamente
utiizado foram as nucleases Zinc-Finger (Zinc Finger Proteins), seguido pelas
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nucleases TALEN (Transcription Activator-like Effector Nuclease) e, mais recentemente,
o complexo enzimatico CRISPR-Cas9 e suas variantes (dCas9, Cas13 e Cas12a) vem
atraindo os olhares de pesquisadores mundo a fora (BATISTA e PACHECO, 2018).

As nucleases Zinc-Finger sao abundantes dominios de ligacdo ao DNA em
eucariotos e consistem de aproximadamente 30 aminoacidos, estabilizada por ions
Zn?*, Estas nucleases sao capazes de reconhecer tripletos de DNA (trechos de no
maximo trés pares de base) e seu funcionamento depende da presenca de um par
de nucleases, um para a regiao upstream e um para a regiédo downstream do sitio de
clivagem, e de uma associagcdo dos dominios a enzima de restricao Fokl, que realiza
a clivagem de fato (BATISTA e PACHECO, 2018) (LISTIK e CARMO, 2016).

A técnica tornou possivel a edicado génica em mamiferos que ndo eram
contemplados pelas técnicas previamente utilizadas. Como contrapontos da técnica
estéo descritos: (i) o alto custo; (ii) a complexidade da técnica e (iii) os altos indices de
clivagem em regibes similares ao alvo (denominadas de off-targets) (FERNANDEZ et
al., 2017).

Mesmo assim, ainda se ha um espaco consideravel para as Zinc-Finger até
os dias de hoje, sendo muito utilizada para a deteccdo de DNA, conforme Batista e
Pacheco (2018) discutem. Jen e Wang (2016) mencionam o uso das proteinas Zinc-
Finger como potenciais marcadores de progresséo de diferentes tipos de cancer em
humanos.

Em 2011, pesquisadores identificaram em Xanthomonas um interessante
mecanismo envolvendo dominios de ligacdo ao DNA (nesse caso, efetores pseudo-
ativador de transcricao (transcription activator-like effectors)) associadas a uma Fokl
(CERMAK et al., 2011). Foi descoberto que as TALENs reconhecem sequéncias de
DNA através de um mecanismo de pareamento de bases envolvendo residuos de
aminoacidos e pares de base especificos (e.g. asparagina-isoleucina reconhece
Adenina) (LISTIK e CARMO, 2016).

As TALENs demonstraram-se vantajosas em relagdo as Zinc-Finger devido ao
baixo indice de off-targets, caracteristica dada pelas especificidades das cadeias de
aminoacidos das TALENSs, que conseguem se ligar a até 20 bases nitrogenadas. Além
disso, enquanto as Zinc-Fingers possuem diversas restricdes de montagem (JOUNG
e SANDER, 2013), ndo se conhece complicagdes na capacidade de interacdo com
sequéncias-alvo das TALENs nem com sua especificidade.

Waredoncas et al. (2018) afirmam que, até os dias atuais, as TALENs mantém-se
no topo das plataformas de DNA mais programaveis e com menos restricbes ao seu
funcionamento. Segundo os autores, o numero de publicacbes que utilizam TALENSs
em suas metodologias ultrapassou substancialmente as publicagcbes que utilizam Zinc-
Fingers ap0s a descoberta e aplicagcao dessa técnica, embora o alto custo monetario
das TALENs impeca seu amplo uso em laboratérios de biologia molecular.

A descoberta de um complexo ribonucleoproteico — CRISPR-Cas9 — tornou a
edicao génica em uma tendéncia de pesquisa. CRISPR é a abreviacao de Repeticoes
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Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), um sistema natural encontrado
nos mecanismos de imunidade em bactérias. As primeiras evidéncias do mecanismo
vieram através do trabalho de Ishino et al. (1987), observando regides espacadoras
e regides de repeticdo no gene lap de Escherichia coli. Nao muito tempo depois, a
atividade da proteina Cas9 (integrada no complexo CRISPR) foi observada envolvendo
a degradacdo de plasmidios ou de fagos invasivos, identificando que as regides
espacadoras sao, na verdade, copias de DNA viral.

