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Engenharia genética pode ajudar a prevenir e curar o cdncer de mama

cancer de mama € um dos males que mais
aflige a populacao feminina em todo o
mundo. A cada ano, 182 mil mulheres sao
diagnosticadas com cincer de mama e,
dessas, 43 mil morrem. Apesar de ser uma |
enfermidade com grandes chances de cura, [0
quando detectada no inicio, ainda € a pior ameaca para as
mulheres brasileiras, pois € o tumor maligno feminino de
maior incidéncia e mortalidade no pais. Nos ultimos 20 °
anos, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do
Cancer), a mortalidade por cancer de mama cresceu cerca
de 60%. A taxa de incidéncia desse cancer no Brasil foi
estimada em 40,7 casos para cada 100 mil mulheres e a de
mortalidade em 10,3 para o mesmo numero de mulheres.
As causas para o aumento da incidéncia dessa doenca nas
ultimas décadas estao associadas aos estresses da vida
moderna e 2 mudanca de comportamento das mulheres,
que hoje ocupam grande parte do mercado de trabalho e consomem em muito
maior quantidade substancias nocivas, como cigarros e bebidas alcodlicas.
A engenharia genética pode ser um caminho promissor para a preven¢ao
e a cura de muitas enfermidades, inclusive do cancer de mama. Diante disso,
a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa, através da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, uma de suas 40 unidades de
pesquisa, localizada em Brasilia, DF; a Universidade de Campinas (Unicamp);
a Universidade de Brasilia (UnB) e a Universidade de Montevidéu, no
Uruguai, se uniram para desenvolver variedades de soja transgénica com
anticorpos anticancer contra o cancer de mama. Essas variedades serao
utilizadas para producao de farmacos que atuarao na prevencgao e diagnostico
da doenca e terao também potencial terapéutico, mesmo com o cancer em
estagio avancado.. E importante ressaltar que elas nao serdo usadas na cadeia
alimentar, mas apenas como medicamentos
Os anticorpos monoclonais para uso clinico movimentam mais de US$
1 bilhdo nos EUA. No Brasil, a utilizacao desses anticorpos na area médica
ainda € pequena. O principal anticorpo monoclonal usado clinicamente € o
anti-CD3, que atua na prevencao da rejeicao decorrente de transplantes de
orgaos. O Instituto Butanta, de Sao Paulo, produz e distribui esse medicamen-
to no Brasil. Os métodos e estratégias para producao de novos anticorpos
evoluiram, incorporando a manipulacao genética, e a flexibilidade nessa
manipulacio fez desses anticorpos produtos de alto valor econémico e com
grandes perspectivas de utilizacao, especialmente para a prevencio e
tratamento de algumas enfermidades.
Para falar sobre essa pesquisa e outras questoes relacionadas ao
desenvolvimento de produtos transgénicos no Brasil, a revista BIOTECNO-
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LOGIA, CIENCIA & DESENVOLVI-
MENTO entrevistou o pesquisador
da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Elibio Rech. Durante
a entrevista, ele ressaltou os benefi-
cios que a tecnologia do DNA re-
combinante pode trazer para as are-
as de saude e de alimentacao, atra-
vés da expressao de proteinas de
interesse em plantas e animais, que
passarao a atuar como biofabricas, o
que certamente barateard os custos
de producao, além de possibilitar a
producao em larga escala. Elibio
enfocou ainda questdes polémicas e
atuais, como a rotulagem dos produ-
tos transgénicos, entre outras. Ve-
jam agora a entrevista:

BC&D — Em que ponto de
desenvolvimento estd a pesquisa
para producio da soja transgéni-
ca com o anticorpo anticancer
de mama?

Elibio Rech - A pesquisa estd
em estagio avancado. Ja temos se-
mentes de soja em nossos laboratori-
os produzindo 25 mg de anticorpos
em uma semente, o que € um indice
muito bom. A estimativa € produzir
alguns quilos do anticorpo em ape-
nas um hectare. O proximo passo €
purificar as sementes (fazer um ex-
trato a partir da semente, no qual s
o anticorpo € isolado) e envia-las ao
Instituto Pasteur para avaliacao so-
bre o potencial dessas sementes con-
tra o cancer de mama. Eu acredito
que essa etapa esteja pronta até o
segundo semestre de 2004.

BC&D - Como foi feito o pro-
cesso de transformacio genética
dessa soja?

Elibio Rech - Os anticorpos
inseridos nas plantas de soja foram
isolados na Universidade de Monte-
vidéu a partir de camundongos. De-
pois, eles passaram por um proces-
so conhecido como “humanizacao”,
ou seja, fazer com que sejam aceitos
por seres humanos [A utilizacao de
farmacos a base de anticorpos re-
combinantes vem se tornando uma
realidade em todo o mundo]. Os
produtos humanizados também ji
ganham volume no mercado. Nos

EUA, varios anticorpos humaniza-
dos ja foram liberados pelo FDA
(“Food and Drug Administration”) e
um grande nimero se encontra em
fase de testes clinicos, o que indica
que nos proximos dez anos, o mer-
cado devera estar repleto desses
anticorpos de tltima geracao. A pers-

“0 objetivo é desenvolver plantas e
animais que atuem como biofdbricas,
ou seja, que expressem caracteristi-
cas de interesse para os seres huma-
nos e os animais.”

pectiva € de que a tecnologia de
anticorpos recombinantes venha a
fornecer insumos para diversas are-
as da medicina, que incluem desde
agentes imunomoduladores até va-
cinas recombinantes. Essa tecnologia
tem sido utilizada no tratamento de
doencas graves como o cancer € a
AIDS, além da prevencao de doen-
cas bacterianas. E importante ressal-
tar que o dominio de técnicas de
manipulacao genética foi fundamen-
tal para a selecao, redefinicio e
humanizacao desses anticorpos.

“... esses fragmentos, conhecidos como
anticorpos modernos, conseguem pene-
trar os tumores solidos e praticamente
ndo causam efeitos colaterais.”

A insercao dos genes nas plan-
tas de soja foi feita pela nossa equi-
pe da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, que ja domina as
tecnologias de transgenia. Além de
agregar valor a soja, uma das nos-
sas maiores preocupacoes € barate-
ar os custos de producao dos
farmacos a base de anticorpos. A
producao de anticorpos recombi-
nantes em plantas apresenta um
grande potencial biotecnolégico
devido ao baixo custo de producao
e a facilidade de introducao do
transgene.

BC&D — De que maneira a
engenharia genética pode inten-
sificar a utilizacio de anticorpos
no Brasil, ja que apresentam bom
potencial para cura de muitas en-
fermidades?

Elibio Rech - A utilizacao de
anticorpos sempre mostrou bom po-
tencial para o diagnostico e trata-
mento de muitas doencas, mas anti-
gamente eles tinham que ser utiliza-
dos em sua forma integral, o que
onerava e dificultava o processo. A
engenharia genética tornou possi-
vel a geracao de anticorpos recom-
binantes, desenvolvidos em labora-
torio, que se constituem em peque-
nos fragmentos capazes de expres-
sar suas caracteristicas de interesse
nas plantas. Além de diminuirem os
custos do processo, esses fragmen-
tos, conhecidos como anticorpos mo-
dernos, conseguem penetrar os tu-
mores solidos e praticamente nao
causam efeitos colaterais. Por isso,
eu acredito que esse € um dos cami-
nhos mais promissores da medicina
no futuro. A tecnologia de desenvol-
vimento dos anticorpos monoclo-
nais recombinantes e sua eficiéncia
ja estao mais do que comprovados,
mas € preciso desenvolver a sua
producao em larga escala a custos
menores. Os produtos a base de
anticorpos existentes hoje no mer-
cado brasileiro, como o Zenapax e a
Herceptina tém custos muito altos e
sao inacessiveis para a maior parte
da populacao.

BC&D — Existem outras pes-
quisas nessa linha sendo desen-
volvidas no Brasil?

Elibio Rech - A manipulacio
genética pode ser uma boa opc¢iao
para reduzir os custos e otimizar a
producao de medicamentos. E, por
isso, o desenvolvimento das plantas
de soja com os anticorpos anticancer
nao sao a unica pesquisa da Embrapa
nessa linha. Na verdade, a Empresa,
através de trés de suas unidades de
pesquisa — Embrapa Recursos Gené-
ticos e Biotecnologia, Embrapa
Instrumentacao Agropecudria (Sao
Carlos, SP), e Embrapa Soja (Londri-
na, PR) —a Unicamp, a Universidade
de Brasilia (UnB), a Universidade de
Sao Paulo (USP), a Universidade de
Montevidéu e o Instituto Butanta for-
maram uma rede para producao de
biomoléculas voltadas para a saude
humana e animal. O objetivo é de-
senvolver plantas e animais que atu-



em como biofdbricas, ou seja, que
expressem caracteristicas de interes-
se para os seres humanos e os ani-
mais. Atualmente, além das plantas
de soja com os anticorpos anticancer,
estao sendo desenvolvidas também
plantas de soja com o horménio do
crescimento humano; dois outros an-
ticorpos com a UnB; alface e tomate
transgénicos com uma proteina anti-
diarréica; além de animais transgéni-
cos com caracteristicas de interesse
no leite. Dessas pesquisas, a que esta
em fase mais adiantada é a soja
transgénica com os anticorpos contra
o cancer de mama.

E muito importante ressaltar que
nenhuma dessas plantas vai fazer
parte da cadeia alimentar. Todas
elas serao utilizadas para a produ-
cao de farmacos.

BC&D - Recentemente, a
midia divalgou amplamente uma
pesquisa baseada na utilizacao de
proteinas da teia de aranha e que
pode beneficiar varios setores da
industria. Em que estagio se en-
contra essa pesquisa?

Elibio Rech — Essa pesquisa é
muito interessante e esta sendo
conduzida em parceria com o Insti-
tuto Butanta, Universidade de Sao
Paulo (USP), Unicamp e com a
Embrapa Instrumentacao Agropecu-
aria, em Sao Carlos, SP. Trata-se do
estudo das proteinas que compoem
as teias de aranhas e que pode ser a
chave para incrementar diversos
setores da industria, além da area
médica. A pesquisa na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia
esta sendo conduzida por mim e
pelo pesquisador Francisco Aragao,
além dos técnicos e estudantes que
compoem a nossa equipe. A mani-
pulacao das proteinas encontradas
nas teias de algumas aranhas brasi-
leiras permitiu entender o funciona-
mento das folhas alfa e beta, que sao
as responsaveis pela rigidez e elas-
ticidade dos fios. Esse estudo vai
gerar beneficios para a industria de
vestudrio, através da fabricacao de
novos tipos de tecidos, sem falar na
area médica, que vai poder contar
com fios mais finos e resistentes,
muito Gteis para a sutura. A pesquisa

ainda esta em fase inicial. No mo-
mento, estamos empenhados na
busca de genes que sao expressos
nas glandulas das aranhas brasilei-
ras, com o objetivo de formar um
banco genético na Unidade. Algu-

“0 que eu acho que existe é uma certa
inércia da inddstria para a criagdo de
novas fdbricas, que hoje sio muito ne-
cessdrias em funcdo da descoberta cada
vez mais dgil de novas moléculas, oriun-
das da biodiversidade, e em alguns ca-
sos até a partir de fitoterdpicos.”

mas espécies potencialmente inte-
ressantes ja foram coletadas e en-
contram-se no Butanta.

BC&D — O grande avanco da
industria farmacéutica, que se en-
contra em poder das multinacio-
nais, tem feito com que as pesso-
as se esquecam do grande poten-
cial dos remédios fitoterapicos.
Na sua avaliaciio, os produtos ge-
neticamente modificados com
propriedades medicinais podem

“... essa tecnologia de plantas transgé-
nicas vai exatamente ao encontro de
uma demanda da sociedade, que é a
redugdo da utilizagdo de defensivos qui-
micos com a conseqiiente redugdo de
seus efeitos para o meio ambiente. Ndo
existe nenhum antagonismo entre os
transgénicos e 0 meio ambiente, muito
pelo contrdrio.”

vir a sofrer algum tipo de boicote
por parte dessas grandes empre-
sas que, potencialmente, perde-
riam mercados?

Elibio Rech — Essa questao tem
dois pontos importantes, que de-
vem ser enfatizados. Um se refere
aos medicamentos fitoterapicos, que
tém sido utilizados principalmente
por comunidades locais e indigenas
com sucesso porque 0s povos des-
sas comunidades detém o conheci-
mento tradicional e conhecem os
efeitos e formas de utilizacao das
plantas medicinais. Mas, do ponto
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de vista da medicina, o ideal € que
esses produtos passem por testes
cientificos para que se conhecam a
fundo as suas propriedades medici-
nais. Muitos deles nao apresentam
nenhum efeito do ponto de vista da
ciéncia e os seus resultados sao
puramente de carater somatico. Os
fitoterapicos e seus efeitos precisam
ser estudados. Dai a importancia da
ciéncia e da tecnologia, que
disponibilizam as ferramentas ne-
cessarias para estudar e conhecer as
aplicacoes de diferentes produtos
oriundos de plantas.

O segundo ponto esta relacio-
nado a industria farmacéutica. Eu,
particularmente, nao acredito em
boicote. O que eu acho que existe €
uma certa inércia da induastria para a
criaciao de novas fabricas, que hoje
sao muito necessarias em funcao da
descoberta cada vez mais agil de
novas moléculas, oriundas da biodi-
versidade, e em alguns casos até a
partir de fitoterapicos. As empresas
teriam que mudar toda a sua estrutu-
ra e até que ponto serd que elas
estdo interessadas nessa vantagem
comercial e vao estimular o estabe-
lecimento de novas fabricas? Na ver-
dade, o cendrio mundial hoje se
constitui de sistemas ja estabeleci-
dos para producao de proteinas re-
combinantes, como por exemplo, a
vacina da hepatite B, a insulina e o
hormoénio do crescimento humano,
entre outros. Essas proteinas sdo
vendidas na farmacia, mediante pres-
cricdo médica. Elas ja existem no
mercado, sao fabricadas por diver-
sas empresas € estao a disposicao
dos consumidores.

A tecnologia do DNA recombi-
nante permite a geracao de novas
moléculas oriundas da biodiversi-
dade em ritmo cada vez mais acele-
rado. Por exemplo, nos estamos
testando, em parceria com a USP,
uma nova molécula chamada
gomesina, um peptideo isolado de
uma aranha, e que tem potencial
contra bactérias e, por isso, pode
ser usado para a fabricacao de anti-
bioticos, e € eficiente também con-
tra alguns fungos. O nosso objetivo
¢ desenvolver um sistema para
expressa-la porque até hoje ela nun-
ca foi expressa em nada, a nao ser



na aranha. Estamos buscando for-
mas para expressa-la em plantas ou
no leite de animais. Mas esse ¢&
apenas um exemplo de um merca-
do que esta em expansao porque
novas moléculas potencialmente in-
teressantes estao sendo constante-
mente descobertas e precisam ser
produzidas. Existem algumas fabri-
cas de producido ja estabelecidas,
mas sdo muito caras e ja estao
atingindo o seu limite de producao.
Entdo tém que ser criadas novas
fabricas, o que pressupoe grande
investimento, ja que a montagem
de cada uma delas envolve milhoes
de dolares. A possibilidade de
produzi-las em biofdbricas -plantas
ou animais — reduz os custos de
producao e, conseqientemente, do
produto final. Pelo que eu sei, ja
existe em nivel internacional um
reconhecimento por parte das in-
dustrias de que muitas moléculas
estao chegando e que as fabricas ja
estabelecidas nao serao capazes de
produzi-las. Os sistemas de expres-
sao alternativos, como as biofabri-
cas, também jd sao reconhecidos
pela industria como uma potencial
solug¢ao para suprir a demanda a
custos mais baixos, mas como eu
disse anteriormente, ainda existe
uma certa inércia em mudar toda a
estrutura ja existente.

BC&D — As vacinas transgéni-
cas podem ajudar a controlar ou-
tras doencas que afligem a popu-
lacio mundial, como a gripe e a
tuberculose?

Elibio Rech — Sem duvida. E
importante lembrar que cada caso €
um caso, mas existem duas aplica-
¢coes basicas. A primeira € a produ-
¢ao de medicamentos em larga esca-
la. A grande vantagem da producao
em planta € que nao hid o perigo de
contaminag¢ao, como aconteceu com
a doenca da vaca louca, por exem-
plo. Se o horménio do crescimento
humano for produzido em planta,
depois de purificado, o ser humano
pode ter seguranca total de que nao
serd contaminado por nenhum vi-
rus. Mas quando € produzido em
animais, o controle na purificacao
tem que ser muito mais rigido, ja que

normalmente o processo € feito com
mamiferos e nés também somos ma-
miferos, entao ha mais chance de
que microrganismos passem para as
moléculas. Logo, a producao dessas
moléculas em plantas € uma segu-

“Hoje existe a nogdo errada de que tudo
que é natural é bom. Nem sempre é
assim. Enquanto a atengdo da socieda-
de estd desviada para os produtos trans-
génicos, que hoje sdo os viloes de plan-
tdo, os produtos orgdnicos sdo aceitos
sem restrigoes, quando deveriam ser
muito mais questionados.”

ranca adicional para o consumidor.
Mas, se todas as regras de seguranca
forem seguidas a risca, o processo
pode ser feito também com animais
e bactérias sem riscos para os seres
humanos. No caso de vacinas, a
situacao € um pouco diferente, ji
que sao feitas na maior parte em
plantas. Mas ha um ponto que eu
gostaria de enfatizar novamente: ne-
nhum desses produtos vai entrar na
cadeia alimentar. Serao utilizados

“... a rotulagem vai enfrentar algumas
dificuldades, como controlar alimentos
que sdo vendidos em lugares alternati-
vos. Como saber, por exemplo, se a
pamonha vendida na beira da estrada
¢ feita a partir de milho transgénico?”

somente como farmacos. Eles vao
integrar a cadeia de medicamentos,
o que implica alguns cuidados espe-
ciais, como por exemplo, no trans-
porte, que tem que ser feito em
caminhao fechado para nao correr o
risco de que alguma planta de soja
caia na estrada e possa ser plantada.
Quanto as plantas-vacinas transgeé-
nicas, ha ainda outra questao impor-
tante a ser ressaltada: elas nunca
serdo vendidas em feiras ou como
fitoterapicos. Serao vendidas na far-
macia, como medicamentos, sob
prescricio médica. E claro que por
exemplo o alface transgénico para
combater a leishmaniose nao sera
vendido em folha na farmacia. As
folhas serao liofilizadas (processo

em laboratorio pelo qual se transfor-
ma a folha em p6), quantificadas,
padronizadas e colocadas dentro de
capsulas para serem vendidas.

BC&D-Enquanto se fala mui-
to das plantas transgénicas, des-
via-se a discussiao dos males cau-
sados pelos agrotoxicos tanto
parao meioambiente quanto para
a saide da populacio. Vocé con-
corda?

Elibio Rech — Sem duvida, con-
cordo, claro. A questao € a seguinte:
essa tecnologia de plantas transgé-
nicas vai exatamente ao encontro de
uma demanda da sociedade, que € a
reducao da utilizacao de defensivos
quimicos com a conseqiiente redu-
cao de seus efeitos para o meio
ambiente. Nao existe nenhum anta-
gonismo entre os transgénicos e o
meio ambiente, muito pelo contra-
rio. Uma questao, entretanto, que
deve ser amplamente debatida pela
sociedade, e nao tem sido, € com
relacao aos produtos organicos. Por
que? A base desses produtos € o
esterco. E o esterco, tanto de gali-
nha, quanto de bovinos normalmen-
te apresenta grande quantidade de
antibidticos, principalmente no caso
das aves, que ficam depositados no
solo. Os produtos organicos, como
qualquer outra tecnologia, tém que
ser devidamente regulamentados, o
que nao tem acontecido no Brasil,
onde sao vendidos livremente em
feiras, sem nenhum tipo de selo. Em
alguns lugares, como supermerca-
dos e em grande parte das feiras de
Sao Paulo, esses produtos ja sao
regulamentados, mas na maior parte
dos estados brasileiros, isso nao
acontece. Entao,eu acho que a po-
pulacao se engana redondamente
com relacdao aos alimentos organi-
cos, por exemplo, que podem ser de
alto risco se nao forem fiscalizados.
Hoje existe a no¢do errada de que
tudo que € natural € bom. Nem
sempre € assim. Enquanto a atencao
da sociedade estd desviada para os
produtos transgénicos, que hoje sao
os viloes de plantao, os produtos
organicos sao aceitos sem restri-
¢oes, quando deveriam ser muito
mais questionados.



BC&D — Na sua avaliacio,
quais as vantagens praticas e po-
tenciais que as plantas transge-
nicas tém em relaciao as conven-
cionais?

Elibio Rech — Depende, a situ-
acao deve ser avaliada caso a caso.
Mas no contexto atual podem ser
ressaltadas as seguintes caracteristi-
cas: tolerancia a herbicidas, resis-
téncia a insetos e virus, e modifica-
¢ao da qualidade protéica. A quali-
dade nutricional beneficia direta-
mente o consumidor. As outras nao,
beneficiam o produtor através da
reducao de custos de producio;
melhor competitividade no merca-
do externo e a reducao no uso de
defensivos agricolas. Sem falar nos
beneficios para o meio ambiente. O
agronegocio € que tem impulsiona-
do esse pais. Entao, ¢ fundamental
integrar tecnologia ao sistema de
producao de alimentos.

BC&D — As sementes devem
ser consideradas patrimonio da
humanidade. No seu ponto de
vista, esses mesmos principios po-
dem ser empregados também no
caso das sementes transgénicas?

Elibio Rech — Veja bem, s6
para fazer uma comparacao. A nossa
Lei de Protecao de Cultivares da
prerrogativa ao produtor — especial-
mente para o pequeno, que so usa
aquela semente para o seu sustento
— de comprar a semente, plantar,
colher e utiliza-la no ano seguinte
novamente. Entao, ele nao precisa
comprar. Nos EUA, a legislacao nao
oferece essa prerrogativa e, por isso,
as sementes tém que ser compradas
todos os anos. E claro que as situa-
¢oes dos dois paises sao completa-
mente diferentes. Nos EUA, a agri-
cultura é extremamente subsidiada,
além de outras vantagens. Mas o
ideal seria que o agricultor brasileiro
também pudesse comprar as semen-
tes todos os anos porque a qualida-
de da semente se torna bem melhor.
Entao, respondendo a pergunta, &
claro que qualquer tipo de semente
representa uma agregacao de valor
e soberania para os paises. Nao sei
como essa situacao vai ficar no futu-

ro, mas hoje, com a Lei de Protecao
de Cultivares, € possivel fazer um
mapeamento da planta, de forma
que se alguém utiliza-la no futuro, a
pessoa que a desenvolveu tem como
localiza-la e cobrar o que € devido.

“Os transgénicos no Brasil foram colo-
cados no banco do réus, sem nenhuma
acusaco concreta. Ou seja, estdo se-
guindo o caminho inverso ao aceitdvel:
sdo culpados até que se prove sua ino-
céncia. Como é que uma sociedade pode
evoluir nesse sentido?”

Entao, eu acho que sim, tanto faz se
a semente for transgénica ou nao.

BC&D — A SBPC (Sociedade
Brasileira para o Progresso da Ci-
€ncia), em texto publicado a res-
peito de OGM’s diz que: “a intro-
ducio de OGM’s na cadeia de pro-
ducio de alimentos para uso hu-
mano requer adivulgacio através
da rotulagem de cada produto,
dando informacoes detalhadas e
compreensiveis. Como vocé ana-
lisa essa questao?

Elibio Rech — A rotulagem ¢é
um direito do consumidor. E € uma
questao que o pais deve decidir. Se
o Brasil decidir rotular, tudo bem.
Mas para mim essa nao € a questao
principal. O fato de o produto ser
rotulado nao diz se ele € seguro. E
€ isso o que o consumidor deve
saber de fato: se os produtos que
chegam as prateleiras dos super-
mercados sao seguros. Além disso,
€ importante que as pessoas sai-
bam que a rotulagem vai enfrentar
algumas dificuldades, como con-
trolar alimentos que sao vendidos
em lugares alternativos. Como sa-
ber, por exemplo, se a pamonha
vendida na beira da estrada ¢é feita
a partir de milho transgénico? Nos
EUA, onde a populacdo confia nos
orgaos de fiscalizacao e regulamen-
tacdo, os produtos nao sao rotula-
dos. A sociedade nao exigiu isso.
Entao, o que eu acho € que a soci-
edade tem que confiar em duas
instancias: primeiro, nos cientistas.
Segundo, nas instituicoes de regu-
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lamentacao e fiscalizacao federais
e estaduais. A sociedade deve exi-
gir seguranca. Eu participei recen-
temente de um semindario internaci-
onal em Sao Paulo, no qual foi
levantada uma questao muito inte-
ressante: nos EUA, todo produto é
seguro até que se prove o contrario;
na Franca, € o contririo. Ji no
Brasil, a situacao ¢ inédita, pois
aqui os produtos transgénicos sao
SEgUros € inseguros, 40 mesmo tem-
po. Isso porque a polarizacao — a
favor e contra esses produtos — faz
com que sejam taxados de seguros
por um grupo e de inseguros por
outro. E o consumidor fica perdido
no meio, sem saber o que fazer. Os
transgénicos no Brasil foram colo-
cados no banco do réus, sem ne-
nhuma acusacdo concreta. Ou seja,
estao seguindo o caminho inverso
ao aceitavel: sao culpados até que
se prove sua inocéncia. Como € que
uma sociedade pode evoluir nesse
sentido? A sociedade brasileira tem
que confiar mais nas suas institui-
coes. Se nao existe essa confianca,
entdo o problema € mais sério e
transcende os produtos transgéni-
cos. Nesse caso tem que haver co-
branca, pressao para que as autori-
dades melhorem o sistema, como
por exemplo, com a contratacao de
mais fiscais. Por outro lado, eu acho
que essa discussao sobre os produ-
tos transgénicos € muito importan-
te para a nossa sociedade porque é
um exercicio de avaliacao critica.
Esses produtos abriram o caminho
para que qualquer nova tecnologia
que venha a “bater a nossa porta”
daqui pra frente seja questionada.
Eu tor¢co para que a sociedade
direcione brevemente esse questio-
namento para os produtos organi-
cos, como eu ja disse no inicio
dessa entrevista. Sera que sao tao
naturais assim? O aprimoramento
do senso critico em uma sociedade
s6 traz beneficios. A discussao soci-
al é sempre muito saudavel, mas a
populacao deve ficar atenta porque
o que nao € nada saudavel é excluir
o Brasil da tecnologia de desenvol-
vimento de produtos transgénicos,
que € fundamental para o seu de-
senvolvimento e competitividade
internacional. *
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Predicdo do Potencial
de Alergenicidade em
0GM:s - estudo de caso

Gene da capa protéica de Papaya ringspot virus em mamoeiro transgénico

Alergia, biosseguranca de
OGMs e uso de
Bioinformatica na
predicao de proteinas
alergénicas

Um dos pontos principais para a
garantia de biosseguranca de alimentos
geneticamente modificados (OGMs), tam-
bém conhecidos como transgénicos, é a
avaliacao do potencial de alergenicidade
das proteinas codificadas pelos genes
inseridos. Modificacdes genéticas po-
dem afetar a alergenicidade dos OGMs
de duas formas principais: pela introdu-
cao dealérgenos ou pela modificacio do
nivel ou da natureza de alérgenos intrin-
secos. Os alérgenos podem ser introdu-
zidos pela expressao de proteinas trans-
génicas, uma vez que as proteinas tém
sido apontadas como agentes causado-
res de diversas alergias (alimentar,
esporos, polen, etc.) (Kleter et al., 2002).