A formacdo do complexo CRISPR comeca com a transcricdo de DNA viral
(espacadores) e com a transcricdo das repeticoes que agem como dominios de
regulacao génica. Em seguida, o RNA resultante (crBNA), juntamente com um RNA
transativador (tracrRNA), liga-se a uma endonuclease Cas9, agindo como guia da
enzima até a sequéncia alvo. Apds o pareamento, a endonuclease induz uma quebra
da dupla-fita de DNA para a clivagem da sequéncia alvo.

Os sistemas CRISPR-Cas9 podem ser classificados em duas classes principais,
de acordo com a performance das suas subunidades enzimaticas. A primeira classe
consiste de complexos de multiplas subunidades efetoras de RNA (tipos I, Ill e
V), enquanto que a segunda classe consiste em efetores de RNA com uma unica
subunidade (tipos Il e V) (KHADEMPAR et al., 2018; BARRANGOU et al., 2007).

Acompreenséo desse mecanismo trouxe vantagens na dindmica da edi¢cao génica
por apresentar-se mais especifica e dindmica do que outros mecanismos prévios. A
capacidade de realizar a fusdo do crRNA e do tracrRNA em um unico RNA guia (QRNA)
simplificou 0o uso deste mecanismo, uma vez que, assim, a Unica necessidade para
criar um complexo de interacdo com o DNA é criar um gRNA de interesse que seja
capaz de atrelar-se a Cas9.

Com isso, o baixo custo da técnica aumentou a acessibilidade a tecnologia
pelos laboratoérios de biologia molecular ao redor do mundo. Waredoncas et al. (2018)
evidencia que o CRISPR-Cas9 possui limitacées evidentes, como ainda apresentar
clivagens em regides off-target (similarmente as outras técnicas) e uma alta tolerancia a
interag6es nédo totalmente pareadas. Com isso, surgem tentativas de unificar diferentes
técnicas, como CRISPR-Cas9 + Sistemas Zinc Finger, juntando os monémeros Fokl
a proteinas Cas9 inativadas, tornando o complexo mais especifico e, assim, evitando
off-targets.

Mais recentemente, variagcdes da CRISPR, como a CRISPR-Cas12a (ou Cpf1) e
CRISPR-Cas13a (gerado com gRNAs), oferecem alernativas as limitagdes do sistema
dependente de Cas9 através das particularidades exclusivas de cada variante. Por
exemplo, o sistema Cas12a aparenta ser mais naturalmente especifico do que o Cas9
(KIM et al., 2016), enquanto que a Cas13a apresenta motivos proteicos similares as
TALE, ligando-se cada uma a uma Unica base nitrogenada de RNA especifica (dando
ainda mais especificidade ao complexo).

Com a eficacia e barateamento das técnicas de edicdo génica, principalmente
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com o uso dos complexos CRISPR, crescem as pesquisas buscando mecanismos
cada vez mais especificos de identificacdo e interacdo com uma sequéncia alvo.

As aplicacbes de diferentes técnicas de edicédo génica (figura 1) podem ser
vistas ao longo das décadas de seus usos, como: descobertas de mecanismos de
desenvolvimento e funcionamento da vesicula biliar feitas com o uso de técnicas de
entrega de genes aleatorios (nontargeted gene delivery) (Warejoncas et al., 2018);
geracédo de modelos animais (como de camundongos (Marusugi et al., 2016), ratos
(CHEN et al., 2013) e porcos (He et al., 2015) utilizando zinc-finger, TALEN, CRISPR-
Cas9 e inativacao de genes/edicdo de genes-alvo (e.g. a recriacdo da mutagcdo W no
gene p.C147, associada a doenca renal em ratos (JOHNSON et al., 2017).

Mais recentemente, um polémico caso de pesquisa com embrides humanos virou
o centro das atencdes. He Jiankui, da Universidade do Sul de Ciéncia e Tecnologia da
China, foi capaz de silenciar um gene envolvido na capacidade do virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) de infectar células utilizando CRISPR-Cas9. O controverso
trabalho levantou uma série de questdes éticas, uma vez que ha, ainda, a necessidade
de aprimorar as técnicas de edicdo génica, a fim de evitar efeitos indesejados de
alteracbes no genoma que envolvem a clivagem parcial de sitios alvo, a clivagem
off-target e os efeitos das dele¢des e modificagcdes genéticas a nivel transcricional,
traducional, fisiol6gico e imunoldgico e a possibilidade da herdabilidade das alteracbes
genéticas realizadas - algo que ainda é um desafio evidente para pesquisadores
(REGALADO, 2018).