O potencial de alergenicidade de
uma proteina nao é um parametro facil-
mente previsivel, sendo dependente da
diversidade genética e da variabilidade
da resposta de IgEs ! especificas. Dada a
falta de previsibilidade da alergenicida-
de, faz-se necessario obter evidéncias
que minimizem as davidas quanto ao
potencial alergénico da proteina em
questido, o que ¢ feito mediante um
processo de acessar riscos compostos de
diversos passos (European Comission,
2003).

Em 2001, a FAO e a OMS defini-
ram como arvore de decisio para
alergenicidade (Ver anexo) uma série
de condic¢oes que definem o potenci-
al alergénico de uma nova proteina
introduzida em alimentos genetica-
mente modificados. Esse enfoque uti-
liza estratégias que investigam a fonte
do gene, a homologia da seqtiéncia
com alérgenos conhecidos, as rea-
coes de associacido com IgEs de fonte
sorologica de individuos alérgicos e
investiga algumas propriedades fisi-
co-quimicas da proteina codificada
pelo gene introduzido.

A analise bioinformatica das se-
quiéncias é fundamental para detectar
e prever propriedades estruturais, re-
acoes adversas e o potencial de aler-
genicidade dessas proteinas. A FAO e
a OMS recomendam uma padroniza-
¢ao nas metodologias utilizadas para
a arvore de decisao.

A comparacao das seqliéncias de
interesse com bancos de dados de
alergénicos como o Structural Database
of Allergenic Proteins - SDAP (http://
fermi.utmb.edu/SDAP/index.html), e
outros servidores disponiveis na
internet, usando algoritmos de buscas
comparativas como o FASTA e BLAST,
é o método internacionalmente reco-
nhecido para tal deteccao. O método
atual permite encontrar medidas de
similaridade e/ou identidade com pro-
teinas conhecidas como alergénicas.

I A principal barreira imunologica a proteinas estranbas é a secrecdo de moléculas IgA, no
interior do intestino, a qual se complexa com as proteinas estranbas e bloqueia a sua absor¢do.
As proteinas estranbas que conseguem chegar a circulacdo sdo recebidas por anticorpos da
classe IgA e IgG, os quais sdo eliminados do organismo pelo sistema reticulo endotelial. Pessoas
normais geram anticorpos da classe IgA, IgM e IgG em mintisculas quantidades em reagdo a
antigenos alimentares. Reacoes mediadas por IgE liberam bistamina, prostaglandinas e
leucotrienos, produzindo uma reagdo alérgica tipica imediata, com sintomas que aparecem em
minutos.

Reagoes ndo mediadas por IgE produzem os sintomas em horas ou dias. Reacoes ndo mediadas
por IgE e de mecanismo desconbecido causam um aumento da reatividade a um determinado
alimento sem o envolvimento do sistema imune, as quais chamamos de intolerdncia alimentar.
(Theron G. Randolph: An Alternative Approach to Allergies - The New Field of Clinical Unravels
the Environmental Causes of Mental and Physical Ills. Harper & Row, Publishers, New York, 1989).
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Figura 1 .Alinhamento de seqiiéncias de aminodcidos das proteinas capsidicas dos
isolados brasileiro (BR) e havaiano (HAS-1) de Papaya ringspot virus (PRSV) utilizados
como doadores de gene ¢p para a produc¢io dos mamoeiros transgénicos do Brasil e
dos EUA, respectivamente. Tarja vermelha mostra localizacao do epitopo EKQKEK na

proteina capsidica do isolado havaiano.

Similaridades em seqiiéncias primari-
as podem sugerir reacoes alérgicas
decorrentes do aparecimento de regi-
oes especificas de apresentacao as
imuno-globulinas epitopos?.

Quanto 2 andlise de homologia
em seqiiéncias de proteinas introdu-
zidas, recomenda-se o uso de bancos
de dados internacionalmente conhe-
cidos como o SwissProt, TrEMBL,
que contém seqiiéncias de amino-
acidos da grande maioria dos alérge-
nos dos quais se conhecem as rea-
coes alérgicas.

A avaliacao das seqliéncias através
das ferramentas da bioinformatica auxi-
liam na predicao de reacoes cruzadas e
de eventuais reconhecimentos pelas
imunoglobulinas do tipo IgE. O CODEX
alimentarius considera como potencial-
mente alergénica a proteina que possuir
35% de identidade com uma extensio
(janela) de 80 aminoacidos ao longo de
toda a seqiiéncia protéica; contudo, esse
parametro ainda estd sendo discutido
pela comunidade internacional (Hileman
et al., 2002). Ja organizacoes internacio-
nais como a FAO e a OMS sugerem oito

aminoacidos contiguos como o nimero
ideal, enquanto que o ILSI/IFBC deter-
mina seis aminoacidos contiguos. O
segmento idéntico deve ser considerado
com base na similaridade quimica dos
aminodacidos, cientificamente justificada
de modo que evite resultados falso-
positivos (European Comission, 2003).

Recentemente, Hileman e colabo-
radores, que buscavam identidades em
segmentos contiguos de 6, 7 ¢ 8 amino-
acidos idénticos, compararam, usando
o algoritmo FASTA, seqliéncias de seis
endotoxinas de Bacillus thuringiensis
(inseticidas), trés seqiiéncias de protei-
nas alimentares ndo alergénicas e 50
proteinas de milho selecionadas aleato-
riamente. Os autores concluiram que o
algoritmo usado € o mais eficiente e o
que melhor prediz para reacoes cruza-
das entre proteinas alergénicas, e suge-
re que o segmento de oito aminodcidos
estabeleca uma margem maior de segu-
ranc¢a para a predicao de alergenicida-
de. Além disso, os autores apontaram
que o segmento de seis aminodcidos
idénticos foi o que produziu um maior
numero de falsos positivos.

Epitopo potencialmente
alergénico na capa
protéica do Papaya
ringspot virus (PRSV)

Recentemente, Kleter e
Peijnenburg publicaram um trabalho
na revista BMC Structural Biology
(Kleter et al., 2002). Nessa publicacao
os autores propdem uma metodologia

Tabela 1 Popula¢coes de mamoeiros transgénicos transferidos para a Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Populacio Geracao
Embrapa PTPO1 R1
Embrapa PTP02 R1
Embrapa PTP03 R1
Embrapa PTP04 R1
Embrapa PTPO5 R1
Embrapa PTPOG R1
Embrapa PTPO7 R1
Embrapa PTPO8 R1
Embrapa PTP09 R1
Embrapa PTP10 R1
Embrapa PTP17 R1
Embrapa PTP18 R2
Embrapa PTP28 R1

Populagao originaria de
Populacao originaria de
Populacao originaria de
Populacao originaria de
Populacao originaria de
Populacgao originaria de
Populacao originaria de
Populacao originaria de
Populacao originaria de
Populacao originaria de

Descricao

Populacao originaria de autofecundacao controlada da linha Ro UM1a
cruzamento controlado entre linhas Ro UM7d e Ro UM1a
autofecundacao controlada da linha Ro UM1g
cruzamento controlado entre linhas Ro UM7d e Ro UM11d
autofecundacao controlada da linha Ro UM11d
autofecundacao controlada da linha Ro UM15b
autofecundacao controlada da linha Ro UM18e
autofecundacao controlada da linha Ro TS1j
autofecundacao controlada da linha Ro TS7f
autofecundacao controlada da linha Ro TS8b
autofecundacao controlada da linha Ro TLOb

Populacao obtida por autofecundacao controlada de planta R1 resultante de
cruzamento entre linhas Ro UM7c e UM1g

Populacio originaria de autofecundacao controlada da linha Ro UM6h

2Epitopos — O epitopo € constituido por um grupo de atomos, que formam configuracoes especificas tridimensionais, esterioespecificas de tamanho
limitado (em média na ordem de um tri a um hexassacarideo, ou de um tri a um decapeptideo), na superficie da molécula imunogénica. Sao as
estruturas que induzem a imunogenicidade de uma molécula (regides ditas imunopotentes) e seus determinantes especificos antigénicos (epitopos
ou locais conformacionais ou seqiienciais) relacionam-se mais com zonas distintas da moléculas. Atualmente, somente algumas moleculas de plantas
sao conhecidas como epitopos - que tém afinidade por IgEs. Uma colecio dessas moléculas foi organizada na forma de uma base de dados disponivel
no endereco: http://www.csl.gov.uk/allergen/Index.htm.
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de avaliacao de casos potencialmente
alergénicos e estendem as buscas com-
parativas a bancos de dados, incluido
o pipeling a predigao de alergenicidade
pelo método de Hoop & Woods (1981)
e testes sorologicos para proteinas cuja
identidade com alergénicos fosse de
seis ou sete aminodcidos.

Naquele artigo, a metodologia pro-
posta foi aplicada em 33 proteinas trans-
génicas e suas predicoes de alergenici-
dade foram discutidas. O procedimento
foi dividido em duas partes: primeira-
mente, foi extraida da literatura interna-
cional uma busca de epitopos lineares,
em particular, de proteinas alergénicas;
em seguida, a lista de proteinas
alergénicas foi comparada com o con-
junto de proteinas transgénicas.

O segundo passo da andlise foi a
predicao de alergenicidade através do
algoritmo computacional descrito em
Hoops & Woods (1981). Subseqiien-
temente, foi verificado se a regiao
predita como antigénica da proteina
coincidia com a sequiéncia de protei-
na alergénica. Esse passo foi particu-
larmente til para os casos onde os
dados da literatura eram escassos.

Como resultado da metodologia
aplicada, 22 proteinas apresentaram
resultados positivos com segmentos de
seis ou sete aminodcidos. Trés dessas
foramidentificadas como potencialmen-
te alergénicas [PRSV CP - proteina
capsidica do Papaya ringspot virus
(PRSV) (gi593497), acetolactato sintase
GH50 e glicofosfato oxidoredutase. Os
demais casos foram claramente negati-
vos, como a CrylAc.

A andlise da capa protéica (CP)
do virus causador da doenca deno-
minada “Mancha Anelar” ou “Mosai-
c0”, 0 PRSV, em especial o isolado do
papaya havaiano HA 5-1, doador do
gene de resisténcia nas variedades
transgénicas Rainbow e SunUp, cul-
tivadas no Havai desde 1998, apre-
sentou o segmento EKQKEK idénti-
co a uma proteina alergénica de ne-
matéide, sendo assim classificado
como potencialmente alergénico
pelo método de predi¢cdo. Para a
seqiiéncia EKQKEK, nao foram en-
contrados dados na literatura que
descrevam a potencial associacio a
IgEs. Portanto, os autores sugeriram
que o potencial alergénico da prote-
ina transgénica presente nos mamo-
eiros havaianos fosse confirmado por
testes clinicos e/ou sorologicos.
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Figura 2. Estrutura secundaria das proteinas capsidicas dos isolados brasileiro (BR) e
havaiano (HA5-1) de Papaya ringspot virus (PRSV) utilizados como doadores de gene
¢ppara a producio dos mamoeiros transgénicos do Brasil e dos EUA, respectivamente.
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Figura 3. Hidrofobicidade das proteinas capsidicas codificadas pelos genes cp de Papaya
ringspot virus presente nos mamoeiros transgénicos brasileiros e havaianos. O quadro
superior mostra a hidrofobicidade da proteina do isolado PRSV BR (Souza Jr., 1999), e o
quadro inferior mostra a hidrofobicidade da proteina do isolado PRSV HA 5-1 (Acesso
gi593497 no http://www.ncbi.nlm.nih.gov ).
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Figura 4. Grifico de antigenicidade gerado pelo método Hopp e Woods (1981) da seqiiéncia
das proteinas capsidicas codificadas pelos genes ¢p de Papaya ringspot virus presente nos
mamoeiros transgénicos brasileiros e havaianos. O quadro superior mostra a antigenicidade
da proteina do isolado PRSV BR (Souza Jr., 1999), e o quadro inferior mostra a antigenicidade
da proteina do isolado PRSV HA 5-1 (Acesso gi593497 no http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Avaliando a presenca do
epitopo EKQKEK na capa
protéica dos isolados
brasileiros de PRSV, e nos
mamoeiros transgénicos
produzidos pela Embrapa

Ha pouco mais de dez anos, a
Embrapa, por intermédio de suas uni-
dades de Cruz das Almas (Embrapa
Mandioca e Fruticultura) e Brasilia
(Embrapa Recursos Genéticos e Bio-
tecnologia), realiza um trabalho de
cooperac¢ao técnica com a New York
State Agriculture Experiment Station,
Cornell University, na cidade de
Geneva, no estado de New York, nos
EUA, com vistas a desenvolver mamo-
eiros (C. papaya) transgénicos resis-
tentes 2 Mancha Anelar, que é um dos
principais fatores limitantes dessa cul-
tura no Brasil.

Em abril de 2001, foram incorpora-
das pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, no programa de melho-
ramento genético de mamoeiro, desen-
volvido na Embrapa Mandioca e Fruti-
cultura, treze populacdes de mamoei-
ros transgénicos (Tabela 1). Os traba-
lhos de pesquisa da ultima fase de
desenvolvimento de mamoeiro trans-
génico resistente a PRSV feitos pela
Embrapa compoem um dos projetos
que fazem parte [“Avaliacio de segu-
ranca alimentar e ambiental de mamo-
eiro geneticamente modificado para re-
sisténcia ao virus da mancha anelar
(PRSV)"] da rede de Biosseguranca de
Organismos Geneticamente Modifica-
dos, aprovada em 2002, no Macropro-
grama 1 da Embrapa.

O gene ¢p utilizado nas constru-
¢oes génicas aplicadas na transforma-
¢ao gencética de mamoeiros das varie-
dades ‘Sunrise’ e ‘Sunset’ Solo, que
visam a resisténcia a isolados brasilei-
ros de PRSV, foi obtido a partir de um
isolado de PRSV coletado na regiao de
Nova Vicosa, no Estado da Bahia. As
populacoes transferidas para a
Embrapa Mandioca e Fruticultura fo-
ram originadas de plantas que conti-
nham uma das trés versdes do gene
¢p, e sao elas: UM (untranslatable
medium), TS (translatable short) e TL
(translatable large) (Souza Jr., 1999).
“Untranslatable” significa nao-tradu-
zido, isto €, o gene € transcrito, mas o
mRNA produzido a partir dele nao
gera proteina devido a presenca de
codon terminador inserido a alguns
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Anexo II
O que ¢ alergia alimentar?

Nosso corpo se protege de infeccoes através do sistema imunoldgico. N6s produzimos moléculas, chamadas
anticorpos, que reconhecem o agente causador da infeccao. Existem diferentes tipos de anticorpos: aqueles que
estao envolvidos em reacoes alérgicas chamam-se IgE. Nos sabemos que as moléculas de IgE sao normalmente
produzidas em resposta a infeccoes causadas por parasitas, como o agente causador da malaria, por exemplo. Ainda
nao conhecemos a causa, mas algumas pessoas produzem IgE para outros agentes nao parasitas, como o polén e
alguns alimentos. Nessas reacoes de reconhecimento sao deflagrados os sintomas de alergia, como febre, tontura,
dores de cabeca e outros.

As moléculas de IgE agem como etiquetas que se aderem as moléculas advindas do alimento ou do pdlen,
chamadas alérgenos. Quando alguém tem uma alergia alimentar e ingere o alérgeno, as IgEs atacam as moléculas
« invasoras » e disparam as reacoes em cascata as quais caracterizam o processo alérgico. Um dos efeitos comuns
das IgEs associadas as células bascfilas € a liberacao de granulos de histamina, que, por sua vez, causam as reagoes
inflamatorias que sao percebidas pelos sintomas alérgicos.

Alergia ou Intolerancia?

A tolerancia imunologica € definida como a incapa-
cidade especifica adquirida, total ou parcial, por um
individuo que desenvolve uma resposta imune humoral
normal ou a mediacao celular a um antigeno ou a diversos
epitopos de um certo antigeno contra o qual ele normal-
mente ndo desenvolveria. Um individuo dito tolerante
possui a capacidade de responder a outros antigenos
administrados a0 mesmo tempo que o primeiro, que
pode ou nao bloquear seu potencial de resposta imune.
Em outras palavras, a tolerancia imunologica ¢ também
especifica a um antigeno.

Uma outra colecao de sintomas sio relatados em
pessoas que sao sensibilizadas por alimentos, como
dores de cabeca, dores musculares e nas juntas e fadiga.
Esse conjunto ¢ comumente conhecido como intoleran-
cia alimentar. Ainda assim, conhece-se muito pouco das
reacoes que causam a intolerdncia e que podem se
agravar para o diagnostico de alergia.

Existem excecoes : conhece-se bem a doenca
Celiaca (http://www.concordia.psi.br/~celiaco/
doenca.htm) e a intolerancia a lactose. Na doenca
Celfaca, as reacoes alérgicas sao deflagradas pela ingestao
de gliten (derivado de trigo, aveia e outros cereais). A
intolerancia a lactose ndo se caracteriza como alergia,
mas causa alguns sintomas como a alergia ao leite com
dores abdominais e diarréia. (http://www.celiac.org).

cédons apdés o coédon iniciador.
“Translatable” significa que ha a tra-
ducio completa desse gene.

A versao do gene ¢p do isolado
PRSV HA 5-1 utilizado para a produ-
¢ao do mamoeiro transgénico havaiano
(Fitch et al., 1992) é uma versdo curta
do gene ¢p (Ling et al., 1991) e nao
apresenta a seqiiéncia de nucleotide-
os necessdria para traduzir a sua extre-
midade N. Essa € a razao para a falta
dos dezenove primeiros aminodcidos
que estao presentes na proteina
capsidica do isolado Brasil. Bahia - ou
PRSV BR (Figura 1).

Sob a ética do método de predicao
descrito por Kleter et al. (2002), analisa-
mos a presenca do epitopo EKQKEK e
do potencial alergénico deste na prote-
ina expressa pelo gene da capa protéica
(¢p) encontrado nos mamoeiros trans-
génicos desenvolvidos por Souza Jr.
(1999) e liberados para o programa de
melhoramento genético de C. papaya
desenvolvido na Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Quanto a presenca do
epitopo, observamos que o alinhamen-
to das sequiéncias de aminodcidos das
proteinas do capsideo dos isolados BR
e HA 5-1 mostra que o epitopo EKQKEK
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nao esta presente no isolado brasileiro
(Figura 1). No lugar dele, é encontrado
o epitopo EKQKKK. O grifico do
alinhamento mostra que as regides va-
ridveis da proteina sao pontuais e distri-
buidas ao longo da seqiiéncia. Algumas
mutacoes observadas entre os residuos
33, 38, 44 e 54 sao mais significativas
para a estrutura da proteina.

A predigao da estrutura secundaria
das proteinas do isolado do Havai indi-
ca que os residuos do epitopo exibem
uma tendéncia a construirem uma es-
trutura em forma de alca (loop). En-
quanto a andlise da proteina do isolado
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Figura 5. Alinhamento de seqiiéncias de aminodcidos — 60 primeiros aminodcidos do terminal N - das proteinas capsidicas de 13 isolados
brasllenos de Papaya ringspot virus (PRSV). O isolado Brasil € o doador do gene ¢p utilizado para produzir os mamoeiros transgénicos
brasileiros. Denominacao dos isolados: DF P (Brasilia, biétipo P), DF W (Brasilia, bidtipo W), CE P (Guaitba, Ceard, biotipo P), CE W

(Aracoiaba, Ceard, biotipo W), BA-CA (Cruz das Almds Bahia), BA-IT1 (Itabela, Bahia — isolado 1), BA-IT2 (Itabela, Bahia — isolado 2),

ES (Linhares, Espirito Santo), PB (Alhandra, Paraiba), PE (Camaragibe, Pemambuco), SP (Piracicaba, Sao Paulo), PR (Paranavai, Parand).

A tarja vermelha mostra a posicao do primeiro epitopo, enquanto a tarja azul mostra a posi¢io do segundo epitopo.

EKQKEK

EKQKKK

Figura 6. Estrutura tridimensional prevista pelo método de modelagem molecular por
homologia dos peptideos das proteinas capsidicas codificadas pelos genes c¢p de Papaya
ringspot virus presente nos mamoeiros transgénicos brasileiros e havaianos.

do Brasil, doador do gene ¢p presente
nas plantas transgé€nicas, mostra uma
tendéncia a formar uma estrutura em
forma de hélice (Figura 2).

A predicao de hidrofobicidade e
antigenicidade para a proteina do
capsideo do isolado brasileiro e do
isolado havaiano (gi 593497) de PRSV
foi realizada usando o algoritmo de
Hoop & Woods (1981) e o resultado
do cilculo é apresentado nas figuras
de 3a 5.

Uma andlise da presenca desse
epitopo’ EKQKEK na proteina do
capsideo de 13 isolados brasileiros de
PRSV, cuja seqiiéncia ¢ conhecida e se
encontra disponivel na literatura (Souza
Jr., 1999; Lima et al., 2002) ou na internet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), revelou
que esses isolados podem ser agrupa-
dos em trés classes: os que nao apresen-
tam o epitopo (Brasil.Bahia, BA-CA e
PR), os que apresentam uma copia do

epitopo (PE, ES e CE-P), e os que
apresentam duas copias deste (DF-P,
DF-W, CE-W, BA-IT1, BA-IT2, PB e SP)
(Figura 5).

A predicao da estrutura tridimen-
sional do segmento em questao cor-
roborou a predicio da estrutura se-
cunddria, onde ocorre uma alca na
seqliéncia EKQKEK e forma uma es-
trutura secundaria estavel em forma
de alfa-hélice para a seqiiéncia do
mamao brasileiro (Figura 0).
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Introducio

A utilizacao de pesticidas como
estratégia de controle de pragas na
agricultura. moderna tem se contra-
posto a teoria preconizada pelo Ma-
nejo Integrado de Pragas (MIP) (Kogan,
1998) devido a maneira e intensidade
sob as quais tem sido empregada. O
freqiiente uso de produtos de largo
espectro de agado, além de afetar o
desenvolvimento da dinamica popu-
lacional de inimigos naturais em cam-
po, interferindo sobre o equilibrio dos
mais variados organismos, no
agroecossistema, também esta associ-
ado a outros problemas entre os quais
a evolugao da resisténcia de insetos e
acaros a pesticidas.

A resisténcia, por definicio, é o
desenvolvimento de uma habilidade
em uma determinada linhagem de um
organismo em tolerar doses de téxicos
que seriam letais para a maioria da
populagio suscetivel da mesma espé-
cie. Trata-se de uma caracteristica he-
reditaria sendo um termo que se aplica
intraespecificamente. O processo
determinante no desenvolvimento da
resisténcia € a pressao de selecio,
dada pelo uso freqiiente de um mesmo
pesticida ou de pesticidas pertencen-
tes a um mesmo grupo quimico. De
acordo com Roush & Mckenzie (1987),
no inicio da evolucio da resisténcia,
estima-se que a freqtiéncia dos alelos
que conferem essa caracteristica a uma
populacao é bastante baixa (10%a 100
1%). No entanto, devido ao uso continuo
de um mesmo pesticida, a freqiiéncia
de resisténcia podera aumentar em
niveis em que a eficacia do produto é
afetada devido a esse fato (freqiiéncia
critica de resisténcia).
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Até o final da década de 80, o
numero de casos de resisténcia docu-
mentados era de 504 espécies de inse-
tos e acaros, sendo considerado muito
baixa a porcentagem de deteccoes
associadas aos inimigos naturais
(Georghiou & Lagunes-Tejeda, 1991)
(Figura 1). Dados mais recentes mos-
traram que os casos de resisténcia tém
aumentado para 540 (Whalon et al.,
2003). As hipodteses da pré-adaptacao
diferencial e da limitacao do alimento
tém sido apresentadas com o intuito de
justificar essa baixa taxa de deteccdo
da resisténcia para os agentes do con-
trole biologico (Croft & Morse, 1979).

A hipétese da pré-adaptagao dife-
rencial baseia-se no fato de que as
pragas estao melhor pré-adaptadas a
sobreviver a aplicacio de produtos
quimicos do que seus inimigos natu-
rais, sendo que este fato estd associado
a capacidade intrinseca das mesmas
em lidar com estresses bioquimicos
associados a suas fontes de alimento.
Uma possivel explicacado é que essa
habilidade tenha sido desenvolvida
durante o processo de co-evoluciao
planta-hospedeira inseto-praga, poden-
do ocorrer diferencas nos processos de
destoxificacoes hidrolitica e oxidativa
entre o grupo das pragas e dos inimi-
gos naturais (Plapp & Bull, 1978).

Quanto a hipoétese da limitacao do
alimento, sustenta-se no fato de que os
inimigos naturais que sobreviveram a
aplicacao de um determinado produto
poderiam sofrer falta de alimento devi-
do a baixa disponibilidade da presa.
Dessa forma, os individuos sobrevi-
ventes nao se reproduziriam com efici-
éncia, ou, entao, poderiam emigrar
paraareas nio tratadas ocorrendo con-
seqientemente dilui¢ao da resisténcia



Inimigos Naturais

Importancia Médico-
Veterinaria (39,3%)

(4,6%)

Importancia Agricola
(56,1%)

Figura 1. Porcentagem relativa dos casos detectados de resisténcia de artrépodes a
pesticidas de acordo com a importincia econdmica (Georghiou & Lagunes-Tejeda, 1991).

devido a introgressao com populacoes
suscetiveis. Nesse caso, o principio
dessa hipotese € que a evolugio da
resisténcia nas espécies fitéfagas deve
preceder a evolu¢ao nos inimigos na-
turais (Baker & Arbogast, 1995).

A resisténcia entre os artropodes
fitéfagos e seus inimigos naturais apre-
senta efeitos contrastantes, sendo que
para os fitofagos a resisténcia intensifi-
ca sua condi¢ao de praga reduzindo as
possibilidades de manejo. Por outro
lado, a evolug¢ao da resisténcia em
populagoes de inimigos naturais pode
contribuir de maneira significativa com
o MIP pela conservacao desses orga-
nismos mesmo apos aplicacoes de
produtos considerados nocivos a eles
(Croft, 1990). Sendo assim, o presente
trabalho tem como objetivo relacionar
alguns casos de deteccao da resistén-
cia a pesticidas em artropodes inimi-
gos naturais, e sua utilizacao no MIP,
bem como enfatizar a possibilidade do
emprego da biotecnologia para a ob-
tencao de linhagens resistentes.

Resisténcia de Acaros
Fitoseideos a Pesticidas

Os acaros fitoseideos (Acari:
Phytoseiidae) tém constituido o grupo
de inimigos naturais mais explorado
em estudos dirigidos a resisténcia. Es-
ses predadores apresentam parame-
tros intrinsecos que favorecem a evo-
lucao dessa caracteristica, destacando-
se o alto potencial reprodutivo e o
rapido ciclo de vida, além do fato de
algumas espécies reproduzirem-se por
parahaploidia ou pseudo-arrenotoquia.
Neste tipo de reproducao, machos e
fémeas sao originados de ovos diploides
(2n) fecundados. No entanto, durante
0 processo embriondrio, ocorre a per-
da de um conjunto de cromossomos de
origem paterna nos ovos que dardo
origem aos machos hapléides (n) (Hoy,

1985a). Andlises genéticas realizadas
com Galendromus (=Metaseiulus)
occidentalis, espécie que se reproduz
por parahaploidia, demonstraram que
os machos herdaram de suas maes a
resisténcia a inseticidas carbamatos
(Roush & Hoy, 1981a; Roush & Plapp,
1982). Um outro fator que se relaciona
comoaumento na freqtiéncia de dcaros
fitoseideos resistentes a pesticidas € a
ocorréncia de espécies generalistas
quanto ao habito alimentar. Neste caso,
essas espécies sao capazes de sobrevi-
ver e reproduzir-se com eficiéncia,
alimentando-se de pdlen e exudatos
de plantas, além de fungos e pequenos
insetos (McMurtry, 1997). Esse fato
neutraliza a possibilidade da limitacao
do alimento apds a aplicagio de um
pesticida, ocorrendo dessa forma a
preservacao da populacdo resistente
em campo.

O primeiro relato de sobrevivéncia
em populacdes de acaros fitoseideos
apos pulverizacdes com inseticidas de
largo espectro de acao em campo foi
efetuado no inicio dos anos 50 para G.
occidentalis(Huffaker & Kennett, 1953).
No entanto, esse fato foi associado a
resisténcia somente no final da década
de 60, quando trabalhos realizados em
laboratério confirmaram a ocorréncia
da variabilidade intraespecifica na sus-
cetibilidade de populagoes de G.
occidentalis e Neoseiulus (= Amblyseiuts)
Jallacis a inseticidas organofosforados
(Motoyama etal., 1970; Croft & Jeppson,
1970). Posteriormente, resisténcia a
paration foi detectada em populagcoes
de Amblyseius hibisci coletadas em
pomares de citros na Califérnia/EUA
(Kennett, 1970). A partir disso, inime-
ros trabalhos de deteccio e selecao
para a resisténcia a pesticidas em po-
pulacdes de dcaros fitoseideos foram
efetuados em todo mundo (Quadro D).
Quanto aos pesticidas, énfase tem sido
dada aos inseticidas carbamatos, orga-

nofosforados e piretréides, pelo fato
de apresentarem elevada toxicidade
para a maioria das espécies de acaros
predadores em campo.

Durante a década de 70 foram
realizadas varias deteccoes de resistén-
cia aos inseticidas organofosforados:
azinfosmetil, diazinon, fosmet, paration,
TEPP e fosalone em diferentes popula-
coes de G. occidentalis coletadas nas
regioes produtoras de frutas nos Esta-
dos Unidos (Croft, 1990). Em laborat6-
rio, apo6s processo de pressao de sele-
cao com carbaril (carbamato), Roush &
Hoy (1980) obtiveram linhagens de G.
occidentalis resistentes a esse produ-
to. Posteriormente, realizando estudos
em condicoes de laboratério, casa de
vegetaciao e campo esses autores veri-
ficaram que essa linhagem apresentou
um aumento na razao sexual (maior
numero de fémeas) quando compara-
do com a linhagem suscetivel de refe-
réncia No entanto, esse fato nao afetou
o desempenho da mesma no controle
biologico de acaros fitofagos nas con-
dicdesavaliadas (Roush & Hoy, 1981b).

O monitoramento da resisténcia
de G. occidentalis a metomil e
dimetoato também foi efetuado pelos
mesmos autores (Roush & Hoy,
1981b). Neste caso foram avaliadas as
respostas de varias populacoes
coletadas em pomares de maca, péra,
amora e uva, sendo que todas apre-
sentaram baixa razao de resisténcia a
esses dois produtos. De acordo com
Roush & Plapp (1982) a linhagem de
G. occidentalis resistente a carbaril
também apresentou elevada resistén-
cia a propoxur. Hoy & Knop (1981)
também selecionaram para resistén-
cia a permetrina populacoes de G.
occidentalis coletadas em pomares de
maca situados em Washington/EUA.

Resisténcia multipla a organofos-
forados, cabamatos, piretréides, enxo-
fre e ao acaricida abamectin foi detec-
tada em diversas populacoes dessa
espécie em campo. Esse fato tem sido
intensivamente explorado dentro do
manejo integrado em vdrias culturas
nos Estados Unidos (Croft, 1990). Em
outros paises, tal como a Russia, linha-
gens resistentes de G. occidentalis a
inseticidas como os organofosforados
e piretroides também tém sido explo-
radas em estudos visando o manejo de
acaros-praga (Petrushov, 1991).
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Assim como G. occidentalis, o
acaro N. fallacis € um dos fitoseideos
mais explorados em estudos de resis-
téncia a pesticidas, sendo uma espé-
cie muito empregada para o controle
biolégico de acaros tetraniquideos,
especialmente 7. urticae(Croft, 1990).
Resisténcia multipla ou cruzada a va-
rias classes de produtos como DDT e
alguns de seus derivados, carbamatos,
organofosforados e piretréides, tam-
bém foi detectada em muitas popula-
coes desse acaro (Croft, 1983). Devi-
do a ocorréncia generalizada de po-
pulacdes resistentes dessa espécie a
varios pesticidas em campo, alguns
pesquisadores tém encontrado algu-
ma dificuldade no estabelecimento de
populacoes suscetiveis de referéncia
para estudos de laboratério (Croft et
al., 1976a).

Quanto 2 resisténcia aos insetici-
das piretréides, Fitzgerald & Solomon
(1992) realizando bioensaios para de-
terminara resposta de populacoes de V.

Jallacisa deltametrina, relataram a ocor-

réncia de uma linhagem, cuja razao de
resisténcia obtida foi de aproximada-
mente quatro vezes. De acordo com
Thistlewood et al. (1992), esse fato
pode ser atribuido a intensa pressao de

selecao com inseticidas piretréides nas
areas onde foi realizada a coleta dessa
populacdo. Ainda, para essa mesma
espécie, Thistlewood et al. (1995) veri-
ficaram que apods 55 pressoes de sele-
¢ao com permetrina sobre uma deter-
minada populacao, pdde-se evidenciar
um aumento de 964 vezes na resisténcia
da mesma a esse produto em condigcoes
de laboratorio.

Uma outra espécie de dcaro
fitoseideo que se destaca no nimero
de trabalhos relacionados a resistén-
cia € Phytoseiulus persimilis, sendo
comumente utilizado para o controle
de T. urticae em cultivos protegidos
de ornamentais em paises da Europa.
A resisténcia de P. persimilis a inseti-
cidas organofosforados foi relatada
por Schulten et al. (1976). Esses auto-
res observaram que populacoes libe-
radas em cultivos protegidos na
Holanda apresentaram elevada resis-
téncia a paration. Quanto a resisténcia
multipla, tem sido detectada com fre-
qiiéncia em populacodes coletadas em
campo em alguns paises da Europa
(Croft, 1990). A introducao de uma
linhagem de P. persimilis resistente a
organofosforados foi realizada no Egi-
to para o controle de 7. urticae na

cultura do pepino, evidenciando-se
uma elevada efetividade desse preda-
dor quando foram realizadas libera-
¢oes de dez individuos por planta
(Rasmy & Ellaithy, 1988).

Casos de resisténcia a pesticidas
também tém sido relacionado com
frequéncia a Typhlodromus pyri, sen-
do essa espécie considerada de gran-
de importancia para o controle de
Panonychus ulmi e T. urticae em
macieira na Europa (Vidal & Kreiter,
1995). A primeira deteccao de popu-
lacoes resistentes a organofosforados
foi realizada na Nova Zelandia, verifi-
cando-se que inicialmente a intensi-
dade de resisténcia detectada foi bai-
xa (Hoyt, 1972). No entanto, obser-
vou-se que apos sucessivas pressoes
de selecao com azinfosmetil, em um
mesmo pomar, houve um incremento
progressivo na frequiéncia de resistén-
cia in loco. Desde entdo, essas popu-
lacoes resistentes a pesticidas tém
sido freqiientemente empregadas em
programas de manejo de P. u/miem
pomares de maca na Nova Zelandia
(Collyer, 1980). No Canadi, estudos
dirigidos a linhagens de 7. pyri, que
apresentavam resisténcia maultipla a
organofosforados e piretréides, mos-

Quadro 1 - Alguns exemplos de casos de acaros fitoseideos (Acari: Phytoseiidae) resistentes a pesticidas no mundo.

Espécie Pesticida

P L At Classe? Grupo Quimico?®
Amblyseius finlandicus azinfosmetil I (o)
A. bibisci paration I o
A. longispinosus carbaril I C
A. pseudolongispinosus fenvalerate 1 P
A. nicholsi deltamettina I P
A. potentiallae
(=andersoni) pentoato I o
A. (=Neoseiulus) .

. nmetrina I

womersleyi pe
Euseius concordis deltamettina I P
E. tularensis catbaril I C
Galendromus bari
(=Metaseiulus) occidentalis el ! ¢
Iphiseiodes zuluagai deltametrina I P
Kampimodromus abervans. mancozebe F A
Neoseiulus californicus
(~Amblyseius chilenensis) fosmet I o
Neoseiulus fallacis pemmetrina I P
Phytoseiulus persimilis deltamettina I P
T. arboreus azinfosmetil I o
T. pyri cipenmetrina I P

Local Referéncia
Finlindia  Kostiainen & Hoy (1994)
EUA Kennett (1970)
Taiwan Lo et al. (1984)
China Zhm et al (1996)
China Ding et al. (1983)
Italia Caccia et al. (1985)
Japao Mochizuki(1994)
Brasil Poletti (2002)
Grafton-Cardwell &
EUA
Ouyang (1993)
EUA Roush & Hoy (1981 a,b)
Brasil Poletti (2002)
Franca Augeret al. (2001)
Uruguai Croftet al. (1976)
EUA Navajas et al (2001)
Franca Foumieret al. (1987)
EUA Croft & AliNiazee (1983)
Canada Marshall et al. (2001)

11 A. = ingrediente ativo, A = acaricida, F = fungicida, I = inseticida; *C= catbamatos, P= pitettdides,, O= organofosfostados; A=

alquilenobis (ditiocatbamato).

Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento - Edicdo n° 30 - janeiro/junbho 2003



b
Figura 2 - Neoseiulus californicus
foto: Heraldo Negri

e

Figura 3 - Euseius concordis
foto: Heraldo Negri

Figur 4 - p/oiseiods ul‘uagm
foto: Heraldo Negri
traram uma possibilidade viavel no
emprego do manejo integrado de P.
ulmiem mac¢a (Hardman et al., 2000).

Kostiainen & Hoy (1994a) detec-
taram variabilidade intraespecifica a
inseticidas organofosforados em
Amblyseius finlandicus (Oudemans),
importante predador de P. ulmi e
acaros eriofideos em maca na Finlan-
dia. Os autores evidenciaram que os
valores estimados para CL_ (concen-
tracao que mata 50% dos individuos
em uma determinada populacao) na
maioria das populacoes coletadas em
pomares comerciais apresentaram-se
cinco vezes superior ao valor obtido
para linhagem suscetivel de referén-
cia. Também verificaram que a resis-
téncia detectada em algumas popula-
coes avaliadas permaneceu estavel
mesmo na auséncia de pressao de
selecao (Konstiainen & Hoy, 1994b).

No Japao, Mochizuki (1994) ava-
liando a ocorréncia da variabilidade
intraespecifica a cipermetrina,
permetrina, fenvalerate e fluvalinate

em populacodes de Amblyseius
womersleyi(importante predador de
Tetranychus kanzawaina cultura do
cha nesse pais) coletadas em diferen-
tes areas, concluiu que a resisténcia
observada em uma dessas popula-
coes relacionou-se diretamente com
o numero de aplicagoes desses pro-
dutos realizadas em campo. Sato et
al. (2000) realizando quatro pressoes
de selecao em laboratério com
metidation obtiveram um aumento
de aproximadamente 21 vezes na
razao de resisténcia de uma popula-
cao de A. womersleyia esse produto.

No Brasil, Sato et al. (2002) reali-
zaram coleta de uma populacio de
Neoseiulus californicus (Figura 2) em
cultivo de morango na regiao de
Atibaia/SP e observaram que ela apre-
sentou elevada tolerdncia a diversos
pesticidas como o acaricida propargite
e o inseticida dimetoato. Neste caso, os
autores sugerem que tal fato pode
estar associado as pressoes de selecio
exercidas pelas aplicacoes desses pro-
dutos em campo, o que pode ter con-
tribuido para a evolucao da resisténcia
na populaciao avaliada. Poletti et al.
(2003) avaliaram a suscetibilidade a
deltametrina nessa mesma populacao
de N. californicus, coletada em moran-
go (Atibaia/SP) e mantida na Estacao
Experimental do Instituto Biologico
(Campinas/SP) desde 1999, e em uma
populacao dessa mesma espécie, oriun-
da deum pomar comercial de maca em
Fraiburgo/SC. Evidenciou-se que a
populacao proveniente de Atibaia/SP
(morango) foi aproximadamente 24
mais tolerante a deltametrina do que a
populagio coletada em maga. De acor-
do com Monteiro (2001), o inseticida
deltametrina foi extremamente toxico
parauma populagao de N. californicus
coletada em pomar de maca situado
em Vacaria/RS. Dessa forma, pode-se
sugerir que a exploracao de linhagens
resistentes de . californicus a delta-
metrina ou outros inseticidas nocivos
pode ser uma ferramenta importante
dentro do manejo integrado em maca
na regiao sul do Brasil.

Em citros, Poletti (2002) detectou
resisténcia a deltametrina em popula-
coes de Euseius concordis(Figura 3) e
Iphiseioides zuluagai (Figura 4)
coletadas em diferentes pomares situ-
ados no Estado de Sao Paulo, fato que

também esteve associado ao histérico
de pulverizacoes com deltametrina em
cada local onde foram efetuadas as
coletas. De acordo com Moraes & Sa
(1995) os dcaros fitoseideos sdo os
principais inimigos naturais do acaro
da leprose dos citros, Brevipalpus
phoenicis, praga-chave nesta cultura.
Sendo assim a preservagiao desses pre-
dadores por ocasido da realizagcao de
pulverizacdes com produtos nocivos é
extremamente conveniente. Também
foi possivel detectar variabilidade
interespecifica na suscetibilidade a del-
tametrina entre essas duas espécies,
verificando-se que E. concordis apre-
sentou-se 50 vezes mais tolerante a
esse produto do que 1. zuluagai(Polett,
2002). Variabilidade interespecifica na
suscetibilidade de acaros fitoseideos a
inseticidas piretréides também foi rela-
tada por Marwick (19806), o qual verifi-
cou que P. persimilis apresentou-se
menos tolerante a cipermetrina, delta-
metrina e fenvalerate do que 7. pyri.
Com relacao a deltametrina, a razao de
tolerincia observada para essas duas
espécies atingiu valores de aproxima-
damente 314 vezes.

Liberacio e
Estabelecimento de
Linhagens de Fitoseideos
Resistentes a Inseticidas

Em 1972, uma linhagem de G.
occidentalis resistente a organofosfo-
rados foi enviada da América do Norte
para a Australia. Segundo Readshaw
(1975) citado por Gerson et al. (2003)
este foi o primeiro relato de transferén-
cia intercontinental de inimigos natu-
rais resistentes no mundo. Linhagem
de G. occidentalis resistente a organo-
fosforados, também foi introduzida na
antiga Unido Soviética (URSS) no inicio
dos anos 80 para o controle biologico
de Tetranychus pruni obtendo-se um
grande sucesso no estabelecimento da
mesma (Petrushov, 1987). Hoy et al.
(1983) também obtiveram sucesso na
liberacao e estabelecimento de linha-
gens resistentes de G. occidentalis a
organofosforados e piretroides em po-
mares de magd e péra nos Estados
Unidos, sugerindo uma relacao entre a
densidade populacional da praga em
campo e o estabelecimento das popu-
lacoes de fitoseideos liberadas.
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Strickler & Croft (1981, 1982) estu-
dando a variabilidade intraespecifica
de doze populacoes de N. fallacis
observaram que duas dessas apresen-
taram resisténcia a elevadas concentra-
coes de permetrina, e que apds 12
pressoes de selecio com esse produto
em casa de vegetagdo, a razao de
resisténcia atingiu valores de 64 vezes.
Quando essas populagoes resistentes
a permetrina foram liberadas em po-
mares comerciais de maga, pode-se
evidenciar o sucesso no estabeleci-
mento delas. Whalon et al. (1982) apos
selecionarem duas populacdes de V.
Jfallacis para resisténcia a inseticidas
piretréides em condicoes de casa de
vegetacao, verificaram que essas so-
breviveram a aplicacdes de permetrina
quando liberadas em um pomar co-
mercial de maga, porém s6 uma delas
resistiu a aplicacao de fenvalerate.

Falhas no estabelecimento de uma
populacio de N. fallacis resistente a
permetrina em campo foi relatado por
Croft & Whalon (1983). Segundo esses
autores, tal fato pode ter ocorrido de-
vido a um grande fluxo de individuos
suscetiveis para dentro das dreas onde
foram realizadas essas liberacoes. As-
sim, devido a esse fato, poderia ter
ocorrido hibridacao, o que fatalmente
ocasionou reducao na freqiiéncia de
resisténcia. Por outro lado, esses auto-
res observaram que em laboratorio a
resisténcia permaneceu estavel até a
25* geracdo nessa populaciao, mesmo
na auséncia de pressao de selecio.

Com relagdo a 7. pyri linhagens
resistentes a organofoforados foram
introduzidas com sucesso na Inglaterra
no final da década de 70 (Kapetanakis
& Cranhnam, 1983). Em experimentos
realizados em pomares comerciais de
maca com diferentes regimes de pul-
verizacoes no Canada, Hardman et al.
(1997, 2000) também puderam eviden-
ciar sucesso na liberacao de uma linha-
gem de 7. pyri resistente a piretréides
e organofosforados introduzida da Nova
Zelandia. Dessa forma, os autores con-
cluiram que esses organismos apre-
sentaram potencial para serem utiliza-
dos em programas de manejo de dcaros
nessa cultura. Em muitos paises da
Europa, o manejo do dcaro vermelho
europeu, Panonychus ulmi, e do
eriofiideo Aculus schelechtendali em
pomares de maga e uva, tém-se base-

ado em liberacoes constantes de linha-
gens resistentes a inseticidas organo-
fosforados e carbamatos, sendo essa
uma condicdo primordial para o con-
trole desses dcaros-praga (Blommers,
1994). Na Holanda, por exemplo, bro-
tos de plantas de mag¢a contendo 7.
pyrisao transportados de um pomar a
outro por ocasio da poda realizada no
verao (Blommers, 1994). De forma
sintética, a introducao de linhagens de
acaros predadores fitoseideos resisten-
tes a pesticidas, tém sido muitas vezes
efetiva, sendo essa tatica uma forma
analoga ao controle biolégico classico,
utilizando-se, porém, um biétipo dife-
renciado de inimigo natural (Dunley el
al., 1991).

Em termos praticos, Hoy (1985b)
propos um programa de manejo de
acaros na cultura da améndoa
(Califérnia/EUA) baseando-se na libe-
racao de linhagens de G. occidentalis
resistentes a inseticidas, associados a
utilizacao de acaricidas seletivos. Uma
economia de aproximadamente 60-110
dolares/ha/ano foi estimada para cada
produtor de améndoa, que aderiu ao
programa de liberacoes de linhagens
resistentes, observando-se que a maior
economia foi devido a reducao nos
gastos com acaricidas (Headley & Hoy,
1987). A estimativa mais recente feita
por Hoy (2000) associou os resultados
deste projeto a um beneficio, desde o
inicio do programa, de aproximada-
mente 20 milhoes de dolares.

Avaliacao do
Estabelecimento de
Linhagens Resistentes de
Fitoseideos Introduzidas
em Campo

O monitoramento da freqiiéncia
de resisténcia € considerado uma im-
portante ferramenta para avaliar o
estabelecimento de linhagens de
fitoseideos selecionadas em laborato-
rio e introduzidas em condicoes em
campo. Para isso, a técnica mais em-
pregada tem-se baseado na realizacio
de bioensaios toxicologicos para as
estimativas da CL_, e intensidade de
resisténcia (CL,,da populacao em es-
tudo / CL, da linhagem suscetivel de
referéncia). No entanto, para a reali-
zagao destes bioensaios algumas eta-
pas como a coleta de um grande
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nimero de individuos em campo,
para preservar a variabilidade genéti-
ca dentro da populagio em estudo, e
a necessidade do estabelecimento da
mesma em laboratério (através de
criagoes) pode afetar o dinamismo
deste trabalho. Um fator que € impor-
tante e deve estar associado ao moni-
toramento ap6s a liberacao de inimi-
gos naturais em campo € a possibili-
dade de ocorrer diluicao da resistén-
cia na linhagem selecionada devido
ao fluxo génico com populacodes nati-
vas, suscetiveis, presentes em campo
por ocasiao da liberacao.

A utilizacao de anilise de
eletroforese de isoenzimas, apesar de
ser um método menos acurado do que
outros testes moleculares, em alguns
estudos tém mostrado certa viabilida-
de para avaliacio da liberacao de li-
nhagens resistentes de fitoseideos em
campo. Whalon et al. (1982) foram os
primeiros pesquisadores a testarem
essa ferramenta como método de mo-
nitoramento de liberacdes de linha-
gens de N. fallacis resistentes a
pesticidas em campo. A utilizagao des-
sa técnica permite que sejam examina-
das amostras coletadas diretamente
em campo, eliminando os problemas
relacionados a manutencao de cria-
¢oes em laboratorio. Outra vantagem
relacionada a eletroforese de isoenzi-
mas tem sido a possibilidade de explo-
rar a andlise da estrutura genética das
populagoes presentes em campo antes
da liberacao da linhagem resistente e,
apos esse processo, podendo-se inferir
a respeito de pardmetros importantes
com relacdo a estabilidade da resistén-
cia em campo.

Recentemente, Navajas et al.
(2001) realizaram trabalho de monito-
ramento do estabelecimento de linha-
gens de N. fallacis resistentes a
piretroides em pomares de maca no
Canadd, empregando bioensaios
toxicologicos e eletroforese de isoen-
zimas. Através dos resultados obtidos
nesse estudo foi comprovado que esta
técnica molecular é bastante adequa-
da. Ressalta-se que tentativas da utili-
zacao de outras técnicas moleculares
para o monitoramento em fitoseideos,
tal como marcadores de RAPD e andli-
se de sequéncias de microssatélites,
naotémalcancado éxito (Perrot-Minnot
& Navajas, 1995; Navajas et al., 1998).



Resisténcia de Insetos
Parasitoides e Predadores a
Pesticidas

Apesar do nimero de casos de
resisténcia a pesticidas em insetos
parasitéides e predadores nao ser tao
expressivo quanto para 0s 4acaros
fitoseideos, alguns trabalhos tém mos-
trado que ha possibilidade de popu-
lagoes desses organismos responde-
rem a pressao de selecio com alguns
produtos tanto em laboratorio como
em campo (Quadros 2 e 3).