Os constantes avangos da pesquisa em edi¢cao génica parecem, eventualmente,
levar a edicao de genes em humanos (com o objetivo de resolver problemas ligados
a doencas atualmente sem cura ou tratamento), tornando evidente ndo apenas a
necessidade de aprimorar as técnicas utilizadas, mas de discutir as questdes éticas
por tras dessa aplicacéo.
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Figura 1: sistemas de modificacdo génica utilizados para alteragbes a nivel cromossomal ou
outras aplicacdes de edicao génica in vivo. Adaptado de Warejoncas et al. (2018). Sistemas
representados: (a) Zinc Finger; (b) TALENs e © CRISPR-Cas9.

Alteracoes no nivel de expressao de genes

O silenciamento génico, fenbmeno em que ocorre o bloqueio do processo de
transcricdo, ou degradacdo de RNA transcrito, também conhecido como RNA de
interferéncia (RNAI), € um mecanismo celular que pode ocorrer durante a transcricao
do RNAm (RNA mensageiro). As fungdes vitais de qualquer organismo dependem da
expressao de seus genes, isto €, a partir do DNA os genes s&o primeiro transcritos
para o RNA, e depois traduzidos em proteinas (LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004).

Quando ocorre o silenciamento génico, o RNAI (fragmento de aproximadamente
vinte e um nucleotideos complementares a sequéncia do RNA mensageiro) atua
em conjunto com complexos enzimaticos e leva a degradacdo do RNA alvo ou o
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impedimento fisico do processo de traducédo. Desse modo considera-se que 0 gene
para dado transcrito foi “desligado” (LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004).

A ocorréncia desse mecanismo foi identificada nos mais diversos organismos
eucaridticos, como insetos, fungos, nematodides e plantas. A interferéncia por RNA
ocorre naturalmente nesses organismos, funcionando como uma forma de regulacao
da producéo de proteinas e como mecanismo de defesa contra virus entre outras
funcdes regulatorias (BRANTL, 2002).

Além da utilizacdo de RNAI, outra alternativa que vem sendo estudada € o bloqueio
fisico de regides promotoras utilizando CRISPR-dCAS (a enzima CAS possuindo uma
mutacdo que inibe a sua atividade endonucleasica). Dessa forma, o processo de
transcricao é interrompido antes da elongacgao e formagao do RNAm. CRISPR-dCAS
aparenta ser uma ferramenta mais versatil por poder ser aplicada tanto em eucariotos
guanto em procariotos (XU; Ql, 2019).

Sistemas de silenciamento génico podem ser aplicados na terapia génica,
guando se busca evitar uma delecéo completa de um gene especifico ou apenas uma
modulacgéo na sua expressdo. RNAi também pode ser utilizado no desenvolvimento de
sistemas moleculares de combate a virus de RNA e DNA em seres humanos, animais
e plantas. A modulagéo especifica na expressao de alguns genes também pode ser de
interesse para preparar plantas de cultivo para situagdes de estresse bidtico e abibtico
(BRANTL, 2002; LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004; CULLEN, 2005; XU; Ql, 2019).

Plasmideos e sistemas para expressao extracromossomal

Além dos métodos desenvolvidos para alteracdo gendmica de eucariotos e
procariotos, sistemas de superexpressao e sistemas de switch genéticos (que envolvem
sistemas de sinalizacdo e regulacdo de expresséo de genes repoérter ou ativacéo
de vias metabdlicas) e outros sistemas de delecdo de genes foram desenvolvidos
utilizando fragmentos circulares de DNA, conhecidos como plasmideos ou vetores
(PURNICK; WEISS, 2009).

A utilizacao de plasmideos e vetores de expressao génica foram as primeiras
estratégias exploradas no desenvolvimento de organismos geneticamente modificados
e no desenvolvimento de engenharia metabdlica visando a superexpressao de
proteinas de interesse (BERG; MERTZ, 2010).