Strawn (1978) citado por Hoy
(1990) realizou estudos com intuito
de avaliar a variabilidade na suscetibi-
lidade a inseticidas organofosforados

em diferentes populacoes do parasi-
toide Aphytis melinus, inimigo natural
da cochonilha vermelha, Aonidiella
aurantii, importante praga em poma-
res de citros nos Estados Unidos. Ape-
sar das populacoes avaliadas terem se
apresentado distintas com relacao as
respostas aos inseticidas testados, ne-
nhuma delas mostrou-se resistente as
concentracoes utilizadas em campo.
Rosenhein & Hoy (19806) realizaram
monitoramento da resisténcia a
carbaril, clorpirifés, dimetoato,
malation e metidation, em 13 popula-
coes de A. melinus coletadas em po-
mares de citros na Califérnia. Os re-
sultados obtidos indicaram a ocorrén-
cia de diferentes niveis de resisténcia

entre as populacoes avaliadas, sendo
que os dados corroboraram com o
regime de pulverizacoes (pressao de
selecao) adotado em cada proprieda-
de onde efetuaram as coletas. Posteri-
ormente foi realizada a selecao de
uma linhagem de A. melinusresisten-
te a carbaril (Rosenheinberg & Hoy,
1988). Neste caso foi proposta a libe-
racao desta linhagem inserindo essa
tatica dentro de um programa integra-
do, o qual foi amplamente adotado
por varios citricultores na Califérnia
(Hoy, 1990).

No inicio da década de 80, Grafton-
Cardwell & Hoy (1985) realizaram
monitoramento da suscetibilidade de
diferentes populacoes de Chrysoperia

Quadro 2 - Alguns exemplos de casos de insetos inimigos naturais (parasitoides) resistentes a pesticidas no mundo.

Espécie Pesticida
P LAt Classe? Grupo Quimico’®

Amnisopteromalus calandrae malation I (0]
Aphytis africanus metidation I (0]
A. cobeni azinfosmetil I o
A. boloxantbus azinfosmetil I o
A. lingnanensis azinfosmetil I C
A. melinus carbaril I C
Bracon mellitor carbaril I C
Comperiella bifasciata metidation I (0]
Diglyphus begini fenvalerate I P
Encarsia formosa pemmetrina I P
Habrobracon bebetor malation I o
Macrocentrus ancylivorus DDT I oC
Pholetesor ornigis metomil I (0]
Trioxys pallidus azinfosmetil I (0]

Local Referéncia
EUA Baker & Throne (1995)
Africa do Schoones & Gilionee
Sul (1982)
Israel Havion & Rosen (1988)
Istael Havron et al. (1991a)
Istael Havion et al. (1991b)
EUA Spollen & Hoy (1993)
EUA Adams & Cross (1967)
Africa do Schoones & Gilionee
Sul 1982)
Hawaii Spollenet al. (1995)
. . Walker & Thuding
Reino Unido (1984)
Perez-Mendonza et al.
EUA (2000)
Canada Robettson (1957)
Canada Trimble et al. (1990)
EUA Hoy & Cave (1988)

1. A. = ingrediente ativo, *I = inseticida; *C= catbamatos, P= piretrides,, O= organofosfosrados; C= organodorado

Quadro 3 - Alguns exemplos de casos de insetos inimigos naturais (predadores) resistentes a pesticidas no mundo.

Espécie i Pesticizd — TR
L. A. Classe Grupo Quimico?®
Apbidoletes aphidinmyza azinfosmetil I (0]
Geocoris pallens tricloffon I (0]
Chrysoperla carnea fosmet I (o)
Coleomegilla maculata parationmetil I (o)
Stethorus punctum azinfosmetil I (0]
Labidura riparia DDT I ocC
Nabis sp. triclotffon I (0]
Xylocoris flavipes malation I (0]

11 A. = ingrediente ativo, I = inseticida; *O=

organofosfostados; OC= organodorado

Local Referéncia

EUA Wamer & Croft (1982)
EUA Johansen & Eves (1973)

Canadi Pree et al. (1989)
EUA Chambers (1973)
EUA Hull & Staner (1983)

Austrilia Bishop & Blood (1980)
EUA Johansen & Eves (1973)
EUA Baker & Atbocast (1995)
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carnea, crisopideo, coletadas em dife-
rentes areas produtoras de alfafa situ-
adas na Califérnia, a seis inseticidas
comumente utilizados nesta cultura
(carbaril, metomil, permetrina,
fenvalerate, diazinon e fosmet). As
populagoes avaliadas responderam de
modo distinto a todos produtos testa-
dos, sendo que esta variabilidade foi
considerada suficientemente promis-
sora para selecao artificial de popula-
coes de C. carnea para resisténcia a
alguns produtos, fato que incentivou a
continuidade deste projeto. No entan-
to, liberacoes efetivas de linhagens
resistentes de C. carneaem campo nio
tem sido relatadas, apesar da realiza-
cao de selecao de linhagens resistentes
a alguns produtos como carbaril
(Grafton-Cardwell & Hoy, 19806).

Desvantagem Adaptativa
Associada a Resisténcia

A desvantagem ou custo adaptati-
vo € uma caracteristica que pode estar
associada a resisténcia em populagoes
deartropodes pragas ou inimigos natu-
rais (acaros ou insetos). Devido a pos-
sibilidade do menor valor adaptativo
dos individuos resistentes estar associ-
ado a uma menor viabilidade total,
menor fecundidade, menor tempo para
desenvolvimento, menor competitivi-
dade para o acasalamento, entre ou-
tros pardmetros biolégicos importan-
tes, no caso das pragas essa ¢ uma
condicio favoravel a adocao de estra-
tégias de manejo.

No entanto, com relacdo aos
inimigos naturais, o fato da linhagem
selecionada apresentar alteracoes em
alguns de seus parametros biologi-
cos pode afetar diretamente o de-
sempenho dela como agente de con-
trole biologico. Duso et al. (1992)
observaram uma reducio na fecundi-
dade em linhagens dos fitoseideos 7.
pyri e Amblyseius andersoni resis-
tentes a inseticidas organofosfora-
dos. No entanto, Fitzgerald & Solomon
(2000) evidenciaram que uma popu-
lacao de T. pyriresistente a organofos-
forados, coletada em um pomar na
Inglaterra, apresentou uma maior fe-
cundidade do que a populac¢iao toma-
da como suscetivel de referéncia.
Fournier et al. (1988) comparando
parametros relacionados a tabela de

vida e a capacidade de predacio,
dentre outros, entre linhagens do acaro
predador P. persimilisresistente e sus-
cetivel ao inseticida metidation, nao
observaram custo adaptativo associa-
do a linhagem selecionada. Grafton-
Cardwell & Hoy (1986) também ndo
observaram ocorréncia de custo adap-
tativo associado a linhagens de C.
carnea resistentes a carbaril. Apesar
de virios relatos estarem associados a
auséncia de custo adaptativo em ini-
migos naturais resistentes a pesticidas,
arealizacao de estudos prévios relaci-
onados aos parametros biologicos,
bem como a capacidade de predacio
ou de parasitismo na linhagem seleci-
onada € de primordial importincia,
pois este fato pode comprometer di-
retamente a implementacao de pro-
gramas baseados na introducao des-
ses organismos (Hoy, 1990).

Mecanismos de Resisténcia
em Inimigos Naturais

Os principais mecanismos pelos
quais os artrépodes podem expressar
resisténcia sao a redugdo na penetra-
¢ao cuticular do produto, aumento na
destoxificacao metabdlica e reducao
na sensibilidade do sitio de acao.

Os individuos resistentes devido
a reducao na penetracao cuticular
recebem uma menor quantidade de
toxico no sitio de acao do produto. Ja
a resisténcia conferida devido ao au-
mento na destoxificacio metabdlica
ocorre quando os individuos sao ca-
pazes de degradar a molécula quimica
em compostos inertes com maior efi-
cacia do que os individuos susceti-
veis. Varios grupos enzimaticos
(monooxigenases dependentes do
citocromo P-450, esterases, GSH-
trnasferase, etc.) estao envolvidos no
metabolimos de pesticidas e tém sido
identificados como mecanismo de re-
sisténcia em varias espécies de
artropodes. Com relacao aos indivi-
duos resistentes devido a reducao na
sensibilidade do sitio de acio, eles
apresentam uma alteracao deste, mos-
trando uma menor sensibilidade ao
produto quimico.

De acordo com Motoyama et al.
(1971) o mecanismo de resisténcia de
N. fallacisa azinfosmetil foi relacionado
a enzima glutation S-transferase. No
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caso de A.womersleyi a degradacao
oxidativa foi o mecanismo primario da
resisténcia a metidation, detectadas em
populacdes desse dcaro (Sato et al.,
2001). Uma ampla discussao dos meca-
nismos de resisténcia associados aos
acaros fitoseideos pode ser evidenciada
em Croft (1990). De um modo geral,
deve-se enfatizar que os mecanismos
relacionados a resisténcia de inimigos
naturais a pesticidas sio os mesmos que
tém sido estudados para os artropodes-
praga, destacando-se o aumento na
destoxificacao metabdlica.

Biotecnologia na Obtencao
de Linhagens de Inimigos
Naturais Resistentes a
Pesticidas

A selecao artificial de linhagens
de inimigos naturais resistentes a
pesticidas nem sempre tem sido efe-
tivada com sucesso. De acordo com
Hoy (1990) algumas técnicas como a
inducao artificial de mutagénese ou a
técnica do DNA recombinante pode-
riam ser ferramentas exploradas no
melhoramento de inimigos naturais
resistentes a pesticidas.

Com relacao a inducao de
mutagénese visando a resisténcia, pode
ser realizada utilizando-se substancias
quimicas ou irradiacao-X (Hoy, 1990).
Sabendo-se que as mutagdes ocorrem
ao acaso, e podem resultar na produ-
¢ao de linhagens com genes deletéri-
os, com relacao a inducao de inimigos
naturais mutantes, esse fato pode ser
indesejavel, principalmente quando o
intuito da selecao dessa linhagem € a
produgao massal desses organismos
para a introducao em campo.

A utilizacao da técnica do DNA
recombinante tem sido considerada a
mais viavel para a implementacdo da
resisténcia em inimigos naturais. Vari-
as etapas envolvem esse processo,
sendo necessario inicialmente reali-
zar a identificacio dos genes que
governama resisténcia, posteriormen-
te devem ser clonados e inseridos no
organismo (inimigo natural) geralmen-
te através de microinjecdo. Apds a
incorporacao no genoma esse gene
deve estabilizar, se expressar apropri-
adamente e ser transmitido as progé-
nies. G. occidentalis foi o primeiro
inimigo natural melhorado através



desta técnica (Presnail & Hoy, 1994).
Uma série de critérios foram listados
por Hoy (1992) visando minimizar os
riscos de introducao de inimigos natu-
rais geneticamente modificados em
campo. Um dos fatores que visou a
seguran¢a da introducao desse orga-
nismo transgénico em campo foi a
realizacdo de estudo em areas imidas
da Florida/EUA, local onde essa espé-
cie nao sobrevive devido a sua espe-
cializacao a climas secos. Hoy (2000)
enfatiza que os riscos devido a libera-
¢do da linhagem transgénica de G.
occidentalis em campo, para fins ex-
perimentais, foram infimos. Todo o
processo para a liberagiao deste estu-
do foi monitorado pelo Departamen-
to de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA). Rigorosas precaucoes devem
ser tomadas com relacao a criacao de
manutencdo de inimigos naturais trans-
génicos, incluindo a utilizacao de ins-
talacoes adequadas e pessoal treina-
do (Hoy, 2000).

Perspectivas para
Exploraciao de Inimigos
Naturais Resistentes em

MIP no Brasil

Apesar do elevado nimero de
casos de implementacio de progra-
mas de manejo de pragas baseados na
liberacao de linhagens resistentes de
inimigos naturais (destacando-se os
acaros fitoseideos) em varios paises,
no Brasil esse assunto ainda ¢é
incipiente. No entanto, as possibilida-
des de exploracao desta ferramenta,
que agrega harmoniosamente o con-
trole quimico ao biolégico, parecem
promissoras. No caso do emprego de
N. californicus para o controle de P.
ulmi em pomares de mac¢a no Rio
Grande do Sul (Monteiro, 2002), a
utilizacao de linhagens resistentes
desse predador poderia contribuir para
a preservacao continua dessa espécie
nos pomares, inclusive durante as
pulverizacdes para o controle de inse-
tos comumente associados a essa cul-
tura como Grapholita molesta.

A implementacao de programas
de manejo de dcaros-praga em cultivo
protegido também emerge como uma
possibilidade para a exploracio de
linhagens resistentes de inimigos natu-
rais no Brasil, podendo reduzir o nu-

mero de pulverizagio com acaricidas,
e conseqlientemente os custos de pro-
ducao e quantidade de residuos no
produto final, acompanhando desse
modo as exigéncias de um mercado
que vem se tornando a cada dia mais
exigente. Em citros, estudos revelaram
que a evolugido para a resisténcia ao
inseticida deltametrina em algumas po-
pulacdes de acaros fitoseideos pode
estar sendo responsavel pela perma-
néncia deles em algumas areas, contri-
buindo dessa forma para o controle
biologico efetivo de dcaros-praga como
B. phoenicis (Poletti, 2002).
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0 Mapeamento Genético no
horamento de Plantas

Teoria e aplicagdes inseridas em um programa de melhoramento de plantas

Resumo

Os mapas genéticos idealizados
hia quase um século, tiveram sua
importancia aumentada para progra-
mas de melhoramento de plantas
com a utilizacao dos marcadores
moleculares, que, entre outras inova-
¢oes, podem ser obtidos em nimero
praticamente ilimitado. Inimeros
mapas de ligacao que foram constru-
idos com a utilizacao de diferentes
populacdes e estratégias estao dis-
poniveis na literatura para todas as
grandes culturas vegetais. Detectar
loci que afetem a expressao de carac-
teristicas quantitativas tem sido con-
siderado por varios autores como
uma das aplicagoes de maior retorno
da utilizacao de mapas genéticos no
melhoramento de plantas.

1 - HistOrico

Praticas que visam o melhora-
mento de plantas nao sao recentes e
tém sido realizadas desde os
primérdios da civilizacio (BOREM,
1999). O avanco genético resultado
dessas praticas depende de duas ca-
racteristicas populacionais principais;
primeiro: da existéncia de variabili-
dade genética na populacio; e se-
gunda: da herdabilidade das caracte-
risticas desejadas (CRUZ & CARNEI-
RO, 2003).

Historicamente, foram pouco uti-
lizados os mapas de ligacio no auxilio
a selecao em programas de melhora-
mento, até mesmo em espécies bem
estudadas como milho, Zea Mays, e

tomate, Lycopersicum spp. (ROCHA et
al., 2003a, LEE, 1995). O tipo de
marcador utilizado para o mapeamen-
to (alteracdes citologicas estruturais) e
a falta de mapas integrados que relaci-
onem varios tipos de marcas sao, se-
gundo MOREAU et al. (2000), LANDER
& BOTSTEIN, (1989), as principais
dificuldades para a utilizacao de mapas
genéticos no auxilio a sele¢ao.

O desenvolvimento da metodo-
logia de constru¢ao de mapas genéti-
cos remonta do inicio do século pas-
sado. Apos a redescoberta do trabalho
de Mendel (MENDEL, 1866) em 1900,
trinta e quatro anos depois de sua
publicacdo, varias pesquisas foram
realizadas com vistas a ampliar e vali-
dar suas conclusoes a respeito do
mecanismo de heranca de caracteris-
ticas qualitativas. BATESON e PUNNET
(1905), citados por STUTERVANT
(1965), trabalhando com as caracteris-
ticas cor da flor e formato do grao de
polen, em ervilha, publicaram um dos
primeiros relatos de ligacao génica
(“linkage”). No entanto, o primeiro
trabalho a sugerir que a distribuicao
génica nao independente € devida a
localizag¢ao dos genes nos cromosso-
mos e a eventos de trocas de segmen-
tos entre essas moléculas foi publica-
do por MORGAN (1910). Ao analisar
o padrio de heranca de um gene
mutante ligado ao sexo, para a cor dos
olhos em Drosophila melanogaster,
MORGAN fornece a primeira evidén-
cia de que os genes estao localizados
em posicoes definidas nos cromosso-
mos e que podem ser manipulados e
avaliados experimentalmente.
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O mapeamento genético basea-
do na anidlise da frequéncia dos
fendtipos recombinantes foi idealiza-
do e desenvolvido por STUTERVANT
(1913), que publicou o primeiro mapa
genético. Alfred H. Stutervant traba-
lhou com seis genes ligados ao sexo
em Drosophila melanogaster e ele
nao apenas produziu o primeiro mapa
genético com todos 0s genes na sua
posicao correta, como também pro-
pOs o principio basico do mapeamen-
to genético, da utilizacao da freqiién-
cia de recombinantes para estimar a
distancia entre dois genes e, em ho-
menagem a seu orientador THOMAS
H. MORGAN, denominou a unidade
de mapa de CENTI-MORGAN. Embo-
ra a teoria cromossdmica da heranca
tenha sido confirmada por BRIDGES
(1914), somente no ano seguinte,
STUTERVANT observou que deveri-
am ocorrer eventos de permutas du-
plas entre dois genes e que a ocor-
réncia de permuta em uma regiao do
cromossomo deve afetar a ocorrén-
cia de permuta em uma regiao adja-
cente, fendbmeno este chamado de
interferéncia.

O mapa de ligaciao de uma espé-
cie pode ser definido com um arranjo
linear de um grupo de genes ou mar-
cadores adjacentes. Dois genes marca-
dores sao ditos “ligados” sempre que
menos de 50% dos gametas produzi-
dos apresentarem genotipos recombi-
nantes para esses dois genes
(STUTERVANT, 1913). O uso de mar-
cadores na genética e no melhoramen-
to de plantas remonta ao inicio do
século, quando BATESON e PUNNET
(1905), citados por STUTERVANT
(1965), perceberam que a heranca da
cor da flor e do formato do grio de
polen em ervilha ndo sao independen-
tes. Até a década de 80, a selecio em
programas de melhoramento genético
dependeu unicamente da avaliacao de
caracteristicas fenotipicas para identifi-
cacao dos individuos superiores
(GRATAPAGLIA & SEDEROFF, 1994).

2 - Etapas da construcio de
um mapa genético.

Em geral, o primeiro passo na
construcao de um mapa de ligacio

esta relacionado com a escolha dos
genitores a serem cruzados, de forma
que maximize o polimorfismo gené-
tico (GRATAPAGLIA & SEDEROFF,
1994, VERHAEGEN etal., 1997). Uma
vez selecionados os genitores, € ne-
cessario o desenvolvimento de uma
progénie segregante, composta de
pouco mais do que uma centena de
individuos.

A escolha dos genitores e da
populacao de mapeamento € uma
das etapas mais importantes do pro-
cesso. O numero de marcadores po-
limérficos depende do polimorfismo
genético entre os genitores e a preci-
sao das estimativas de recombinacdao
e aspectos praticos do processo, como
numero de individuos a serem anali-
sados, estratégias de recombinacio e
cuidados em campo, entre outras,
dependem da escolha da populacao.

Nesse contexto, a diversidade
dos sistemas reprodutivos das es-
pécies vegetais permite o desen-
volvimento de varios tipos de po-
pulacoes de mapeamento (BOREM,
1999). Cada progénie apresenta ca-
racteristicas proprias, que devem
ser consideradas pelo pesquisador
no momento da escolha de sua
populaciao. Geralmente, as popula-
coes segregantes analisadas na cons-
trucao de mapas de ligacao sdo as
populacoes F2 derivadas de F1 por
autofecundacio; as populacoes de
R.I.L. (“Recombinant Inbreed
Lines”); as obtidas por retrocruza-
mento; e as populacoes duplos
hapléides, resultado da duplicacao
artificial do genoma hapléide (RO-
CHA et al., 2003b). Estratégias que
envolvam a necessidade de poucas
geracoes resultam em significati-
vos ganhos de tempo para espécies
de ciclo de vida longo, como, por
exemplo, as espécies florestais.
GRATAPAGLIA & SEDEROFF
(1994) sugerem a utilizacio de po-
pulacoes F1 derivadas do cruza-
mento entre genitores geneticamen-
te contrastantes.

Ap6s a escolha dos genitores
e o desenvolvimento da populacao
segregante, a etapa seguinte envol-
ve a obtenciao de marcas contras-
tantes entre os genitores que apre-
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sentem segregacao mendeliana na
populacio de mapeamento. A es-
tratégia de busca pelas marcas
polimorficas depende, principal-
mente, do tipo de marcadores utili-
zados e da diversidade genética da
espécie estudada.

Dentre os tipos de marcadores
disponiveis se destacam aqueles
baseadas na reacio de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”). A
reacdo de PCR permite a replicacao
“in vitro” de fragmentos de DNA, o
que resulta em grandes quantida-
des desses fragmentos a partir de
poucas moléculas iniciais de DNA.
A técnica de PCR, conforme ideali-
zada e desenvolvida por Kary
Mullis, envolve a amplificacao de
uma regiao especifica do DNA, de
sequéncia conhecida, que utiliza
oligonucleotideos complementares
que flanqueiam a regido alvo
(MULLIS & FALOONA, 1987). O
PCR ocorre em trés ciclos de tem-
peratura, onde oligonucleotideos
de seqiiéncia especifica sao utili-
zados como iniciadores para a sin-
tese de uma fita de DNA comple-
mentar da regiao alvo. O conheci-
mento prévio da regido a ser
amplificada € uma das principais
limitacoes da técnica, pois impos-
sibilita o estudo simultaneo de mui-
tos loci.

Por sua praticidade e capacida-
de de discriminacao simultinea de
varios loci, os marcadores RAPD
(Random Amplified Polimorphic
DNA), baseados na reacao de PCR
(WILLIAMS et al., 1990), estao entre
os mais utilizados para o mapeamento
genético vegetal. Esses sio marcado-
res dominantes (nao permitem a dis-
criminacao do gendtipo heterozigo-
to), de sequiéncia desconhecida, am-
plificados aleatoriamente no genoma.
A Figura 1 mostra o padrao de ampli-
ficacao de genitores Eucalyptus
grandise Eucalyptus urophylla e seis
individuos de uma progénie de 110
individuos. A amplificacio conjunta
do DNA total dos dois genitores e de
seis individuos da populacao F1 faz
com que a probabilidade de detecciao
da segregaciao de um marcador po-
limérfico seja superior a 98%.



Ap6s a escolha dos marcadores
polimorficos € necessaria 2 analise
do padrao de amplificacao dos indi-
viduos do restante da populacao de
mapeamento e a obtencao das esti-
mativas de recombinacao. Para cons-
truir um mapa genético, todos os
marcadores devem ser analisados dois
a dois, verificando a independéncia
ou a existéncia de ligacao entre eles
(LIU, 1998). Com base no principio
de que os gendtipos recombinantes
alterados por permuta simples ou
por permuta dupla sao gerados em
freqiéncias diferentes, utiliza-se o
teste de aderéncia X? (qui-quadrado)
para confirmar a ligacio entre os
marcadores. O teste de X*¢& qualitati-
VO, pois apenas comprova a existén-
cia ou nio de ligacio génica. Esse
teste permite calcular o desvio entre
os resultados esperados, sem a ocor-
réncia de permutas, com os resultado
observados, sendo sensivel 2 magni-
tude do desvio e ao numero de
genotipos amostrados (FALCONER,
1987). A Figura 2 mostra o padrao de
segregacio de alguns marcadores
Uteis para o mapeamento em 28 indi-
viduos da progénie F1.

Uma vez confirmada a existén-
cia da ligacao entre duas marcas, €
indispensavel adotar métodos quan-
titativos para estudar o grau de
associacao entre essas marcas. A
metodologia de Maxima Verossimi-
lhanca € utilizada no mapeamento
genético para a obtencao de varias
estimativas, inclusive as da freqién-
cia de recombinacio (LIU, 1998). O
método da Maxima Verossimilhan-
ca permite a obtencao de estimado-
res consistentes, de distribuicio
normal, eficiéncia assintética e
variancia minima. A confiabilidade
do posicionamento das marcas ao
longo do grupo de ligacao pode ser
avaliada considerando as variancias
associadas as estimativas de recom-
binacio (LIU, 1998).

Como proposto por STUTERVANT,
a freqiiéncia de recombinacio (r) pode
ser utilizada para estimar a distincia
entre pontos do cromossomo; no en-
tanto, a ocorréncia de permutas du-
plas faz com que essa unidade nao
seja aditiva. As permutas duplas ten-

- e S e

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% da reacao de amplificacao utilizando

os oligonucleotideos OPB01, OPB02, OPB03. P1 e P2 indicam os genitores E. grandis

e E. urophylla e os nimeros de 1 a 6, individuos da F1 escolhidos aleatoriamente. O
marcador utilizado ¢ o DNA do fago A clivado com as enzimas EcoRl, BamHI, Hindlll.
As setas em vermelho indicam alguns marcadores polimérficos entre os genitores e

em segregacao 1:1 na progénie.