Estes plasmideos podem ser encontrados em bancos de dados como Adgene,
Snapgene, iGEM repository, e adquiridos em diferentes empresas, sendo que
no Brasil, pode-se adquirir sequéncias sintéticas inteiras clonadas em diferentes
vetores de escolha pelo valor de R$ 3,00 a R$ 2,00 por par de base dependendo das
especificacoes e do fornecedor.

Geralmente vetores e plasmideos possuem trés regides distintas, essenciais para
seu funcionamento, sendo elas: um sitio de replicacédo, para promover a multiplicagao
do plasmideo no interior da célula chassis; um marcador expresso que atribui uma
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caracteristica especifica a célula do organismo chassis, para posterior selecao de
transformantes; e um sitio de multipla clonagem (MCS) que permite a insercdo de um
fragmento de DNA especifico. Como exemplo tem-se plasmideos para clonagem e
expressao de genes em procariotos que contém uma regiao ori de replicacao de DNA
plasmidial obtida de pBR322, uma regiao para expressédo do gene para [3-lactamase
ampR que atribui resisténcia a antibiéticos como ampicilina e penicilina para selecéo de
transformantes e um sitio de clonagem multipla no interior de uma regiéo codificadora,
expressa sobre um promotor e operador /ac Figura 2 (NOVAGEN, 2018).

; > > ]l

AmpR ori pBR322 Promotor lac MCS

Figura 2: Exemplo de plasmideo ou vetor para clonagem de sequéncias de DNA especifico.
Imagem adaptada de vetor plasmidial pET-11a e desenvolvida utilizando software Snapgene
(GSL Biotech LLC. 2017).

No sitio de clonagem multipla (MCS) pode-se inserir diferentes combinacdes
de partes e biobricks para desenvolvimento de novas fun¢des metabdlicas ou novos
peptideos e moléculas de DNA e RNA com funcdes especificas (NOVAGEN, 2018).

Biobricks, s&o partes partes, como promotores, reguladores, sequéncias de
codificagdo entre outras que séo descritas e utilizadas conforme o sistema de linguagem
aberta em biologia sintética (SBOL) para design de novas combinagdes e sistemas de
expressao. Biobricks funcionam como um repositério de partes de sequéncias de DNA
gue podem ser utilizadas em diferentes combinagdes para novas fungdes (Turing ATE
my hamster LTD. 2018).

Peptideos e suas aplicacoes

Plasmideos e constru¢cdes de biobricks s&o aplicados no design de novas
proteinas e enzimas que vao atribuir uma nova fungdo ou alteracéo para obtencéo
do proprio peptideo purificado ou compostos gerados a partir de vias metabdlicas
obtidas por engenharia metabdlica, ou sistemas de sinalizagdo para interpretacéo de
substancias e proteinas em um meio especifico (PURNICK; WEISS, 2009).
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Considerando a expressao heter6loga de proteinas e sua reformulacéo,
diferentes dominios de enzimas e peptideos inteiros podem ser ligados para formacgéao
de proteinas de fusado. Aplicagdes de uma enzima de fusdo em diferentes conceitos é
explorada na figura 3 (ELLEUCHE, 2014).

Enzimas
A) AW
X . p
Substrato = » & —3 Produto
B) :,:
x =3 Produto
Substrato —p
C)
Substrato w=jp A 9 —3 Produto
Proteina de acoplagem /
Superficie
D)
x Enzima de fuséo
Substrato ; (natural ou artificial)
Produto

Figura. 3 Cascatas de reacdes acopladas em sistemas vivos como paradigmas para modelos
artificiais. A) Acado combinada de trés diferentes enzimas em um compartimento especifico,
como uma célula (natureza) ou em um reator de um Unico recipiente (sistema artificial)
catalisa a conversado de um substrato para formac&o de um dado produto. B) As enzimas
estdo representadas na superficie celular, cell-surface display, (natureza) ou imobilizadas em
particulas (sistema artificial). C) Enzimas sao orientadas por uma proteina de suporte scaffold,
como por exemplo em celulossomas (natureza) ou imobilizadas em uma superficie (sistema
artificial). D) Uma enzima modular composta por trés regides ou dominios cataliticos (natureza)
ou enzimas artificialmente fundidas (sistema artificial) catalisam trés etapas de reacéo. Setas
ilustram uma reacgao hipotética catalisada por trés enzimas para converter um substrato em um
produto. Adaptado de Elleuche (2014).