P1IP2 1 2 3 4 5§ 6 7 8

9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% da reacao de amplificacao utilizando o
oligonucleotideo OPAB-05. P1 e P2 indicam os genitores E. grandis e E. urophylla,
respectivamente, e os nimeros de 1 a 28, individuos da progénie F1. As setas vermelhas
indicam marcas polimérficas entre os genitores de segregacio 1:1, e a seta amarela indica
marcas nao polimorficas entre os genitores de segregacao 3:1. O teste de aderéncia do
X deve ser utilizado para confirmar a segregacio mendeliana das marcas.

dem a recompor a fase de ligacio
presente no gendtipo parental; nesse
contexto, somente alguns tipos de
permutas geram gametas recombi-
nantes, resultando em uma tendéncia
de subestimar a freqiiéncia de recom-
binagio quando sao considerados mai-
ores valores de distancia (GARDNER
& SNUSTAD, 1996). O problema da
nao aditividade da unidade “r” é con-
tornado com a utilizacio de funcoes
de mapeamento, que, semelhante a
uma transformacao de dados, resulta
em uma alteracao de escala. Existem
diferentes funcdes de mapeamento,
sendo que as mais utilizadas sio aque-

las propostas por Haldane e por
Kosambi. A funcao de Kosambi é
considerada mais completa porque
leva em consideracao o fendémeno da
interferéncia entre os eventos de per-
muta adjacentes (LIU, 1998).
Finalmente, para compor um
grupo de ligacao, conhecendo-se
as frequéncias de recombinacao
entre diversos loci, € possivel esti-
mar, com um certo grau de preci-
sd0, a ordem desses loci no grupo
de ligacao. Por exemplo, em seu
trabalho, STUTERVANT (1913) esti-
mou a freqii€éncia de recombinacao
entre seis genes determinantes de
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caracteristicas qualitativas ligadas
ao sexo. A frequiéncia de recombi-
nacdo (r) entre os loci B (“Black
factor”, gene que define a cor do
corpo), C (gene que define a pig-
mentacao dos olhos) e P (olhos
vermilion) foram respectivamente
(rye = Lum;r, =307 um,; r,, =
31.7 u.m.). Tais indices permitem
determinar um Unico ordenamento
para os trés loci: B-C-P. A estima-
cao de trés pontos, como € conhe-
cida, € de facil aplicacdo, porém ¢é
limitada quando muitos loci sao
considerados simultaneamente.
Normalmente, o ordenamento dos
loci € feito determinando-se a or-
dem de maior verossimilhanca ou
utilizando-se a metodologia de
delineacio rapida de cadeia. A or-
dem de maxima verossimilhanca é
o critério preferido, pois € o que
gera a ordem de maxima probabili-
dade de ocorréncia para o conjunto
de dados analisados, porém € uma
metodologia computacional demo-
rada, uma vez que o crescimento no
nimero de ordens possiveis ¢é
exponencial em fun¢io do aumen-
to no nimero de loci (BEARZOTI,
2000).

Uma alternativa para esses dois
métodos € a metodologia de
delineacao rapida em cadeia. Esse
procedimento € bastante simples e
consiste na obtencao de uma ordem
preliminar a partir de uma matriz
que contenha os valores de recom-
binacao entre os pares de marcas,
seguido de tentativas de inversoes
multiplas entre conjuntos de trés
marcas. Para ilustrar o que foi dito,
vamos considerar a matriz que con-
tém valores de r entre os marcadores
A, B, C, D (TABELA 01). A primeira
etapa consiste em identificar o me-
nor valor de r.

0,09

B D

A seguir, toma-se um locos a
esquerda de B ou a direita de D,
escolhendo aquele com o menor va-
lor de freqiiéncia de recombinacao
“r”. Nesse caso, o menor valor de r
entre as marcas esta entre B e C.

0,15

C———8B

0,09

D

c——8 A : D &

TABELA 01- Tabela contendo valores de recombinacio entre as
marcas A, B, C e D.

A
0

Co=p

Posicionando a Gnica marca que
falta:

0,15 0,09 0,25

B C D
0,34 0,49 0,25
0 0,15 0,09
0 0,24

0

' ; Z =049
B D A &

O proximo passo consiste em
fazer permutacdes de marcas adja-
centes. Se o somatoério dos valores de
“r” diminuir, devera ser feita uma
troca entre as ordens.

n

0,15 0,24 0,25

| | 3 os
c D A S

i

Para ilustrar a precisao associada
as metodologias de construcao de
mapas genéticos, foi simulado um
pequeno genoma, utilizando-se o pro-
grama GQMOL, em desenvolvimento
na Universidade Federal de Vicosa
(disponivel em http://www.ufv.br/
dbg/ggmol/ggmol.htm). Genoma esse
constituido porapenas dois grupos de
ligacdo, cada um com 200 unidades
de mapa de tamanho; e 27 e 20 marcas
dominantes, respectivamente, em cada
grupo de ligacao. A partir desse
genoma artificial, foram gerados dois
genitores contrastantes e uma progé-
nie F2, constituida de 100 individuos.
A Figura 3 mostra o genoma simulado
ao lado das estimativas de recombina-
cio e das ordens dos marcadores
estimadas; utilizando a metodologia
de Maxima Verossimilhanca para a
obtencao das estimativas de recombi-
nacao e a metodologia da delineacao
rapida em cadeia para obter a ordem
das marcas. Boas aproximagoes em
relacio aos valores paramétricos fo-
ram obtidas para esse tipo de popula-
¢do, considerando as metodologias
utilizadas e o numero de individuos
analisados, com destaque para a or-
dem estimada dos marcadores ao lon-
go do grupo de ligacao idéntica a
ordem simulada.
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r=0,74

3 - Aplicacoes dos mapas
genéticos inseridos em
programas de
melhoramento vegetal.

Mapas de ligacao integrados,
construidos com marcas morfologi-
cas, bioquimicas e moleculares ji
estao disponiveis na literatura para
vdarias espécies vegetais, com desta-
que para as espécies tipicamente
agronOmicas. Embora de facil iden-
tificacdo, o numero reduzido dos
marcadores morfolégicos faz com
que a probabilidade de evidenciar
correlacoes entre esses marcadores
e caracteristicas de importancia eco-
nomica seja reduzida (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1998). O advento
das técnicas de marcadores molecu-
lares, em meados da década de 80,
resultou em aumento significativo
da importancia dos mapas genéti-
cos no auxilio a selecio em progra-
mas de melhoramento (LEE, 1995).
Atualmente, diversas técnicas per-
mitem a obtencao de um numero
praticamente ilimitado de marcado-
res genéticos neutros, cuja heranca
pode ser acompanhada sem influén-
cia do ambiente e avaliados em
qualquer fase do desenvolvimento.

O desenvolvimento de mapas
genéticos permite a predicao de des-
cendéncias de cruzamentos controla-
dos, localizacao das regides do
genoma responsaveis pela expres-
sao das caracteristicas e quantificacao
da sua importancia para a expressao
do fendtipo. Tais informacgdes po-
dem ser utilizadas na decomposicao
da heranca complexa das caracteris-
ticas quantitativas. A identificacao de
marcas relacionadas com regides-cha-
ve do genoma para a expressao de
caracteristicas quantitativas (QTL"s
Quantitative Traits Loci) ¢ um dos
principais objetivos da utilizacao de
mapas genéticos inseridos em pro-
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Genoma simulado, constituido de dois
grupos de ligacio com 200 unidades de
mapa de tamanho, que apresenta, res-
pectivamente, 27 e 20 marcadores do-

Estimativas de maxima verossimilhanca
dos grupos de ligacao obtidas a partir de
progénie F2, constituida de 100 indivi-
duos, originada do cruzamento de geni-

minantes.

tores de gendtipo contratantes.

Figura 3 - Grupos de ligacao 1 e 2 paramétricos (a direita) e estimados (a esquerda), utilizando a metodologia de Mixima
Verossimilhanca para a obten¢ao das estimativas da freqiiéncia de recombinacao “r” e a metodologia da delineacao rapida em cadeia
para o ordenamento dos locos. Para isso, foi gerada uma populagao F2, constituida de 100 individuos, com 47 marcas dominantes.

gramas de melhoramento. De acordo
com DUDLEY (1993), a selecao assis-
tida para caracteristicas quantitativas
por marcadores consiste de dois pas-
sos: identificacao de associacoes en-
tre marcadores e QTLs e o uso dessas
associacoes para desenvolvimento de
populacdes melhoradas.

A utilizacao de marcadores mo-
leculares para auxiliar procedimen-
tos de selecao baseia-se na premis-
sa de ligacao génica entre o locos
marcador e as regides do genoma
relacionadas com a expressao de
caracteristicas de interesse econd-
mico (LANDE & THOMPSON, 1990).
A identificacdo e a caracterizacao de
marcas moleculares proximas as re-
gioes do genoma determinantes da

expressao de caracteristicas de inte-
resse estdo diretamente relaciona-
das com a eficiéncia da selecdo as-
sistida por marcadores moleculares.
Nesse contexto, a conducio de ex-
perimentos que possibilitem o isola-
mento do efeito ambiental, junta-
mente com a andlise exaustiva de
algumas centenas de gendtipos, per-
mite o desenvolvimento de marca-
dores com alta eficiéncia de selecio.

A possibilidade de monitora-
mento da incorporacao de genes de
interesse por retrocruzamento, a se-
lecao precoce baseada no indice de
heterose entre os individuos e a
presenca das marcas moleculares
para as caracteristicas desejadas sao
utilizacdes que, potencialmente, po-

demacelerar e aumentar a eficiéncia
da seleciao em programas de melho-
ramento. (MURO_ABAD, 2000 ,
LANDE & THOMPSON, 1990). A
construcao de mapas de ligacao vi-
sando a selecio assistida por marca-
dores moleculares € considerada por
alguns autores como uma das apli-
cacodes de maior impacto: € o resul-
tado da utilizacao da tecnologia de
marcadores moleculares associado
a programas de melhoramento ge-
nético (FERREIRA & GRATAPAGLIA,
1998, MURO_ABAD, 2000).

Além do estudo e da localizacao
dos QTLs e da determinacao de seus
efeitos, € interessante considerar que
o desenvolvimento de um mapa ge-
nético permite estudos em varias
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outras dreas como, por exemplo, o
esclarecimento da estrutura do
genoma, a clonagem de blocos de
genes de interesse, e os estudos de
sintenia (relativo a localizacao de
dois ou mais genes em um mesmo
cromossomo) em espécies relaciona-
das (LIU, 1998).

O cruzamento das informacoes
obtidas com o mapeamento genético
tradicional e com o mapeamento fisi-
co do genoma deve facilitar a carac-
terizacdo de genes e de regides do
genoma criticas para a expressao
fenotipica, dando subsidios para a
clonagem de blocos de genes deseja-
veis. A relacdo entre as unidades de
mapa e a distincia em pares de base
ndo € uma constante entre as espéci-
es e depende, principalmente, da
saturacao do mapa e do tamanho do
genoma da espécie considerada. Tais
estudos associados a sintenia entre
as espécies podem facilitar o enten-
dimento de muitos processos fisiol6-
gicos e de diferencas entre espécies,
fornecendo a base tedrica para a
selecio e manipulacao genética de
espécies relacionadas.
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Filmes Comestiveis

de Quitosana

Introduciao

sar revestimentos e co-

berturas em frutas e ve-

getais com o objetivo de

aumentar seu periodo de

preservacao nao consis-
te em pratica recente. Segundo
Hardenburg (1967), emulsoes deri-
vadas de oOleos minerais tém sido
empregadas desde o século 13 na
China, na conservaciao de frutos ci-
tricos e em outros produtos que
eram transportados por longas dis-
tancias por via maritima. Na década
de 1950, a cera de carnauba foi
introduzida para esse fim, mas, de-
vido 2 aparéncia fosca resultante de
sua aplicacao, foram misturados com
polietileno e parafina. Nos anos de
1960, ceras e vernizes processados a
partir de gomas soliveis em dgua se
tornam populares no revestimento
de citricos e frutas em geral.

As coberturas denominadas “co-
mestiveis” como hoje conhecemos
sa0 mais recentes, e datam das déca-
das finais do século passado , quan-
do os produtores tiveram seu inte-
resse po elas aumentado devido a
expansio da oferta de produtos pro-
cessados. A industria dos chamados
alimentos minimamente processa-
dos foi inicialmente desenvolvida
com o objetivo de suprir restauran-
tes, hotéis e instituicdes similares.
Nas ultimas décadas, contudo, em
funciao das conveniéncias da vida
moderna, os produtos processados
experimentaram uma significativa
expansao, com oferta de op¢oes no
varejo e facilidade de escolha para o
consumo direto.

Acdo biofungicida sobre frutas fatiadas

As mudancas nos padroes
nutricionais e os beneficios credita-
dos a uma alimentacio saudavel for-
maram a grande forca impulsionadora
desses produtos e tém refletido, des-
de entdo, em ambito mundial, uma
atencao para as pesquisas de novos
materiais e agentes com proprieda-
des preservativas e bactericidas natu-
rais que possam ser conveniente-
mente empregados em alimentos.

Em particular os seguimentos de
“fresh-cut” e “ready-to-eat” sao os que
requerem uma tecnologia especifica
para a manutencao apropriada de suas
qualidades nutricionais (Wiley, 1997).

De acordo com Clemente (1999),
frutas e vegetais minimamente pro-
cessados foram timidamente intro-
duzidos no Brasil no inicio da década
de 1990 em Sao Paulo. Estima-se hoje
um crescimento na taxa de, pelo
menos, 20% ao ano, tendo movimen-
tado, em 1998, cerca de R$ 450 mi-
lhoes, s6 no mercado nacional de
vegetais minimamente processados
(Fares & Nantes, 2001).

Os revestimentos comestiveis
sobre alimentos devem apresentar
certas peculiaridades como serem
invisiveis, terem aderéncia suficiente
para nao serem facilmente removi-
dos no manuseio e ndo introduzirem
alteracoes no gosto.

Embora atributos de qualidade
sejam os objetivos principais de um
revestimento, da-se uma énfase na-
tural as caracteristicas visuais. Como
dados apresentados nos trabalhos
de Ahvenainen (1996) e de Nassu et
al., (2001), a principal preocupacao
dos consumidores estd em adquirir
produtos com aparéncia de frescos,
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cor aceitavel e razoavelmente livres
de defeitos.

O principal papel de uma cober-
tura comestivel, no entanto, é atuar
como uma barreira a perda de umida-
de, controlar a respiracao do fruto e
evitar contaminagoes microbiologicas
e quimicas. Durante a respiracao,
glucose € metabolizada em dioxido
de carbono (CO,) por meio da intera-
¢ao doacido tricarboxilico, o que gera
o amadurecimento e deterioracao na-
tural do fruto. A atmosfera modificada
criada pelo revestimento gera um apri-
sionamento fisico do CO, dentro do
fruto. Se a permeaciao de oxigénio
(O, para seu interior € reduzida,
ocorrera um prolongamento do tem-
po de maturacao. Além disso, os re-
vestimentos comestiveis tém a vanta-
gem da biodegradabilidade que os
torna “ambientalmente corretos”.

Lipidios, polissacaridos e protei-
nas sao os produtos comumente em-
pregados na formacao das coberturas
comestiveis sobre frutas, com vanta-
gens e desvantagens especificas de
cada material (Baldwin et al., 1995).
Tém sido tentativas recorrentes na
pesquisa de superficies ativas a depo-
sicio de multicamadas ou de estrutu-
ras compositas € combinacoes destes
ou adicao de demais materiais.

Respiracao em Frutos

Sob condic¢oes ideais, a maioria
das plantas, incluidos seus frutos,
respira aerobicamente. A respiracio
aerébica envolve a quebra de molé-
culas de carboidratos obtidos duran-
te a fotossintese. A queima lenta
desses compostos ricos em energia,
dos quais um dos mais simples ¢ a
glicose, constitui atividades metabo-
licas bem conhecidas e sio usadas na
formacao de adenosina trifosfatada
(ATP). Durante o processo respirato-
rio normal, a planta usa o oxigénio da
atmosfera como um aceptor de elé-
trons no processo de fosforilacao e
libera dioxido de carbono.

Quando o fruto é colhido, ha
uma interrup¢ao no balango gasoso,
ocorrendo um alto influxo do oxigé-
nio com proporcional perda do CO,,.
Nessa nova condicao (alta concen-
tragao de O, com baixa de CO,), as
células internas nao sao mais reno-

vadas e a respiracdo aumenta, o que
provoca uma queda metabdlica le-
vando o fruto a um gradual amadu-
recimento e eventual senescéncia.
Com o revestimento ocorre entupi-
mento parcial dos poros, reduzindo,
dessa forma, a troca gasosa, ou seja,
reduzindo a taxa de respiracio, o
que permite um prolongamento da
vida do fruto.

Revestimentos
Hidrocoloides

Um dos materiais de interesse
no processamento de coberturas sao
os hidrocoloéides. Hidrocoléides sao
polimeros soltiveis em meios aquo-
sos, estabilizados em géis que nor-
malmente, solidificam e formam fil-
me por evaporacgao direta do
solvente. Os revestimentos de
hidrocoléides constituem excelente
barreira aos gases, mas oferecem
fraca protecao a migracio do vapor
de 4agua, dada a sua natureza
hidrofilica.

Os hidrocoldides utilizados na
preparacao de filmes comestiveis po-
dem ser classificados segundo a sua
composi¢do, massa molecular e solu-
bilidade. De acordo com Donhwe e
Fennema (1994), os filmes hidroco-
loidais mais utilizados sao os
glucidicos e os protéicos. Os gliucidos
mais utilizados sdo os derivados de
celulose, os alginatos, as pectinas, a
goma-arabica e o amido ou amido
modificado. A proteina de soja, o
gliten, a zeina e o soro de leite sao
algumas das proteinas freqiientemen-
te utilizadas na preparacao de reves-
timentos comestiveis.

Polissacarideos de origem ani-
mal tém sido avaliados como uma
alternativa consideravelmente eco-
némica e eficiente para esse fim,
sendo a quitosana o composto mais
estudado (Coma et al., 2002).

HOH C
O

HO O

NH,

HO o/

HOH C

A quitosana

A quitosana € um polimero natu-
ral derivado do processo de desaceti-
lacao da quitina, que € tido como o
segundo polissacarideo mais abun-
dante da natureza, atrds apenas da
celulose. Sua estrutura € formada pela
repeticio de unidades beta (1-4) 2-
amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-
glucosamina) e apresenta uma cadeia
polimérica quimicamente similara da
celulose, conforme expressa na Figu-
ra 1. Devido a suas caracteristicas
atoxicas e de facil formacao de géis, a
quitosana tem sido considerada ha
décadas como um composto de inte-
resse industrial e especialmente de
uso farmacéutico (Campana-Filho &
Desbrieres, 2000). Recentemente, con-
tudo, uma série de estudos tem sido
publicada caracterizando o uso da
quitosana como cobertura de alimen-
tos ou revestimentos protetores em
frutas e legumes processados (Shahidi
et al., 1999; Coma et al., 2002). Esses
trabalhos enfocam, essencialmente,
as propriedades antifingicas e
antibacterianas da quitosana, confor-
me demonstrado por No etal., (2002),
indicando por conseguinte o seu uso
potencial sobre superficies cortadas
ou sobre frutos com alta taxa de
maturagao pos-colheita. Como a
quitosana constitui-se de fibras nao
digeriveis, ndo apresenta, portanto,
valor cal6rico, independentemente da
quantidade ingerida, o que € mais um
atrativo para a industria alimentar.

As diferentes caracteristicas do
produto comercial tornam-se um dos
aspectos que tém dificultado seu ple-
no uso na industria alimenticia. As
quitosanas disponiveis, principalmen-
te no Brasil, sio de procedéncias
diversas e apresentam diferentes
graus de pureza e densidade molar,
além de nao seguirem industrialmen-
te um procedimento comum de desa-

— N

Figura 1. Representaciao esquematica da estrutura primdria da quitosana, sendo n o

grau de polimerizacao.
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cetilacio, o que torna os materiais
comerciais consideravelmente dife-
rentes entre si. Esse fato dificulta o
estabelecimento de um processamen-
to padrao de géis e a obtencdo de
filmes e revestimentos com caracte-
risticas reprodutiveis (Assis & Alves,
2002). Outro aspecto importante €
que as quitosanas comerciais sao
soltiveis somente em pHs acidos, o
que pode gerar reagdes com a super-
ficie a ser revestida, alterando o as-
pecto e o sabor da polpa. Alteracoes
na sequéncia de desacetilacio ou
mudancas estruturais introduzidas na
cadeia da quitosana ja processada,
como o derivado N-carboximetilqui-
tosana, podem gerar produtos solu-
veis em pH neutro. De um modo
geral, contudo, a quitosana tem sido
internacionalmente aceita como ma-
terial promissor para revestimento
de frutas e de alimentos diversos.

Metodologia para
Formacao de Gé€is e
Revestimento

A quitosana empregada nesta
avaliacao foi obtida em farmacias de
manipulagdo, sendo, segundo infor-
macao inscrita, procedente da purifi-
cacao de quitinas extraidas de cascas
de camardo. Esse material apresenta
aspecto granular, ligeiramente ama-
relado e pode ser classificado como
de média massa molar (Signini &
Campana-Filho, 1998).

Os géis foram preparados por
dissolucio sob agitacao moderada em
acido acético 0,5 M até equilibrio em
pH proximo a 3. Estudos preliminares
indicaram que os melhores resultados
na formacao de filmes sao consegui-
dos com solugdes com concentracoes
de quitosana proximos a 20 g/L (Assis
& Pessoa, 2003). Sao necessarios pe-
riodos superiores a 12 horas de agita-
¢ao para obter uma total homogenei-
zacdo da solucio. Para simplificar o
processo, todo o procedimento foi
realizado sob temperatura ambiente.

Frutos comerciais de magas da cv.
Gala, foram secionadas ao meio, dois
procedimentos de revestimento
adotados: i) as amostras foram imersas
comaajuda de um suporte metalico na
solucio filmogénica e ii) as amostras
foram revestidas por nebulizag¢ao, com

Figura 2 — Procedimentos de revestimento adotados.
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Figura 3. Seqiiéncia empregada para processamento de gel e depésito.
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sistema de pressao manual (spray). A
consecucao de uma nebulizacao per-
feita e a de forma manual sio depen-
dentes, evidentemente, da viscosidade
da solugio empregada.

Ap6s o escoamento do excesso
de gel, foram deixadas secar em condi-
cdo ambiente. A cura (polimerizacio)
do filme da-se espontaneamente como
consequiiéncia da evaporacio do
solvente. A Figura 2 ilustra os procedi-
mentos adotados, cuja sequiéncia estd
esquematizada na Figura 3.

Como resultado da aplicacao, €
observada uma ligeira mudanca na
coloragao da superficie cortada, em
ambos os processos, com tendéncia a
um tom tirante a amarelo ou a verde
suave. Apds a secagem, os filmes

imersa
Figura 4. Imagens tipicas de filmes de quitosana, obtido por microscopia de forca
atomica. O aspecto microscopico dos filmes formados indica estrutura descontinua com
porosidade residual, mais acentuado para os revestimentos obtidos por nebulizacao.

resultantes apresentam boa aderén-
cia, sendo totalmente transparentes.

As macas naturalmente apresen-
tam um escurecimento superficial sob
as faces cortadas, em funcao da acao
enzimatica da polifenoloxidase
(PPO), em diferentes intensidades,
como medido por Sapers e Douglas
em 1987. Contudo, em meio acido,
que € necessario para que a quitosana
se dissolva em condi¢ao nao-altera-
da, essa reagido ¢ potencializada. No
entanto, foi observado que o tempo
de imersao das amostras (de 3 a 8
segundos) aparentemente nao afeta
a coloracao final resultante. A exten-
sao dos danos provocados pela acao
acida pode ser, em principio, atenu-
ada pelo uso de agentes alcalinos

Y-range: 300 nm

X-range: 300nm

spray

—m— Sem revestimento
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Figura 5. Perda relativa de massa em funcao do tempo de armazenamento em
condi¢des ndo controladas. Amostras fatiadas e revestidas por imersao.
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que, misturados ao gel, ajustam o pH
em niveis menos agressivos ou que,
por alteracdes estruturais prévias da
quitosana, que a torna solivel em
pHs mais alcalinos. Um revestimento
polimérico ideal para uso em alimen-
tos, evidentemente deve ser comple-
tamente inerte, com auséncia de im-
pacto sobre a polpa ou introducao e
alteracao de cores na casca ou nas
demais partes do fruto.

Tém sido conduzidas andlises
detalhadas dos filmes, tanto por mi-
croscopia eletrénica de varredura
(MEV) como por microscopia de for-
ca atdbmica (AFM), (Assis, et al., 1999;
Assis, et al, 2002) indicando estrutu-
ras descontinuas, que caracterizam
certa porosidade residual no filme
formado, conforme imagens tipicas
apresentadas na Figura 4, obtidas por
AFM (sistema TopoMetrix Discover -
imagens geradas por programa SPIP
2.1 - Scanning Probe Image Proces-
sor). Os filmes apresentam espessu-
ras variaveis, dependente da posicao
no fruto, mas de uma forma geral, sao
extremamente finos, nao superiores
a 1,5 mm. Como citado, coberturas
totalmente densas e impermeaveis
sdo indesejiveis para coberturas de
frutos, pois € necessario que haja nos
revestimentos a manutenc¢ao de uma
respiracdo minima.

A literatura tem mostrado que
polimeros hidrofilicos, especialmen-
te os altamente polares como a
quitosana, podem, em funcao da
umidade relativa do ar, mudar signi-
ficativamente sua permeabilidade a
gases. Resultados apresentados por
McHugh & Krochta, em 1994, mos-
traram que, para uma porosidade
especifica, a permeacio € sensivel-
mente reduzida com o abaixamento
da concentracao de agua adsorvida
pela pelicula. Na realidade, a per-
meabilidade do filme pode ser alte-
rada devido, nao somente a umida-
de ambiental, mas, principalmente,
pela incorporacao de elementos
aquosos celulares oriundos da pol-
pa da fruta (Baldwin et al, 1996).

Caracteristicas Protetoras
Com respeito a acdo protetora
dos revestimentos de quitosana, &
observada pouca diferengca como re-



Sem cobertura

Figura 6. Aspecto genérico das faces cortadas (revestidas e ndo-revestidas) apés o

oitavo dia de armazenamento.

sultado dos processos de deposicao.
A Figura 5 apresenta a perda de massa
relativa, obtidas em amostras cobertas
por imersao, para 10 dias de armaze-
namento em condicdes nio controla-
das (temperaturas entre 25°C -30°C
em ambiente com iluminacio natu-
ral). Ao final desse periodo, temos
uma preservacao média de massa su-
perior a 10% para as amostras
recobertas. Os dados referem-se a
medidas realizadas diariamente para
valores estimados pela média de 8
amostras.