Além da fusé@o de enzimas e proteinas um processo de evolugcdo e mutagcao
direcionada de genes para proteinas ja conhecidas pode levar a formagcao de vias
metabdlicas sintéticas mais rapidas e eficientes na utilizagcao de substratos especificos,
no desenvolvimento de novas proteinas repérter e cromoproteinas e aprimoramento
de especificidade e capacidade de ligacao de peptideos, aptameros e fragmentos de
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anticorpo voltados a identificacéo de epitopos especificos (ARNOLD, 2017).

Um exemplo complexo para aplica¢cdes destas técnicas sdo o desenvolvimento de
novas vias metabolicas para obtencdo do composto 2,3-butanodiol a partir do substrato
glicerol em células chassis de Klebsiella aerogenes e Escherichia coli. Dentre as
modificacdes aplicadas estao a superexpressado de enzimas para acelerar o consumo
de glicerol e sua conversao em dihidroxiacetona para metabolismo em via metabdlica
de formacé&o de piruvato, a superexpressdo de genes para enzimas envolvidas na
converséao de piruvato em 2,3-butanodiol, a delecdo de genes para enzimas que levam
ao desvio do piruvato para formacéo de outros subprodutos como acetato, etanol
e lactato e a superexpressédo de genes para auxiliar no reciclo de cofatores NAD e
NADH envolvidos nos passos metabdlicos de converséo de glicerol em 2,3-butanodiol
e para manter o balanco redox interno das células chassis em homeostase. Também
€ explorado o uso de proteinas de fusédo para realizar as fun¢des descritas acima, um
destes exemplos foi explorado pelo grupo de pesquisa do laboratorio de biotecnologia
e microbiologia aplicada da Universidade de Caxias do Sul, em que foi realizada
a fusdo das enzimas glicerol desidrogenase (para formacédo de dihidroxiacetona e
NADH) e acetoina redutase (responsavel pela formacao de 2,3-butanodiol e NAD),
esta estratégia visa trazer solugbes para aumento no consumo de glicerol como
substrato, aumento da producéo de 2,3-butanodiol e um mutuo reciclo e reutilizagéo
de cofatores NAD e NADH, levando em consideracéo a aproximacéo fisica de ambas
as enzimas (YANG; ZHANG, 2018).

Exemplos de aplicacoes recentes de engenharia metabdlica e biologia
sintética:

Nos Estados Unidos, uma iniciativa chamada iGEM (genetically engineered
machine) do MIT (Massachusetts Institute of Technology), realiza uma competicéo
anual entre académicos de nivel de graduacdo para fomentar o desenvolvimento
de novos designs e aplicagcdes baseados em biologia sintética e a formacdo de
empreendedores em biotecnologia (PURNICK; WEISS, 2009).

Entretanto, o uso de técnicas e aplicacbes em biologia sintética e engenharia
metabdlica ndo se restringem apenas a academia. Empresas e startups ja vem
desenvolvendo solucdes e produtos baseados nestas técnicas, exemplos de empresas
e startups que alcancaram investimento de 25 a 150 milhdes de ddlares em 2018
estdo representadas na tabela 1 (SYNBIOBETA, 2018).
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Ramo de atuacao ou