Worrell at al., (2002) demons-
tram que uma das principais caracte-
risticas de um filme protetor na redu-
¢ao de perda de massa € o estabele-
cimento de uma boa diferenca nos
valores de pressao de vapor entre o
fruto e sua vizinhan¢a. Apesar da
quitosana ser um material hidrofilico
com significativa taxa de absorcao de
agua (Assis & Silva, 2003) o efeito
redutor da perda de massa é efetivo
e claramente observado. Resultados
similares foram coletados para as
amostras revestidas por spray.

O cardter antifingico da
quitosana foi avaliado qualitativa-
mente através do acompanhamen-
to fotogrifico de coldnias esponta-
neamente crescidas sobre as super-
ficies cortadas. Embora nao tenha
sido realizado um acompanhamen-
to rigoroso das culturas e das espé-
cies de fungos, de modo geral, os
filmes apresentaram boa acio
antifdngica. Fica visualmente clara
essa acao na comparacio das ma-
cas revestidas com as nao revestidas.
Faces nao recobertas apresentam
proliferacao de fungos a partir do
quinto dia, com progressio signifi-
cativa nos periodos seguintes. A
Figura 6 apresenta exemplo da apa-
réncia das faces apds o oitavo dia
de estocagem.

O efeito fungicida da quitosana
¢ atribuido a acao de enzimas
quitonoliticas, como a quitinase,
que degradam as paredes celula-
res dos fungos e provocam a extra-
cao de agentes antimicrobianos
como a fitoalexina e a pisatina
(Hirano & Nagao, 1989, Coma et
al., 2002). A quitinase pertence a
uma familia de proteinas denomi-
nada proteinas relacionadas com a
patogénese (conhecidas como pro-
teinas de defesa) ou proteinas PR
(Pathogenesis Related proteins).
Essas proteinas formam um grupo
estrutural e funcionalmente hete-
rogéneo que sao capazes de inibir
o crescimento da hifa.

Essas atividades antifingicas
sao freqientemente influenciadas
pelo pH local. Estudos conduzidos
por Sudarshan e colaboradores
(1992) indicaram que a interacao
entre quitosana positivamente car-
regada (o que ocorre em meio aci-
do) e residuos ou superficies
microbianas negativamente carre-
gadas sao fundamentais para uma
efetiva acdo inibitoria do cresci-
mento de microorganismos. Feng
etal., 1994, também mostraram que
a atividade microbiana da quitosana
aumenta com o porcentual de desa-
cetilacao, que, normalmente, se en-
contra entre 65% a 85%. Jung, et al.,
(1999) resumem as atividades
antimicrobianas da quitosana em
dois principais mecanismos: i) A
natureza catidnica da quitosana, que
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favorece ligacoes com o acido sidlico
nos fosfolipidios, e conseqlente-
mente, restringe o movimento de
substancias microbiologicas; e i) A
penetracao através da parede celu-
lar que impede a transformac¢ao do
DNA em RNA. Ou seja, a atividade
antimicrobiana se da por interacao
dos grupos amino livres da cadeia
polimérica da quitosana.

O uso de substancias polissaca-
rideas abundantes e bioativas como a
quitosana, que, além de atoxicas,
reduzem a maturagdo e atuam ou
induzem defesas a microorganismos,
sao potencialmente interessantes para
aplicacoes em biotecnologia e mere-
cem ser mais bem avaliadas como
potencial material para revestimen-
tos comestiveis de uso genérico.

Referéncias

ASSIS,0.B.G., ALVES, H.C. (2002)
Metodologia Minima Para a Pro-
ducao de Filmes comestiveis de
quitosanas e avaliacao prelimi-
nar de seu uso como revestimen-
to protetor em macas cortadas.
Comunicado Técnico — Embrapa
Instrumentacdo Agropecudria,
Sao Carlos, SP., 5p.

ASSIS, O.B.G., PESSOA, J.D.C. (2003)
Chitosan thin-film preparation for
use as edible and fungi growth
inhibitor coating on sliced fruits.
Submetido ao Brazilian J. of Food
Tech.

ASSIS O B. G., SILVA, V. L. (2003)
Caracterizacao estrutural e da ca-
pacidade de absor¢ao de agua
em filmes finos de quitosana pro-
cessados em diversas concentra-
coes. Polimeros: Ciéncia e Tecn.,
13[4] p.223-228.

ASSIS O. B. G., VIEIRA, D. C,
BERNARDES-FILHO R.,
CAMPANA-FILHO, S. P. (2002)
AFM characterization of chitosan
self-assembled films. Intern. J.
Polymeric Mat., 51[7] p. 633-
638.

ASSIS, O. B. G., VIEIRA, D.C,
BERNARDES-FILHO, R. (1999)
Surface Evaluation of Self-
Assembled Multilayered Organic
Films by AFM. SCANNING - J.
Scanning Microscopy, 21[2] p.
71-72.

BALDWIN, E.A., NISPEROS-
CARRIEDO, M.O., (1995) Baker,
R.A. Edible coatings for lightly
processed fruits and vegetables.
HortScience, 30[1] p 35-38

BALDWIN, E. A., NISPEROS, M. O.,
CHEN, X.; HAGENMAIER, R. D.
(1996) Improving storage life of
cut apple and potato with edible
coating. Postharvest Biology and
Tech., 9 p. 151-163.

CAMPANA-FILHO, S.P., DESBRIERES,
J. (2000) Chitin, chitosan and
derivatives. in Natural polymers
and agrofibers composites. Sao
Carlos: Embrapa Instrumentacao
Agropecudria,. p. 41-71.

CLEMENTE, E.S. (1999) O Mercado
de vegetais minimamente pro-
cessados. Semindrio sobre horta-
licas minimamente processadas.
ESALQ-USP, Piracicaba, SP.

COMA, V., MARTIAL-GROS, A.,
GARREAU, S.; COPINET, A,
SALIN, F., DESCHAMPS, A.
(2002) Edible antimicrobial
films based on chitosan matrix.
J. Food Sci., 67 [3], p. 1162-
1169.

DONHWE, G., FENNEMA, O. (1994)
Edible Filmes and Coatings:
Characteristics, Formation,
Definitions and Testing Methods,
in Edible Coatings and Films to
Improve Food Quality, (Krochta
etal., eds), Technomic Publ. Co.,
Lencaster, PA, p.1-24.

FARES, C.B., NANTES, J.E.D. (2001)
TransacOes comerciais entre a
industria de vegetais minimamen-
te processados e o setor varejista.
In IV Congresso Internacional de
Economia e Gestio de Redes
Agroalimentares.

FENG, S.W., LI, C.F., SHIH, D.Y.C.
(1994) Antifungal activity of
Chitosan and its preservative
effect on low-sugar candied
kumquat. J. of Food Prot., 61
p-136-140.

HARDENBURG, R.E. (1967) Wax and
related coatings for horticultural
products. A bibliography. Agr.
Res. Bulletin 51-15. US. Dept of
Agriculture. Washington, DC.

HIRANO, D., NAGAO, N. (1989)
Effects of chitosan, pectic acid,
lysozyme and chitinase on the
growth of several phytopathogens.

Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento - Edicdo n° 30 - janeiro/junbho 2003

Agr. Biol. and Chem., 53 p. 3065-
3071.

JUNG, B.O., KIM, C.O., CHOIL, K.K.,
LEE, Y.M., KIM, J.J. (1999)
Preparation of amphiphilic chitosan
and their antimicrobial activities. J.
Appl. Polym. Sci., 72 p. 1713-1719.

MCHUGH, T. H., KROCHTA, J. M.
Permeability properties of edible
films. In: Edible coatings and
Sfilms to improve food quality.
(Kochta,J. M. etal. Eds.).Lancaster:
Technomic Publishing, 1994. p.
139-187.

NASSU, R. T., LIMA, J. R., SOUZA-
FILHO, M.S. M. (2001) Consumer’s
acceptance of fresh and combined
methods processed melon, man-
goand cashew apple. Revista Bras.
de Fruticultura. 23(3] p. 551-554.

NO, H. K., PARJ, N. Y., LEE, S. H.,
MEYERS, S. P. (2002) Antibacterial
activity of chitosan and chitosan
oligomers with different molecu-
lar weights. Intern. J. Food
Microbiology, 74 p. 65-72.

SAPERS, G.M., DOUGLAS, F.W.
(1987) Measurement of enzymatic
browning at cut surfaces and in
juice of raw apple and pear fruits.
J. Food Sci., 52 p.1258-1262.

SHAHIDI, F., ARACHCHI, J. K. V.,
JEON,Y.J.(1999) Food applications
of chitin and chitosans. Trends in
Food Sci. Tech., 10 p. 37-51.

SIGNINI, R., CAMPANA-FILHO, S.P.
(1998) Purificacao e caracteriza-
¢ao de quitosana comercial.
Polimeros: Ciéncia e Tecn., 8 [4]
p. 63-08.

SUDHARSHAN, N.R., HOOVER, D.G.,
KNORR, D. (1992) Antibacterial
action of chitosan. Food Biotech.,
6 p.257-272.

WILEY, R.C. (1997) Métodos de
conservacion de las frutas y
hortalizas minimamente
procesadas y refrigeradas. In: Fru-
tas y hortalizas minimamente
procesadas y refrigeradas. (Wiley,
R. C. Ed.). Zaragoza: Editorial
Acribia, p.65-129.

WORRELL, D.B., CARRINGTON,
C.M.S., HUBER, D.J. (2002) The
use of low temperature and coating
to maintain storage quality of
breadfruit, Artocarpus altilis
(Parks.) Fosb. Postharvest Biology
and Techn., 25 p. 33-40. *



Peshquisa

Ester Ribeiro Gouveia
Departamento de Antibioticos — UFPE
Doutora em Engenbaria Quimica.
ester.gouveia@bol.com.br

Danielle Patrice Alexandre Lima
Departamento de Antibioticos — UFPE
Bacharel em Ciéncias Biologicas.
daniellepatrice3@hotmail.com

Maria do Socorro Duarte

Departamento de Antibioticos — UFPE

Mestre em Biotecnologia de Produtos Bioativos
msocorrodna@bol.com.br

Glaucia Manoella de Souza Lima
Departamento de Antibicticos — UFPE

Mestre em Biotecnologia de Produtos Bioativos.

gmslima@yahoo.com.br

Janete Magali de Aratjo
Departamento de Antibicticos — UFPE
Dr? Prof* adjunta da UFPE.
janetemagali@yahoo.com.br

Ilustragoes cedidas pelos autores

actérias Produtoras

e Biossurfactantes

Producdo de biossurfactantes por bactérias isoladas de pogos de petréleo

Resumo

Os biossurfactantes sio molé-
culas produzidas por bactérias, fun-
gos ou leveduras, que apresentam
propriedades biologicas aplicaveis
a varias industrias, tais como, a in-
dustria farmacéutica, de cosméticos,
de petrdleo e de alimentos. Estes
compostos, nos ultimos anos, tém
recebido atencao especial devido a
sua biodegradabilidade, baixa
toxicidade e conseqiiente aceitabili-
dade ecolégica. Os biossurfactantes
sao classificados em glicolipideos,
lipopeptideos e lipoproteinas,
biossurfactantes poliméricos, fosfo-
lipideos e acidos graxos. Dentre os
glicolipideos, os mais estudados sao
os raminolipideos, produzidos por
Pseudomonas aeruginosa. Este tra-
balho teve como objetivo a produ-
¢ao de biossurfactantes raminolipi-
dico por bactérias isoladas de pocos
de petrdleo. Inicialmente, 40 bacté-
rias isoladas de pocos de petrdleo
no Canto do Amaro/RN foram isola-
das e caracterizadas como produto-
ras ou nao de raminolipideos, utili-
zando-se um ensaio primdrio
semiquantitativo. Destas bactérias,
13 deram resultado positivo e foram
identificadas como Pseudomonas
aeruginosa, com excec¢ao de duas
bactérias, que foram identificadas
apenas como Pseudomonas. Na se-
gunda etapa foram realizados culti-
vos em frascos agitados com meio
de cultura contendo glicose ou
glicerol como fontes de carbono. O
glicerol foi uma fonte mais apropri-
ada, com produtividade de raminose
maior que aquela encontrada na lite-
ratura utilizando o mesmo meio e
outra linhagem isolada de outro lo-
cal. Na etapa seguinte, foram realiza-

dos experimentos de degradacao de
petrdleo bruto pelas 13 bactérias.
Estes resultados mostraram o poten-
cial destas linhagens em produzir
biossurfactantes raminolipidico, uti-
lizando petréleo bruto como fonte de
carbono o que apresenta ser de gran-
de importancia para a biorremedia-
¢ao de areas contaminadas por derra-
mamento de petréleo.

1. Introducio

Os surfactantes compreendem
uma classe importante de compostos
quimicos muito utilizados em diversos
setores industriais, uma vez que atuam
como dispersantes e/ou solubilizantes
de compostos organicos, apresentan-
do baixa solubilidade em dgua. A im-
portancia comercial dos surfactantes
torna-se evidente a partir da tendéncia
do mercado que vem aumentando sua
producao em decorréncia da diversi-
dade de aplicacoes industriais.

Os surfactantes possuem estrutu-
ra molecular com grupos hidrofilicos
e hidrofobicos que exibem proprieda-
des como adsorcao, formacio de
micelas, formac¢ao de macro e micro
emulsdes, acio espumante ou
antiespumante, solubilidade e deter-
géncia. Um dos indices mais utiliza-
dos para avaliacao desta atividade
surfactante é a concentracao de micelas
criticas (CMC) que € a solubilidade de
um surfactante dentro da fase aquosa
ou a concentracao minima requerida
para atingir a mais baixa tensiao super-
ficial ou interfacial (Lin, 1996). A efi-
ciéncia e a efetividade sdao caracteris-
ticas basicas essenciais que determi-
nam um bom surfactante. A eficiéncia
€ medida através da CMC que varia de
1 a 2000 mg/l, enquanto que a
efetividade esta relacionada com as
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Figura 1. Diametro dos halos azuis das bactérias caracterizadas como produtoras de

raminolipideo.

tensoes superficiais e interfaciais as
quais devem atingir valores menores
que 30 e 1 mN/m, respectivamente
(Muligan, 1993).

Um outro parametro muito utili-
zado para avaliar o comportamento
do surfactante é o valor do balanco
hidrofilico - lipofilico (HLB). Segun-
do Parkinsom (1985) surfactantes com
HLB menor que 6 sdo mais solaveis
na fase oleosa, enquanto valores en-
tre 10 e 18 exibem caracteristicas
opostas (Desai e Banat, 1997). A
adicao de um bom surfactante na
dgua pode diminuir a tensao superfi-
cial e interfacial a 20°C de 72 para 30
mN/m (Kosaric, 1996).

Os surfactantes sao aplicados em
areas como agricultura para a formu-
lacao de herbicidas e pesticidas, na
industria alimenticia como aditivo em
condimentos, nas industrias farma-
céuticas, téxtil e cosmética (Yamane,
1987; Lin et al., 1993; Shephord et al.,
1995). Entretanto, o maior mercado
para os surfactantes € na industria
petrolifera, onde sio amplamente uti-
lizados para a recuperacao terciaria
do petroleo (MEOR - Microbial
Enhanced Oil Recovery), como na

remocao e mobilizacio de residuos
de dleo e biorremediacao (Desai e
Banat, 1997; Ron e Rosenberg, 2002).

Surfactantes microbianos ou bios-
surfactantes sao metabdlitos microbia-
nos de superficie ativa, que apresen-
tam moléculas com por¢des hidrofilicas
e hidrofébicas que tendem a se distri-
buir nas interfaces entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade
(6leo/dgua e agua/oleo). Estas propri-
edades promovem a reducdo da ten-
sao superficial e interfacial, conferindo
a capacidade de detergéncia, emulsifi-
cacao, lubrificacdo, solubilizacio e dis-
persao de fases (Desai e Banat, 1997).
A porc¢ao hidrofilica € constituida por
grupamentos anidnicos, cationicos,
nao-anidnicos ou anfoteros, enquanto
que, a parte hidrofébica, geralmente é
um hidrocarboneto linear ou ramifica-
do apresentando ou nao duplas liga-
¢coes e/ou grupos aromaticos (Georgiou
et al., 1992). Os surfactantes microbia-
nos sao produzidos principalmente por
bactérias, embora fungos e leveduras
também os produzam (Fiechter, 1992).

A maioria dos surfactantes utili-
zados comercialmente € sintetizada
a partir de derivados do petréleo.

Tabela 1- Diversidade de surfactantes de origem microbiana
(Mulligan et a., 2001).

Microrganismos
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus sp.
Candida bombicol
Candida lipolytica Y-917
Corynebacterium insidiosum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorecens
Rhodococcus sp.

Biossurfactantes
Lipopeptideo
Surfactina
Raminolipideo
Soforolipideo
Soforolipideo
Fosfolipideo
Raminolipideo
Lipopeptideo
Glicolipideo
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Entretanto, nos ultimos anos o inte-
resse por surfactantes de origem
microbiana tem aumentado signifi-
cativamente em decorréncia de se-
rem naturalmente biodegradaveis
diminuindo assim o impacto ambi-
ental (Makkar e Cameotra, 2002).
Os biossurfactantes apresentam inud-
meras vantagens sobre os surfactan-
tes de origem quimica, tais como,
baixa toxicidade, tolerdncia a tem-
peratura, pH e forca idnica, além de
serem biodegradaveis na dgua e no
solo (Lin, 1996).

Segundo Georgiou et al. (1992),
uma grande variedade de microrga-
nismos produz biossurfactantes, sen-
do que o tipo, a quantidade e a
qualidade do biossurfactante sao in-
fluenciados pela natureza do substra-
to, concentracao de ions como P, N,
Mg, O,, e Fe' no meio de cultura,
além das condicdes de cultivo.

Os surfactantes sintéticos sao
classificados pela natureza do seu
grupo polar, enquanto que os bios-
surfactantes sao diferenciados por
sua natureza bioquimica e pela espé-
cie microbiana produtora (Desai &
Desai, 1993). As principais classes
incluem os glicolipideos, lipopepti-
deos e lipoproteinas, biossurfactan-
tes poliméricos, fosfolipideos e aci-
dos graxos (Georgiou et al., 1992;
Desai e Banat, 1997).

Uma ampla diversidade de bios-
surfactantes de origem microbiana
pode ser observada na Tabela 1.

A classe dos glicolipideos com-
preende um grupo dos mais conheci-
dos e estudados, apresentando lon-
gas cadeias de dcidos alifaticos ou
acidos hidroxialifaticos. Nesta classe
destacam-se os raminolipideos,
trealolipideos e soforolipideos (Reis,
1998).

Os raminolipideos sio formados
por uma ou duas moléculas de
raminose, ligadas a uma ou duas molé-
culas de dcido b-hidroxidecanoéico
(Desai e Banat, 1997). Foram isolados
pela primeira vez por Bergstrom et al.
(1946) de Pseudomonas pyocyanea.
Posteriormente, Jarvis e Johnson em
1949 mostraram uma ligacio glicosidica
de b-hidroxidecanoil-b-hidroxidecano-
ato com duas moléculas de raminose
em cultivo de P. aeruginosa com 3%
(v/v) de glicerol.

Os raminolipideos produzidos
por Pseudomonasspp. tém a capaci-
dade de diminuir a tensao interfacial
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Figura 2. Tensao superficial obtida durante cultivo em frascos agitados em meio MLR

contendo glicose como fonte de carbono.
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Figura 3. Tensao superficial obtida durante cultivo em frascos agitados em meio MG

contendo glicerol como fonte de carbono.
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Figura 4. Produtividade em raminose obtidas durante as fermentacdes com as 13

bactérias produtoras de raminolipideos.

contra n-hexadecano para 1 mN/me
a tensdo superficial para 25 a 30
mN/m (Lang e Wagner, 1987). Além
de reduzirem a tensiao superficial,
estabilizam emulsoes e sao geral-
mente atoxicos e biodegradaveis
(Banat et al., 2000). Estes biossur-
factantes também sao uma fonte de
L-raminose, usada na produc¢do de
condimentos de alta qualidade e
também como matéria-prima para a
sintese de alguns compostos organi-
cos (Linhardt et al., 1989).

Embora o potencial de produ-
¢ao seja determinado pela genética
do microrganismo, outros fatores
como as condi¢cdes ambientais e a
natureza do substrato também influ-
enciam no nivel de expressao
(Rahman et al., 2002). P. aeruginosa
pode utilizar substratos como
alcanos, piruvato, glicerol, succinato,
frutose, 6leo de oliva, glicose e
manitol para produzir raminolipide-
os (Mulligan et al., 2001).

Em decorréncia da importancia
dos biossurfactantes, este trabalho
teve como objetivo investigar a pro-
ducio destes compostos por bactéri-
as isoladas de pocos de petroleo.

2. Materiais e Métodos
Microrganismos

Foram utilizadas 40 bactérias, 20
Gram-positivas e 20 Gram-negativas,
pertencentes a colecao de culturas de
microrganismos do Departamento de
Antibiéticos da UFPE (DAUFPE), iso-
ladas de pocos de petroleo de Canto
do Amaro/Mossord/RN (Tabela 2).

Meios de Cultura

A manutencao das bactérias
Gram-negativas foi realizada em meio
de cultura MPK (King et al., 1954) e
das bactérias Gram-positivas em meio
Triptona de Soja Agar - TSA, que
contém (em g/): Tripticase - 15; NaCl
- 5; Peptona de soja - 5; Agar — 15 e
pH 7,0.

Na selecao primdria de bactérias
como produtoras de raminolipideos
foi utilizado o meio MMR como pro-
posto por Siegmund e Wagner (1991).

A investigacio sobre a biode-
gradacao de hidrocarbonetos foi rea-
lizada utilizando-se o meio mineral
Buchnell e Haas (BH), adicionado de
petréleo como fonte de carbono.
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Tabela 2. Relacao das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas isoladas de pocos de petroleo do
Canto do Amaro (RN) e utilizadas neste trabalho.

Bactérias Gram-negativas

N.° da Colecio Pocos de

DAUFPE* Origem
509 AP-29
568 AP-44
569 AP-44
570 AP-44
571 AP-44
572 AP-44
573 AP-44
574 AP-44
575 AP-44
592 AP-44
602 AP-44
610 AP-194
611 AP-19%4
612 AP-194
613 AP-194
614 AP-194
615 AP-194
618 AP-194
621 AP-19%4
528 AP-29

N.° da Colecao

Codigo DAUFPE*

G4 511
DB1 522
D1A1 523
BA2 529
D1A2 530
BB2 532
DA1 534
D1B1 535
D1B2 539
17C 540
25B 544
A5 545
B4 580
C1 588
C2 589
D2 596
E2 598
A5 (SAB) 599
D4 601
5C 603

* DAUFPE: Colecao de Culturas do Departamento de Antibiéticos da UFPE.

Para a produciao de raminolipi-
deos tendo glicerol como fonte de
carbono foi utilizado o meio descrito
por Santa Anna et al. (2002). O meio
descrito por Abu-Ruwaida etal.(1991)
foi utilizado quando glicose foi a
fonte de carbono.

Selecao Primaria para
Caracterizacio das Bactérias
como Produtoras de
Biossurfactante Raminolipidico

Neste ensaio semiquantitativo,
segundo a metodologia descrita por
Sigmund e Wagner (1991), o
raminolipideo anidnico forma um par
ionico insoluvel com o brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB), na pre-
senca de azul de metileno, formando
um halo azul escuro em volta da
colonia.

Um volume de 3 pl de suspensao
de bactéria a 10° Unidades Formado-
ras de Colonias por ml (UFC/ml), de
cadalinhagem, foi inoculada em meio
solido contendo CTAB e azul de
metileno. Em seguida as placas foram
cultivadas a 30°C por 120 horas.

Identificacio das Bactérias
Asbactérias Gram-negativas, ini-

cialmente selecionadas como produ-
toras de raminolipideos, foram iden-

tificadas através das caracteristicas
bioquimicas, com a utilizacao do Kit
Bac Tray III especifico para bactérias
Gram-negativas (Difco).

Cultivos em Frascos Agitados

A investigacao da producido de
biossurfactantes raminolipidicos foi
realizada através de cultivos em mesa
incubadora rotativa. Inicialmente as
bactérias foram cultivadas em meio
solido MPK a 30°C. Ap6s 24 horas,
foram inoculadas em frascos Erlen-
meyers de 250 ml contendo 50 ml do
meio de producido e incubadas sob
agitacao, a 30°C, 250 rpm durante 24
horas. Apos este periodo, 2 ml de
cada bactéria foi inoculado em 48 ml
do meio de producio, contidos em
frascos Erlenmeyer de 250 ml a incu-
bacao foi realizada nas mesmas con-
di¢coes da etapa anterior. Durante os
cultivos foram retiradas amostras em
intervalos de 24 horas, as quais foram
centrifugadas a 11.000 rpm durante 5
minutos e submetidas as seguintes
analises:

a) Tensao superficial - a tensao
superficial do caldo livre de
células foi medida usando um
tensidmetro CSC-Du Nouy (705)
a temperatura ambiente;

b) Concentracao de raminose - a
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Bactérias Gram-positivas

Pocos de 2.4
Sl Codigo

AP-29 H2
AP-29 1B
AP-29 1C
AP-29 21
AP-29 6
AP-29 18
AP-29 9B
AP-29 24A
AP-29 13A
AP-29 13B
AP-29 14
AP-29 25
AP-44 23B
AP-44 6B
AP-44 6C
AP-44 24
AP-44 298
AP-44 14A
AP-44 25A
AP-44 25C

quantificacao de raminolipideos
expressa em raminose, foi avali-
ada pelo método colorimétrico
do fenol acido sulfurico (Dubois
et al., 1956);

¢) Concentraciao de biomassa —
um volume conhecido da amos-
tra foi centrifugado em tubos de
eppendorfs (pesados previamen-
te —P1) a 11000 rpm, durante 5
minutos. O sobrenadante foi re-
colhido para andlises posterio-
res e os tubos de eppendorfs
contendo a biomassa foram co-
locados em estufa a 80°C. Apds
24 horas, os tubos foram pesa-
dos (P2). A concentracao de
biomassa expressa em gl foi
obtida pela equacao: (P,-P)/
V(L), onde V foi o volume
centrifugado em litro.

Degradacio de Petréleo

No ensaio de degradacio de pe-
tréleo foi utilizada a metodologia de
Brown e Braddock (1990) modificada,
uma vez que no presente trabalho o
ensaio foi realizado em tubos e a
concentracao de raminose foi determi-
nada. Os tubos de ensaio continham o
meio BH, o inéculo e o petréleo bruto.
O tubo controle negativo nao continha
in6culo. Todos os tubos foram incuba-
dos a 30°C por 20 dias.



Tabela 3. Produtividade em raminose e reducio da tensao superficial obtida durante as fermentacoes
com as 13 bactérias caracterizadas como produtoras de raminolipideos.
Bactérias selecionadas na Produtividade em Tensao Superficial Tensao Superficial Reducao da Tensao

selecao primaria Raminose(g/) Inicial(mN/m) Final (mN/m) Superficial (%)
Pseudomonas sp. 615-E2 0,0099 40,00 29,00 27,50
P. aeruginosa-572-BB2 0,0092 35,50 30,00 15,50
P. aeruginosa-571-D1A2 0,0083 33,55 29,80 11,18
Pseudomonas sp. 570-BA2 0,0079 37,00 29,45 20,41
P. aeruginosa-613-C2 0,0078 37,50 30,00 20,00
P. aeruginosa-611-B4 0,0071 36,25 28,20 22,21
P. aeruginosa-612-C1 0,0068 44,65 34,05 23,74
P. aeruginosa-575-D1B2 0,0066 33,2 28,7 13,55
P. aeruginosa 610-A5 0,0056 40,00 38,50 375
P. aeruginosa-614-D2 0,0055 45,30 28,30 37,53
P. aeruginosa-569-D1A1 0,0035 41,00 40,00 2,45
P. aeruginosa-573-DA1 0,0025 39,50 35,00 11,40
Bacillus sp.-511-H2 0,00015 35,00 30,00 14,29

Tabela 4. Resultados dos ensaios de degradacao de petréleo pelas 3. Resultados e Discussao

13 bactérias selecionadas inicialmente como produtoras de

. e gssqs Caracterizacio das Bactérias
biossurfactantes raminolipidico.

Isoladas de Pocos de Petroleo

N° da Cédigo Degradacio de
colecaioDAUFPE 8 petréleo bruto
610 A5 ++ Na selecao primaria das bactérias
611 B4 +++ para a caracterizacao como produtoras
570 BA2 ++ de biossurfactantes raminolipidicos,
572 BB2 ++ 27,5% (11) das bactérias Gram-negati-
612 C1 +++ vas deram resultados positivos apos 72
613 C2 +++ horas de cultivo (Figura 1).
614 D2 4+ Das 20 bactérias Gram-positivas
573 DAl ot utilizadas, apenas a linhagem DAUFPE-
569 DiAl ey 511 (H2) foi caracterizada como produ-
571 D1A2 Y tora de biossurfactante raminolipidico.
575 D1B2 i Por outro lado, das 20 linhagens Gram-
615 - s n?gativas, 12 (60%) exibirafn a ‘for/m‘a—
511 H2 o cao de haloazul nessa selecao primaria.

A identificacao bioquimica das
12 bactérias Gram-negativas permi-
3 - tiu o conhecimento da espécie. Com
excecao das bactérias Pseudomonas
sp. 570-BA2, e Pseudomonassp. 615-

++ Degradaciao parcial; +++ Degradacao total

2.51 E2, todas foram identificadas como
E 5. ETO0h Pseudomonas aeruginosa.
o _
‘; . 1 1 mT 24h Producio de Biossurfactantes
@ 1.5 : | i OT 48h Raminolipidico em Frascos
g , OT 72h Agitados
2 BT 96h
0.5 A partir da selecao primaria, as 13
linhagens positivas para raminolipideo
0 - | ‘ . i il | foram utilizadas para a investigacao
2y A Bl z 22949 fj\:l da prod}lgﬁ‘o deste biossurfagtante em
0 o a) P 37 meios liquidos contendo glicose ou

glicerol como fontes de carbono.
Microrganismos Uma vez que os biossurfactantes
podem ser produzidos em substratos
soltiveis em dgua, inicialmente, as 13

Figura 5. Biomassa obtida durante os cultivos em frascos agitados em meio MG it : :
bactérias foram cultivadas em meio

contendo glicerol como fonte de carbono.

Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento - Edicdo n° 30 - janeiro/junbo 2003 43



MLR, contendo glicose como fonte de
carbono e tensao superficial de 58mN/
m. Nos resultados apresentados na
Figura 2, a tensao superficial alcancou
o valor minimo de 30mN/m para as
bactérias BB2, D1A1 e H2.

Na Figura 3 podem ser observadas
as tensoes superficiais obtidas durante
o cultivo em frascos agitados em meio
MG contendo glicerol como fonte de
carbono. Estes resultados comparados
com aqueles obtidos com o meio MRL
(Figura 2) indicam o glicerol como uma
fonte de carbono mais apropriada para
a producao de raminolipideo do que a
glicose. A andlise destes resultados indi-
ca que estas linhagens se destacam
como boas produtoras de raminolipideo
quando a fonte de carbono ¢ glicerol,
cotroborando com os resultados obti-
dos por Mulligan e Gibbs (1989), os
quais comprovaram que a Composicao
do meio de cultura influencia direta-
mente na producao do biossurfactante.

Com relacao a quantificacao da
raminose, apenas as amostras dos
ensaios com o meio MG foram utiliza-
das. A Figura 4 apresenta os valores
de produtividade em raminose obti-
dos durante as fermentacdes com as
13 bactérias produtoras de raminolipi-
deoem meio MG. A produtividade em
raminose foi calculada considerando
o maior valor de concentracao dividi-
do pelo respectivo tempo, sendo o
tempo de producio maxima entre 72
e 96 horas de cultivo.

Os maiores valores foram obser-
vados para as bactérias Pseudomonas
sp. 615-E2, P. aeruginosa-572-BB2,
Pseudomonas sp. 570-BA2, P.
aeruginosa-613-C2 e P. aeruginosa-
571-D1A2. Todas estas bactérias pro-
duziram valores superiores a 0,007g/
Lh. A produtividade obtida por Santa
Anna et al.(2002) utilizando o mesmo
meio de cultura e Pseudomonas
aeruginosa PA1 foi de 0,0069g/1.h.
Valores superiores de produtividade
sdo geralmente obtidos em cultivos em
batelada alimentada. Rahman et al.
(2002) obtiveram produtividade maior
que 0,03g/1.h quando foram adiciona-
dos 6leo de soja ou glicerol apods 460,
144 e 192 horas, em cultivos com
Pseudomonas aeruginosa DS10-129.

A Tabela 3 apresenta os valores
de tensio superficial e de produtivi-
dade em raminose obtidos nos ensai-
0s com o meio MG. Observa-se nesta
Tabela que nem sempre os maiores
valores de concentracio de raminose

A A —
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Figura 6. Aspecto macroscopico de degradacio do petrdleo pelas bactérias P.
aeruginosa 573-DA1 e Pseudomonas sp. 615-E2.

correspondem aos menores valores
de tensao superficial, indicando a
importiancia de quantificar a produ-
¢do de raminolipideo. A medida da
tensao superficial serve apenas como
uma medida indireta da producao de
biossurfactantes.

Santa Anna et al. (2002) também
observaram que quando utilizaram
oleo parafinico como fonte de carbo-
no para a producao de raminolipideos
por Pseudomonas aeruginosa PAl, a
reducao da tensao superficial foi de
apenas 4,4%, sendo produzido 260
mg/1; por outro lado, quando a fonte
de carbono foi n-hexadecano, a redu-
cao datensao foi de 47,4% e a concen-
tracao de raminose igual a 130 mg/I.

0,14 -
0,12 -
0,1
0,08 -

0,06

Raminose (gL.)

0,04 -

0,02

D1A1
D1A2
C2
C1
BA2

Conforme a Tabela 3, as linha-
gens 611-B4,575-D1B2 e 614-D2 apre-
sentaram os menores valores de ten-
sao superficial, 28,2; 28,7 e 28,3 mN/
m, respectivamente. Segundo Desai e
Banat (1997), a tensao superficial du-
rante a producio de raminolipideos
por P. aeruginosa pode chegar a 29
mN/m, de forma que os valores mini-
mos de tensdo superficial encontra-
dos no presente trabalho sio similares
aos relatados na literatura.

A maioria das bactérias apresen-
tou crescimento maximo com 48 ho-
ras de cultivo, sendo a maior concen-
tracao de biomassa observada (Figura
5) paraalinhagem P. aeruginosa-575-
D1B2, que alcancou 2,53 g/l . Con-

[o A
w  m

D1B2
DAl
H2
BB2
D2
A5

Bactérias

Figura 7. Producao de biossurfactante raminolipidico produzido pelas 13 bactérias em

meio mineral BH contendo petroleo.
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centracao de biomassa maior que 5g/
| foi encontrado na literatura apenas
quando glicerol foi adicionado apds a
fase exponencial de crescimento du-
rante fermentacao com P. aeruginosa
em meio contendo glicose como fon-
te de carbono (Rahman et al., 2002).

A producio de biossurfactante ra-
minolipidico foi nao associada ao cres-
cimento, tendo em vista que sua con-
centracao maxima foi obtida durante a
fase estaciondria de crescimento, tipico
de um metabdlito secundirio. Outros
autores também observaram producio
de raminolipideos na fase estacionaria
(Ron e Rosemberg, 2002; Santa Anna e/
al., 2002; Rahman et al., 2002).

Experimentos para a
Degradacio de Petroleo

As 13 linhagens caracterizadas
como produtoras de biossurfactan-
tes raminolipidico foram utilizadas
nos ensaios de degradacao de petro-
leo. O petrdleo foi totalmente ou
parcialmente degradado como po-
dem ser observados na Figura 6 e na
Tabela 4, pelo desaparecimento e
emulsificacao do dleo.

Para confirmar se durante a de-
gradacio do petroleo ocorreu a pro-
duciao do biossurfactante raminoli-
pidico foi determinada a concentra-
cao de raminose. De acordo com os
resultados apresentados na Figura
7, as bactérias produziram biossur-
factante raminolipidico. Nestes re-
sultados vé-se o potencial destas
linhagens em produzir biossurfac-
tantes raminolipidico, utilizando pe-
troleo bruto como fonte de carbono,
o que apresenta ser de grande im-
portancia para a biorremediacao de
areas contaminadas por derrama-
mento de petréleo. Segundo Rahman
et al. (2003), bactérias Gram-negati-
vas como Pseudomonas aeruginosa,
produzem raminolipideo pela utili-
zando hidrocarbonetos.

A importancia de determinar a
concentracao de raminose consistiu
no fato de que a andlise visual apre-
sentada na Tabela 4 nao concorda
com os resultados apresentados na
Figura 7, para todas as bactérias
investigadas. A bactéria P. aeruginosa
610-A5, por exemplo, apresentou re-
sultado visual parcial e um dos mai-
ores valores de concentracio de
raminose. Brown e Braddock (1990)
nao determinaram a concentracao de

raminose, apresentando apenas o re-
sultado visual.

Das 40 bactérias isoladas de dife-
rentes pocos de petroleo, 13, sendo 12
Gram-negativas e 1 Gram-positiva, fo-
ram caracterizadas como produtoras
de biossurfactantes raminolipidico tanto
utilizando glicerol, como petréleo bru-
to, como fonte de carbono.
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Introducio

Marcadores moleculares podem
ser derivades de qualquer tipo de
dado molecular que forneca um poli-
morfismo detectivel entre os organis-
mos a serem comparados. Os marca-
dores moleculares tém sido utilizados
em analise genética com as mais di-
versas finalidades, tais como identifi-
cacao de clones, linhagens, hibridos,
cultivares, paternidade, estimativas de
diversidade, fluxo génico, taxa de
cruzamento, parentesco e na constru-
¢ao de mapas genéticos. Devido ao
desenvolvimento nos campos da bio-
logia molecular e genética, uma gran-
de variedade de técnicas para analisar
polimorfismos genéticos tem sido
disponibilizada. Esses marcadores
podem diferir com respeito a caracte-
risticas importantes como abundancia
gendmica, nivel de polimorfismo de-
tectado e informagao genética, espe-
cificidade dos locos, reprodutibilida-
de, requerimentos técnicos e investi-
mento financeiro.

Uma das técnicas mais indicadas
para estudar polimorfismos entre se-
quéncias de DNA ¢é SSR (“Simple
Sequence Repeats”) ou microssatéli-
tes (Litt e Luty, 1989; Weber e May,
1989). Essa técnica baseia-se no uso
de pares de primers na reagao de PCR
para detectar variacoes em locos de
seqliéncias repetitivas. Estas sio cons-
tituidas de 1 a 6 nucleotideos que se
repetem lado a lado no genoma de
eucariotos. A técnica de SSR revela
polimorfismo em um loco devido a
diferencas no nimero de vezes (n)
em que, por exemplo, um dinucleo-
tideo (AG)_ se repete naquele loco.

Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento - Edicdo n° 30 - janeiro/junbho 2003

Essas variacdes no nimero de repe-
ticdes constituem-se, em ultima ana-
lise, em variacdes no comprimento
do segmento detectado pela reacao
de polimerase em cadeia e na sepa-
ra¢ao de fragmentos amplificados em
gel de eletroforese.

Os marcadores SSR caracteri-
zam-se por serem codominantes, ba-
seados em PCR, abundantes, apa-
rentemente distribuidos por todo o
genoma, multialélicos e dependen-
tes de pequena quantidade de DNA
dos individuos analisados. O con-
teudo genético informativo de um
loco SSR ¢ bastante alto, por se
tratarem de seqiiéncias de alta taxa
evolutiva. Mesmo em comparagoes
de germoplasma com estreita base
genética, geralmente detecta-se um
alto namero de alelos em um loco
SSR. A grande limitacao do uso em
larga escala de marcadores SSR € a
obtencao dos primers que serao usa-
dos na PCR para amplificar alelos
em cada loco. Trata-se de uma técni-
ca de elevado custo e intensiva em
mao-de-obra, considerando-se todas
as etapas de seu desenvolvimento
(incluindo construcao de biblioteca
gendmica, selecio de clones positi-
vos, desenho e teste de primers). Em
geral, somente cerca de 10% a 20 %
dos primers siao informativos, o que
torna SSR uma técnica de custo ele-
vado e intensiva em trabalho. O uso
de bibliotecas enriquecidas e do
conceito de “primers ancorados” tem
facilitado o trabalho envolvido, e
reduzido o custo de obtencio de
primers informativos em, pelo me-
nos, 5 vezes (Scott Tingey, informa-
¢do pessoal).



No entanto, uma vez obtidos os
primers informativos para uma espé-
cie, os custos e a demanda de mao-de-
obra sao reduzidos drasticamente, e 0s
ensaios laboratoriais sio rapidos, au-
mentando a acessibilidade da técnica.
SSR constitui uma ferramenta extrema-
mente eficiente na identificacao e na
diferenciacio de individuos. Os mar-
cadores SSR apresentam diversas van-
tagens em relacao aos RFLPs, entre
essas: sao baseados em PCR, menos
laboriosos, de menor custo, nio de-
mandam o uso de radioatividade, além
de serem geralmente mais polimorfi-
cos. SSRs podem ser trocados entre
laboratérios, uma vez que cada loco é
definido pelas seqiiéncias dos primers
que flanqueiam a regido repetitiva. Os
ensaios com SSRs sao mais robustos do
que com RAPD e mais versateis do que
com AFLP. A natureza codominante
dos microssatélites ¢ uma vantagem
sobre os marcadores RAPD e AFLP
(dominantes), principalmente para
mapeamento genético.

Powell et al (1996) examina-
ram a utilidade dos marcadores
RFLP, RAPD, AFLP e SSR para ani-
lise de germoplasma de soja, avali-
ando o contetido de informaciao
(heterozigosidade esperada), o nu-
mero de locos analisados simulta-
neamente por experimento (taxa
de multiplex) e a efetividade na
andlise de relacao entre acessos. Os
marcadores SSR tiveram a maior
heterozigosidade esperada, enquan-
to os marcadores AFLP tiveram a
maior taxa de multiplex.

O Laboratorio de Genética Vege-
tal da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia tem desenvolvido mar-
cadores SSR para virias espécies, atra-
vés de um protocolo otimizado pela
Dupont (Rafalski et al., 1996), que
utiliza bibliotecas enriquecidas, e que
foi adaptado para nossas condigcoes.
Ja foram desenvolvidos primers para
eucalipto (Brondani, et al., 1998),
pequi (Collevatti et al., 1999), palmi-
to (Gaiotto, et al., 2000), mogno (Le-
mes, etal., 2002), arroz (Brondani, et
al., 2001), Magnaporthe grisea (Gar-
rido, 2001), melao (Ritschel, et al.,
2002), amendoim, sumatma, cedro,
pau-brasil, pupunha, cerejeira,
cumaru, parapard, tatajuba, andiroba,
anani e magaranduba (ainda nao pu-

blicados). O objetivo do presente
trabalho foi desenvolver marcadores
microssatélites para 5 espécies de
plantas tropicais, a saber: pimentao,
feijao, coco, copaiba e jatobd. Os
locos microssatélites identificados e
caracterizados servirdo, entre outras
aplicacoes, para: (a) analisar a diver-
sidade de colecoes de germoplasma;
(b) identificar acessos duplicados;
(c) estudar a estrutura genética de
populacdes; (d) estudar paternidade;
(e) desenvolver mapas genéticos; (f)
utilizar em experimentos de selecio
assistida por marcadores e analisar
“pedigrees”.

Material e Métodos
Material experimental

O desenvolvimento de marca-
dores SSR requer uma quantidade
minima de 50 pg de DNA de boa
qualidade. Para a extracio de DNA
na grande maioria das espécies vege-
tais, tem sido utilizado o protocolo
com o detergente CTAB (“cationic
hexadecyl trimethyl ammonium
bromide”), como descrito por Ferreira
& Grattapaglia (1998). O DNA foi
extraido de folhas jovens de umaces-
so de cada uma das cinco espécies:
pimentao (Capsicum annuum), fei-
jao (Phaseolus vulgaris), coco (Cocos
nucifera), copaiba (Copaifera
langsdorffii) e jatoba (Hymenaea
courbaril).

Construcio de biblioteca
gendmica enriquecida para SSR

Na construcao de biblioteca
genOmica enriquecida para SSR, foi
utilizado o protocolo desenvolvido
por Rafalski et al. (1996), com algu-
mas adaptacoes. Foram testadas di-
gestoes do DNA gendmico com trés
enzimas de restricao, Msel, Sau3Al e
Tsp5091 para se obterem fragmentos
entre 300 e 800 pares de bases. Para
pimentao, feijao e coco, o DNA
genomico foi digerido com 75p5091,
para copaiba e jatoba, com Sau3Al e
os fragmentos de tamanho entre 300
€ 800 bp foram recuperados em mem-
brana de celulose (DEAE-celulose
NA-45), via eletroforese em gel de
agarose. Aproximadamente 30 g dos

fragmentos foram recuperados e li-
gados com T4 DNA ligase (a 12 °C,
durante a noite) a adaptadores que
continham o sitio de restricio das
respectivas enzimas (Figura 1). Um
total de 200 pmol de oligonucleoti-
deos biotinilizados (TC),, foi ligado a
1 mg de contas magnéticas ligadas a
estreptavidina em 400 pl de tampao
BW 2x (Tris HCl 10 mM pH 7,5, EDTA
1 mM, NaCl 2 mM) em temperatura
ambiente, sob agitacao por uma hora.
O excesso de sonda foi removido por
lavagem com 400 pl de BW 1x e 400
pl de SSPE 5x contendo SDS a 0,1 %.
O DNA ligado foi entao hibridizado
ao complexo sonda-contas magnéti-
cas a 65 °C por 90 min, em um
volume total de 300 pl (150 pl de
SSPE 10x, SDS 0,2% e 150 pl de DNA
mais adaptador). As contas magnéti-
cas foram repetidamente sedimenta-
das por aplicacao de um campo mag-
nético e lavadas duas vezes por 5 min
em SSPE 2x, SDS 0,1% a temperatura
ambiente, uma vez por 15 min em
SSPE 2x, SDS 0,1% a 65 °C. As contas
magnéticas foram entao ressuspensas
em 200 pl de H,O estéril.

Seleciao de clones positivos

O DNA ligado as contas magné-
ticas foi amplificado com a utiliza-
¢do de primers complementares as
seqiiéncias dos adaptadores via PCR
e os produtos da amplificacdao foram
purificados utilizando-se o kit de
purificacio de PCR Qia-quick
(QIAGEN). O DNA purificado foi
clonado em plasmideo pGEMT. Cé-
lulas de E. coli (XL1-Blue) foram
transformadas por eletroporacao ou
choque térmico, plaqueadas em meio
LB + ampicilina e crescidas durante
a noite a 37 °C. As placas foram
transferidas para membranas de
nitrocelulose e processadas por 5
min nas seguintes solucoes: desna-
turante (NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M),
neutralizante (Tris-HCl 0,5 M e NaCl
1,5 M). Em seguida, o DNA foi fixa-
do as membranas através de luz
ultra violeta e pré-hibridizadas (3h a
65 °C, em SSC 5x, N-laurylsarcosine
0,1%, SDS 0,02%, “blocking” 1%).
Sondas poli AG/CT marcadas com
digoxigenina foram entao desnatu-
radas e hibridizadas as membranas
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por 12 horas. Apos lavagens de alta
estringéncia (2 vezes por 5 min com
SSC 2x, SDS 0,1% em temperatura
ambiente; 2 vezes por 15 min com
SSC 0,1M, SDS 0,1% a 65 °C), as
membranas foram lavadas e prepa-
radas para detec¢ao quimiolumines-
cente e, entao, expostas a filmes de
raio X. As placas que continham
clones positivos para SSRs foram
identificadas por autoradiografia. Os
clones positivos foram submetidos a
reacoes de PCR-ancorado (Taylor et
al., 1992; Rafalski et al., 1996) para
verificacao da presenca, da orienta-
cao e do tamanho do inserto de SSR
(Figura 1).

Seqiienciamento dos clones
positivos e desenho de primers

Os clones selecionados cresce-
ram em meio Lb + ampicilina e tiveram
os respectivos DNAs isolados por lise
alcalina (Sambrook et al, 1989). Os
insertos foram entao amplificados via
PCR usando-se primers complementa-
res as sequiéncias dos vetores. O pro-
duto da amplificacao foi purificado e
foram executadas reacoes de seqlien-
ciamento com Kkits de Dye-terminator
(Applied Biosystems/ABID). Foram,
entio, desenhados primers especificos
para cada regiao flanqueadora das se-
quiéncias SSR utilizando-se para isso os
programas Primer (Lincoln etal., 1991)
e Primer 3 (Whitehead Institute of
Biomedical Research) (Figura 2). No
desenho dos primers, foram utilizados
os seguintes critérios: temperatura mé-
dia de anelamento de 52°C a 58 °C
(diferenca maxima de 3 °C na tempe-
ratura de anelamento entre cada primer
do par) e contetido de GC entre 40% e
60% e auséncia de complementaridade
entre os pares de primers.

Otimizacio dos “primers”
desenvolvidos

As PCRs para testes dos primers
sintetizados foram realizadas em
volumes totais de 13 ul, contendo:
0,3 uM de cada primer, 1 unidade
de Taq DNA polimerase, 0,2 mM de
cada dNTP, 10 mM Tris-HCI pH 8,3,
1,5 mM MgCl,, DMSO 50% (1,3 ul)
e 7,5 ng do DNA. A reacao de
amplificacdo seguiu os seguintes

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES SSR

m Construcéo de biblioteca genémica

X %

a) digestao com Tsp 509 |

b) recuperagio do DNA

c) ligagao a adaptadores

d) enriquecimento utilizando sondas biotiniladas
e) recuperacao dos fragmentos com contas magnéticas

f) PCR dos fragmentos e clonagem em plasmideo pGEMT

m ldentificagdo e triagem de clones positivos

m Sequenciamento e desenho dos primers

| _f_ ‘ '.l rl' N i_'! L

h

m Triagem de primers SSR

m Caracterizagdo dos locos SSR

—
R

Figura 1 . Etapas do desenvolvimento de primers microsatélites (Cortesia de André Beld)

passos: 94 °C por 5 min, seguido de
30 ciclos de 94 °C por 1 min, 54-62
°C por 1 min, 72 °C por 1 min; e uma
extensao final a 72 °C por 7 minu-
tos. A temperatura de anelamento
foi otimizada para cada par de
primers. Os fragmentos amplifica-
dos foram visualizados em géis de
agarose a 3,5% de concentracio,
corados com brometo de etidio (Fi-
gura 1).

Caracterizacio dos locos

Ap6s a definicao das tempera-
turas de anelamento, foram analisa-
das amostras de pimentao, feijao e
coco em gel de poliacrilamida a 4%,
corado com nitrato de prata (Bassam
etal., 1991). Para copaiba e jatob3,
os primers foram marcados com
fluorescéncia e as analises realiza-
das em seqiienciador automadtico
(ABI 377). Os programas GeneScan
e Genotyper foram utilizados para
essas andlises. Para cada loco fo-
ram observados o nimero de alelos
(A) e a diversidade alélica ou hete-
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rozigosidade h = 1- X pi* (onde pi
¢ a freqiiéncia do iésimo alelo). Os
tamanhos dos fragmentos foram es-
timados por comparacio com pa-
droes obtidos com DNA ladder 10-
bp (Gibco BRL).