Pais de

Startup/Empresa Industria O que faz fundacéo
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Industria farmacéutica/ ) o
Autolus . células T altamente direcionadas, . .
. terapias para . Reino Unido
Therapeutics N controladas e altamente ativas.
tratamento do céancer . .
Engenharia de células T.
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. ) - oy ; o Estados
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raizes de plantas de soja.
Método préprio e sistemas de
- Industria farmacéutica/| modificagcao genética invivo. Terapia
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Therapeutics . ) . Unidos
(single nucleotide polymorphisms)
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. Unidos
medicamentos e tratamentos.
Edicao genética utilizando TALEN
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Agrolndustria/ Industria que aumgntem seu va_Ior nutricional Estados
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alimenticia ~ . Unidos
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produtividade.
Edicao genética de células do
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Inovio _— - . . Estados
. IndUstria farmacéutica | cancerosas e células infectadas com .
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Twist biosciences Biotecnoloaia Sintese de DNA. Producao de genes Estados
9 sintéticos. Unidos
Evolucgéo direcionada de proteinas
e enzimas para aumento de Estados
Codexis Biotecnologia especificidade e atividade catalitica .
0~ . Unidos
entre outras atribuices. Protein
engineering
Poseida Industria farmacéutica Modificacdes genéticas em células Estados
Therapeutics CAR-T. Targeted immunotherapies. Unidos
Desenvolvimento de microorganismos
de microbioma, geneticamente
modificados, utilizando engenharia
metabolica para produgao de
Svnlogics Biotecnologia/Industria compostos para tratamentos especificos Estados
yniog farmacéutica a partir de um sistema génico de Unidos

circuitos para sinalizar ativagéo ou

inativacéo destas vias metabdlicas

dependendo de sinais moleculares
presentes no intestino.

Tabela 1: Empresas e startups que utilizam o conceito de biologia sintética e que alcancaram
investimento de 25.000.000,00 US$ a 150.000.000,00 US$ em 2018 (SYNBIOBETA, 2018).
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Os Estados Unidos lideram a inovagcéo e formacado de empresas em biologia
sintética, sendo que se destacam sua aplicagao naindustria alimenticia, na agroindustria
e na medicina e industria farmacéutica (SYNBIOBETA, 2018).

Outras aplicagdes que também vem sendo exploradas sao o desenvolvimento de
microrganismos para producao de combustiveis e outros compostos com aplicagéo na
industria quimica e de polimeros (SYNBIOBETA, 2018).

Acesso a capital para empreendedorismo em biologia sintética e biotecnologia

No Brasil, a iniciativa privada também tem voltado sua atencdo para o
desenvolvimento de startups no setor de biotecnologia, sendo que aplicacbes
em biologia sintética sdo de areas de interesse de agéncias financiadoras como
FINEP (Agéncia financiadora de inovacédo e pesquisa) e StartupBrasil do CNPq
(Conselho nacional de desenvolvimento cientifico e tecnologico). Outros incentivos
ao empreendedorismo em ciéncias da vida vém de programas como BioStartupLab,
que busca auxiliar pesquisadores e cientistas empreendedores ou levar solucoes
desenvolvidas na academia para o mercado. Outro espaco em expansao no incentivo a
stratups e empresas de biotecnologia s&o os pélos, parques e incubadoras tecnologicas
nas universidades e instituicbes de pesquisa brasileiras.

Além dos incentivos nacionais, outros programas internacionais buscam startups
de biologia sintética e biotecnologia para investimento em seed capital como 0s
programas Rebelbio do Reino Unido e Indiebio dos Estados Unidos, ambos oferecem
investimento inicial de 200.000,00 £ a 250.000,00 US$ mais experiéncia, mentoria e
aceleracéao de negocios em biotecnologia.

CONCLUSOES

O desenvolvimento da biologia sintética e suas aplicagcdes vem crescendo tanto
no ambito académico quanto no setor produtivo trazendo solu¢des para diversos
problemas. A aplicacéo dos conceitos de engenharia na biotecnologia e a construcao
de sistemas baseados em switch génicos podem simplificar e padronizar a construcao
destes sistemas complexos, tornando sua aplicagdo e entendimento mais acessivel
para académicos, engenheiros e empreendedores em biotecnologia. Considerando
os exemplos abordados neste trabalho, fica claro a lideranga dos Estados Unidos no
fomento a biologia sintética e a sua lideranca em captacéo de capital para empresas
deste ramo. No Brasil, apesar dos esforgos recentes, o ecossistema de desenvolvimento
em biologia sintética e engenharia metabdlica permanece embrionario, apesar das
possibilidades e vantagens nacionais envolvendo a bioprospeccéo de organismos de
interesse, sendo o Brasil o pais mais biodiverso do mundo. Os exemplos apresentados
neste trabalho também podem servir de inspiracéo para académicos e pesquisadores
para o desenvolvimento de startups para atender o mercado nacional de biotecnologia.
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