Resultados e Discussio

A eficiéncia do enriquecimento,
da selecao por hibridizacao e da
selecio de clones que continham
sequéncias hipervariaveis por PCR-
ancorado resultou na obtencao de
um grande nimero de clones positi-
vos a serem seqiienciados, evidenci-
ando-se a abundancia de elementos
repetitivos no genoma das espécies
analisadas (Tabela 2). As bibliotecas
enriquecidas foram hibridizadas com
a sonda AG/TC, para deteccao de
microssatélites e foram selecionados
575 clones para pimentio, 286 para
feijao, 115 para coco, 270 para copaiba
e 235 para jatobd. Apos selecao por
PCR-ancorado, 475 clones da biblio-
teca de pimentao, 100 de feijao, 76 de
coco, 156 de copaiba e 86 de jatoba



mostraram-se adequados ao seqiien-
ciamento. Destes, 259 para pimen-
tdo, 28 para feijao, 43 para coco, 156
para copaiba e 86 para jatobd mostra-
ram-se adequados para o desenho de
primers (Tabela 1). Em varios casos,
a limitada distincia entre a seqiéncia
flanqueadora e a regiao SSR mostrou-
se insuficiente para o desenho dos
primers. A maioria dos SSRs detecta-
dos continha repeticoes AG e TC,
apesar de também terem sido detec-
tados SSRs com repeticoes TA e CA.
Os microssatélites variaram em com-
primento, alguns tendo 40 repeticoes
perfeitas. Microssatélites que contém
repeticoes AG/TC sio comuns em
varias espécies de plantas (Gupta &
Varshney, 2000), o que parece tam-
bém ser o caso das espécies trabalha-
das neste estudo.

Para a determinacao da tempe-
ratura 6tima para cada par de primers,
foram utilizadas amostras das espé-
cies em estudo. Inicialmente, todos
os primers foram testados com a
temperatura de anelamento a 56°C.
Essa temperatura foi entao aumen-
tada ou diminuida de acordo com o
produto gerado na PCR. A nao am-
plificacao ou amplificacio de ban-
das fracas indicou a necessidade de
reduzira temperatura de anelamento
do primer. Por outro lado, a presen-
¢a de varias bandas indicou a ampli-
ficacao de produtos inespecificos,
tornando necessario o aumento da
temperatura de anelamento.
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| 2000
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Figura 2. Seqlienciamento. A determina¢ao da sequéncia foi realizada a partir de fita
simples usando o kit “dye-terminator” em ABI Prism 377. Esta seqiiéncia apresenta um
SSR, com repeticao (AAC)17 ao lado de uma repeticio (AGC)8.

Para pimentao, até o momento,
118 tiveram as condicoes de PCR
otimizadas e geraram produtos com
boa resolucdo. Para feijao foram
otimizados 25, para coco, 16, para
copaiba, 36 e para jatobd, 26 pares de
“primers”.

Ap0s otimizacao, para cada loco
foi determinado o nimero de alelos
(A) e a diversidade alélica (D) ou
heterozigosidade (h). Essas estima-
tivas foram calculadas utilizando-

se 48 individuos de pimentao, 85 de
feijao e 96 de coco, jatobd e copaiba
(Tabela 2).

Para pimentdo, até o momento,
foram caracterizados 51 locos, sen-
do 3 monomoérficos e 48 polimorfi-
cos. A diversidade alélica foi de 0,3
a 0,83 e o namero de alelos variou
entre 2 e 11, com uma média de,
aproximadamente, 6 alelos por loco.
Cerca de 48 % dos locos possuem 6
ou mais alelos, o que os torna pro-

Tabela 1 - Nimeros de clones hibridizados com a sonda AG/TC, clones positivos (com SSRs), clones
seqiiénciados e de primers desenhados para cada uma das 5 espécies.

Espécie hib(égg(;flos Clones positivos
Capsicum annuum 575 475
Phaseolus vulgaris 286 100

Cocos nucifera 115 76
Copaifera longsdo(fii 270 156
Hymenaea courbaril 235 86

Clones Primers
seqiienciados desenhados
259 118
28 25
43 16
156 45
86 51

Tabela 2. Nimero de individuos analisados por espécie (n), nimero de primers polimérficos, nimeros
maximos, minimos e médios de alelos amplificados por loco (A) e de diversidade alélica (h).

Espécie

Capscicum annuum
Phaseolus vuigaris
Cocos nucifera

Copaifera longsdorffii
Hymenaea courbaril

n Primers A h

48 48 2-11 (5,60) 0,30 - 0,83 (0,60)

85 11 3-10(7,0D) 0,21 - 0,83 (0,63)
0,47 - 0,87 (0,68)

96 8 19 - 27 (24,52) 0,81 - 0,91 (0,88)

96 8 8-13(9,25) 0,72 - 0,82 (0,76)

* Valores obtidos para os ecétipos gigantes (alégamos).
" Valores obtidos para os ecdtipos andes (autdgamos).
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missores para estudos de caracteri-
zacao de germoplasma e mapea-
mento genético.

Para feijao, 25 locos foram ca-
racterizados e 8 mostraram-se mo-
nomorficos. Os outros 17 locos fo-
ram caracterizados e amplificaram
de 3 a 10 alelos por loco. A diversi-
dade alélica variou de 0,21 a 0,83,
com média de 0,63. Esses resulta-
dos sao um bom indicativo do alto
nivel de polimorfismo dos locos
SSR para essa espécie autégama e
do potencial desses marcadores para
estudos genéticos de espécies cul-
tivadas e silvestres de Phaseolus.

Para coco, dos 16 “primers”
SSR testados, 3 mostraram-se mo-
nomorficos e 3 nao apresentaram
resolucodes de bandas satisfatorias.
Para os demais 10 “primers”, foram
detectados de 2 a 14 alelos por
loco, com uma média de 8,25. A
heterozigosidade variou de 0,47 a
0,86, com uma média de 0,68, entre
os ecotipos de gigante (alogamos),
enquanto a diversidade génica (h)
variou de 0,00 a 0,77, com uma
média de 0,37 entre os ecotipos de
anoes (autégamos).

Para jatoba, foram escolhidos
0s 8 primers mais polimorficos para
caracterizacao dos locos SSRs. Foi
detectada uma média de 9,25 alelos
por loco e uma heterozigosidade
média de 0,76.

Para copaiba, utilizando-se os 8
primers mais polimoérficos com 6ti-
ma resolucio, foram observados de
19 a 27 alelos por loco e heterozigo-
sidade média de 0,88 (espécie pre-
ferencialmente al6gama). Esses mar-
cadores permitiram a andlise deta-
lhada de parentesco, cuja magnitu-
de da probabilidade de identidade
combinada foi de 1,1 x 10¥ e o
poder de exclusio combinado de
99,9999%, evidenciando que esses
marcadores permitem estimar rela-
¢oes precisas de parentesco em po-
pulacoes naturais de copaiba.

Esses microssatélites, desenvol-
vidos para as espécies tropicais estu-
dadas, sao de extrema importancia
na obtencio de informacoes genéti-
cas para dar suporte aos programas
de melhoramento genético, coleta,
conservacado e manejo de recursos
genéticos vegetais.
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Ilustragoes cedidas pelos autores

Biovidros

Sinterizagdo de biovidros na forma de particulas e do tipo espuma

Resumo

Vitroceramicas do sistema
Na O - CaO - P,O_- SiO, tém bom
desempenho e biocompatibilida-
de como material de implantes.
Preparou-se um biovidro com com-
posicao 12% Na,O - 28% CaO -
10% P,O, - 50% SiO, a partir de
oxidos puros via fusdao, obtendo-
se material ndo-cristalino com ca-
racteristicas fisicas e quimicas ade-
quadas. Amostras de biovidro fo-
ram preparadas na forma de vi-
dro-espuma (“Foam-Glass”) com-
binando a matriz vitrea com o
aditivo de B,C. Essas amostras
sinterizadas no intervalo de tem-
peraturas de 600 e 840°C apresen-
taram baixa densidade e indica-
ram evolucio na fase cristalina
com presenca de Si0,, Ca,P 0.,
Na Ca,Si O, , CaSiO, e uma quan-
tidade de material nao cristalino.
Ensaios “in-vitro em meio de SBF
foram realizados com blocos de
biovidro puro e levados a estufa a
37°C. Posteriormente ao ensaio,
observou-se por microscopia ele-
tronica de varredura (MEV) pe-
quenos cristais na superficie dos
blocos e dos pds, indicando ho-
mogeneidade na superficie da
amostra. A andlise de MEV do
“Foam-Glass” em SBF também
apresentou camada de cristais na
sua superficie indicando que o
material tem caracteristica de bio-
atividade.

Introducio

Dentre os diversos biomateriais
desenvolvidos, atualmente, existem
os biovidros sintetizados para ter
comportamento fisiologico especifi-
co como material constituinte de
aparelhos protéticos ou como mate-
rial de preenchimento para repara-
cao de defeitos 6sseos.

Diversas composicoes de bio-
vidros foram preparadas por
Hench e colaboradores* a base
de SiO, - Na,O - CaO - P,O_, em
diferentes composicoes, e sio co-
nhecidas por serem particulados
altamente bioativos, e tém sido
usados em clinicas como preen-
chedor 6sseo de cavidades e como
substituto de massa 6ssea perdida
em determinados traumas. Esses
biovidros sao indutores de forma-
cao de trabéculas, no osso em
algumas regiodes, num periodo de
2 a 7 dias, e de partes de osso que
sao formados num maior periodo
de tempo™. Entretanto, andlises
qualitativa e quantitativa de en-
saios in-vivo na geracdao de 0ssos
sao importantes para se estabele-
cer a propriedade aloplastica do
material de implante”. Os biovi-
dros a base de 45% SiO, -24,5%
Na,O -24,5% CaO - 6% P,O, apre-
sentam bioatividade quando inse-
ridos em meio aquoso, nos ensai-
os in-vitro em fluido de corpo
simulado. Esses biovidros perdem
ions s6dio para o meio e formam
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um filme superficial rico em SiO,
o que provoca a formacao de uma
camada de gel de fosfato de cal-
cio, inicialmente amorfo e que
gradualmente evolui para uma ca-
mada policristalina de aglomera-
dos de apatita, os quais podem ser
incorporados a compostos organi-
cos, por exemplo, no coligeno.
Essa camada formada € importan-
te para que o processo de dissolu-
¢ao do vidro se estabilize, e pos-
sibilite que processos fisico-qui-
micos ocorram e formem ligacoes
quimicas entre a superficie vitrea
e o tecido 6sseo recém-formado
na regiao de intervencao cirargi-
ca®. O fendbmeno de osteogénese
direcionada por particulas de bio-
vidros ativos com uma larga dis-
tribuicao granulométrica tem sido
explicado por Scheppers et al®. A
troca idnica interfacial entre as
particulas de biovidros e os flui-
dos dos tecidos vizinhos resultam
na formacao de uma silica gel, a
qual é coberta rapidamente por
uma camada rica em calcio-fésfo-
rO(7).

Recentemente, a cadeia de
silicatos minerais como wollastonita
(CaSiO,) ¥, e diopsida (CaMg$i,O,)
@ tém sido preparados sintetica-
mente para uso como materiais
ceramicos bioativos. Inicialmente,
a superficie cerdmica reage com o
fluido fisiologico das vizinhancgas,
portanto, a natureza do solido for-
mado na superficie € determinada
pela quimica da ceramica e os cons-
tituintes do fluido de corpo simula-
do"”. Um novo processo de prepa-
racao in-situ de ceramicas bioativas
porosas com porosidade interco-
nectada em ceramicas densas foi
desenvolvido usando uma solidifi-
cacao lenta da composicao eutética
do sistema CaSiO,-Ca,(PO), que
sao as chamadas ceramicas bioeu-
téticas, e possuem a habilidade de
reestruturar sua morfologia quando
imersos em meio de fluido de corpo
simulado™”. O trabalho em estudo
tem aplicacdo na drea de implantes
dentais, onde biovidros e cerami-
cas do sistema Na O-CaO-SiO -P O,

apresentam uma boa bioatividade e
uma biocompatibilidade para uso
como material de preenchimento
osseo. O objetivo foi a preparacao
de um biovidro do tipo vidro-espu-
ma, com a caracteristica de
osteoconducido no interior dos po-
ros do biovidro possibilitando, por-
tanto, um crescimento 6sseo e le-
vando a uma melhor fixacao do
material na matriz Ossea.

Materiais e Métodos

Preparacio do p6 do biovidro
e moagem

Preparou-se uma mistura de
po, com composicdo 12% Na,O,
28% Ca0, 10% P,0, e 50% SiO, em
peso, partiu-se de reagentes puros
e anidros: Na,CO,, CaO, Na,HPO,
SiO,. Colocou-se o p6 dentro de
um cadinho de platina e levou-se
para fusao em um forno elétrico a
1450°C por um periodo de 4 horas.
Retirou-se rapidamente o fundido
do forno e colocou-se dentro de
um recipiente contendo agua des-
tilada, assim formaram-se granu-
los de vidro nao cristalino. Em
seguida os granulos foram tritura-
dos em um jarro de polietileno
contendo cilindros de zirconia du-
rante 6 horas.

Caracterizacio dos pos puros e
sinterizados

Os pos de biovidros foram ca-
racterizados por fluorescéncia de
raios X (FRX), difratometria de rai-
os X (DRX), picndmetro de hélio,
andlise termogravimétrica (TG/
DTA) e microscopia eletronica de
varredura (MEV-EDX).

Preparacio do vidro-espuma
(Foam-Glass)

A matriz vitrea foi misturada com
diferentes percentagens de aditivo
de B,C, em moinhos de bolas de
zirconia por 6 horas, e em seguida o
material foi peneirado e caracteriza-
do fisica e quimicamente.
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Compactaciao e sinterizaciao

A sinterizaciao de amostras de
biovidro (BV) puro e biovidro +
carbeto de boro (B,C) foirealizada
em forno elétrico, no intervalo de
600°C a 840°C por 2 horas para
cada amostra.

Preparacio de Solucio de
Fluido de Corpo Simulado
(SBF)

A preparacao de solucio fisio-
l6gica bioativa foi realizada con-
tendo os seguintes componentes:
0,2 g KCl, 8,0 g NaCl, 0,2 g CaCl,.2
H,0,0,05gNaH PO, 1,0 g NaHCO,,
0,1 g MgClL,.6H,O e 1,0 g de glicose
para 1000 mL de agua.

Ensaios in-vitro em meio de
SBF

Os blocos ou pos sinterizados
foram limpos e desengordurados
em ultra-som e lavados com 4gua
deionizada, secos em estufa a 120°C,
e tratados em autoclave. Os experi-
mentos foram realizados em tubos
de polipropileno de 15 mL cuidado-
samente limpos, com tampa de ros-
ca contendo 10 mL de solucio e
mantidos a uma temperatura cons-
tante de 37 °C em estufa elétrica. A
superficie das amostras foi analisa-
da em um microscopio eletronico
de varredura apos os periodos de 3
e 10 semanas de imersao no SBF.

Resultados e Discussio

A caracterizacao quimica por
fluorescéncia de raios X mostra a
composicao de: 26,1%Ca0O, 55,5%
SiO,, 13,1%Na,0, 10,1%P 0, indi-
cando que as particulas de biovidro
em estudo estdo situadas na faixa
de bioatividade, segundo o diagra-
ma de fases®.

Inicialmente o biovidro puro
foi caracterizado por uma analise
termogravimétrica (TG/DTA) e
pode-se observar que temperatura
de transicao vitrea assim como as
temperaturas de nucleacio e de
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Figura 1 - Difratograma de raios X de amostras de biovidro (BV) do tipo
espuma, sinterizados a 750°C: A - BV + 7% de B,C; B - BV + 5% de B,C;

C- BV + 3% de BC.
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Figura 2 —EDX obtido de uma amostra de biovidro + 3 % de B,C.

cristalizacao apresentam-se na fai-
xa de 680-800°C, a partir destes
dados pode-se arbitrar uma tempe-
ratura para a sinterizacao dos biovi-
dros tipo espuma em 750°C. Porém,
em andlises realizadas em biovi-
dros com outros tipos de aditivos
verifica-se outras temperaturas de
nucleacao e de cristalizacao. Por-
tanto, a temperatura de sinterizacao
para a obtencao do biovidro tipo
espuma depende da natureza do
aditivo a ser misturado.

As amostras sinterizadas foram
caracterizadas por DRX, os resulta-
dos obtidos sao apresentados na
Figura 1. A andlise de DRX

(SHIMADZU-XRD-6000) indica pou-
ca evolucio de fases cristalinas, ou
seja apresenta uma extensa faixa
de material nido-cristalino, isto é
devido ao curto periodo de
sinterizacao. Os picos mostram fa-
ses cristalinas bem distintas e niti-
das de silica em sua forma de
Cristobalita (SiO ), fosfato de calcio
(Ca,P,0),silicato de cilcio (CaSiO,)
e devitrita ( Na,Ca,Si O ). O
difratograma mostra também picos
de boro em sua fase Unica, indican-
do que nem todo boro reagiu com
amassa do biovidro, porém a inten-
sidade desse pico aumenta em
amostras com maior teor de B,C.

10K m

129591

Figura 3 - MEV de uma amostra de
Biovidro + 3 % de B,C.

Figura 4 - MEV de uma amostra de
Biovidro + 5 % de B,C.

sSee 1ekm 1eese:s

2KV S
Figura 5 - MEV de uma amostra de
Biovidro + 7 % de B,C.

A composicao elementar dos
biovidros sinterizados foi analisada
através de MEV-EDX como pode ser
observado na Figura 2. Verifica-se
que o biovidro nao apresenta impu-
rezas, sendo visualizados somente
os elementos formadores da compo-
sicao do material em estudo. Nesta
mesma andlise o elemento Boro niao
pode ser identificado, pois o apare-
lho utilizado nao possui detector
especifico para esse elemento.

As micrografias obtidas por
microscopia eletronica de varredura
(MEV) mostram as microestruturas
porosas das amostras. Esses poros
podem ser observados nas figuras 3,
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4 e 5, e sao interconectados e de
varios tamanhos. Esse fato nao des-
carta a hipétese destes biovidros pos-
suirem poros fechados em sua estru-
tura. O mecanismo de formacio de
poros na estrutura do biovidro pode
ser explicado pela evolucao de ga-
ses, os quais levam a formagao de
bolhas deixando o material poroso.
Como encontrado na literatura, algu-
mas solucdes aquosas de carbonatos
de metais polivalentes sao utilizados
para a producdao destes materiais
porosos devido a sua facil descarbo-
nizacao”, esse € um dos motivos do
estudo do aditivo carbeto de boro no
biovidro. Outro mecanismo que pode
também ser responsavel pela dimi-
nuicdo da densidade do biovidro, é a
entrada do elemento boro nas redes
cristalinas de silicatos e fosfatos fa-
zendo com que essas estruturas se
deformem ocasionando aumento do
volume no material.

Outra caracteristica que pode
ser analisada nas micrografias des-
tas amostras é a alta densificacio
observada nas regides em volta dos
poros que, provavelmente, sio de-
vidas a regioes onde houve uma
maior reacao quimica com o boro, e
o gas que se difundiu provocou um
maior empacotamento da matriz vi-
trea e 20 mesmo tempo expandindo
com a formacio de microporos.

Ensaios in-vitro de amostras
sinterizadas indicam que o biovidro
puro e biovidro contendo carbeto de
boro apresentam uma camada su-
perficial pouco cristalina, na forma
de fosfato de calcio, a qual com o
passar do tempo (envelhecimento)
se tornam cristalinas. Andlise por
MEV-EDX da pelicula indica a pre-
senca de calcio e fosforo na superfi-
cie e verifica-se que estd fortemente
aderido em sua superficie.

Os biovidros produzidos foram
também caracterizados quanto a sua
densidade aparente usando picnd-
metro de hélio, considerando-se
somente o volume do solido e dos
poros abertos, desconsiderando o
volume relativo aos poros fechados.
Os dados obtidos estao relaciona-
dos na tabela a seguir, Tabela 1:

Tabela 1 - Valores de densidade aparente das amostras de biovidro
obtidas em picndmetro de hélio.

Amostra
Biovidro+ 7% catbeto de boro
Biovidro+ 5% carbeto de boro
Biovidro +3% catbeto de boro
Biovidro puro

Os dados da Tabela 1 sao mui-
to significativos, pois os valores de
densidade média obtidos variam
em funcao da percentagem de
carbeto de boro, indicando uma
menor densidade para amostra com
3% de carbeto de boro.

Conclusao

ApO6s a andlise dos resultados
obtidos, conclui-se que o biovidro
produzido do tipo espuma apresen-
tou pouca evoluc¢ao de fases e pode-
se constatar que a mistura de
aditivos ao biovidro provoca a for-
macao de poros de tamanhos vari-
ados e interconectados. Portanto, o
objetivo de se obter um biovidro
tipo espuma foi alcancado obtendo
estrutura microporosa pouco den-
sa. Ensaios in-vitro das amostras
mostram que ocorre formacio de
uma pelicula a base de fosfato de
cdlcio na sua superficie indicando
que o material € bioativo.
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Hlustragoes cedidas pelos autores

Introducio

A conversao das plantas e de
suas partes, cujo valor medicinal te-
nha sido confirmado pelas pesqui-
sas, em farmacos para a populacio
esbarra na dificuldade de se obter
matéria-prima na quantidade e quali-
dade necessaria para suprir a deman-
da requerida pelo mercado nacional
e internacional. Porém, nao se cogita
fazer uma incursdo na ja tdo devasta-
da natureza, pois, além dos danos
ecolbgicos que essas coletas poderi-
am provocar, sem deixar de mencio-
nar que diversas plantas ja se extin-
guiram e que varias outras se encon-
tram ameacadas de extin¢cdo, o con-
trole qualitativo e quantitativo dos
seus principios ativos, seria muito
dificil, uma vez que existem varia-
¢oes nos tipos e nos teores de subs-
tancias ativas, devido a interaciao do
genotipo com o meio ambiente. Des-
te modo, recomenda-se o cultivo de
plantas medicinais.

Para se ter uma produciao
confiavel de drogas terapéuticas como
uma espécie recentemente adaptada
as praticas de cultivo, faz-se necessa-
rio acompanhar esse cultivo; sendo
que, se se tratar de plantas anuais, o
tempo para o seu cultivo leva de 3 a
5 anos, enquanto que se tratar de
plantas perenes, de 10 a 12 anos. Em
geral, dos principios ativos aos medi-
camentos sao gastos cerca de 10a 15
anos, com o custo entre 100 a 500
milhodes de doélares na elucidacao
quimica, testes pré-clinicos e clini-
cos. Reconhecendo-se que uma planta
produza 10g de massa seca e que
nessas 10g se obtenha 0,3g da droga

Melhoramento Biotecnologico
de Plantas Medicinais

Produgio de alcaldides e dleos essenciais

isolada e que sejam necessarios, para
atender ao mercado, 30kg dessa subs-
tancia, entdo sera preciso 100.000
plantas s6 nesse primeiro momento,
0 que se torna extremamente
dispendioso. Uma possivel solucio
para esse problema ¢ o fitomelhora-
mento, que pode ser classico ou
moderno.

O melhoramento genético de
plantas medicinais, apesar de estar
em sua fase embrionaria, tem conse-
guido avancos; principalmente no
que refere-se as plantas produtoras
de alcaloides e 6leos essenciais. Es-
ses compostos sao amplamente dis-
tribuidos no reino vegetal. As famili-
as Apocynaceae, Euphorbiaceae e
Solanaceae destacam-se como pro-
dutoras de alcaldides; ja as familias
Compositae, Lamiaceae e Umbellife-
rae apresentam-se como produtoras
de dleos.

Melhoramento Genético
Classico e Moderno

Os trabalhos que envolvem sele-
¢ado de gendtipos superiores, com
subsequentes cruzamentos, com vistas
a obter hibridos ou cultivares, sao
incipientes. Com relacao a composi-
¢ao e conteudo de moléculas terapéu-
ticas, encontraram-se altas herdabili-
dades para essas substincias, o que
facilita o melhoramento por selec¢ao.
Por esse meio, tém, freqiientemente,
sido desenvolvidas e produzidas em
larga escala cultivares de Achillea,
Chamomilla, Lavandula, Melissa,
Menthae Thymus.Com vistas a produ-
¢ao qualitativa e quantitativa de princi-
pios ativos tem-se conseguido éxito
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com a selecao de clones superiores
(ex.: Artemisia annuca - Artemisia) ou
com a introducdo de novos acessos
(ex.: Chamomilla recutita- Camomila),
seguidos de selecao e hibridacao (ex.:
Catharanthus roseus x Catharanthus
trichophyllus). Entretanto, com relacio
a diversificacao estrutural e funcional
dos fitofarmacos, pode ser que os
hibridos apresentem caracteristicas iné-
ditas as dos parentais (ex.: Mentha
aquatica x Mentha longifolia).

A biotecnologia compoe-se ba-
sicamente das seguintes tecnologias:
biologia molecular, engenharia ge-
nética, transformacao genética e cul-
tura de tecidos. A biologia molecular
permite identificar, isolar e caracteri-
zar o gene de interesse. A engenharia
genética possibilita clivar, por meio
de enzimas de restricao, seqtiéncias
nucleotidicas especificas de acidos
nucléicos pela geracao de extremi-
dades aderentes de fitas simples da
molécula de DNA de uma espécie
que se associam a fragmentos de
DNA de outra espécie clivados por
essas mesmas enzimas. O gene sele-
cionado ¢ inserido enzimaticamente
em um plasmideo em particular de
uma bactéria especifica e, subseqlien-
temente, introduzido por transfor-
macao genética em uma célula vege-
tal. Entretanto, torna-se necessario
regenerar a planta a partir da célula
que foi geneticamente modificada, o
que pode ser feito por cultura de
tecidos. Assim, espera-se que o gene
para o carater almejado seja passado,
através da reproducao sexuada e
assexuada, dos parentais transforma-
dos para as progénies que expressa-
rdo também esse gene, significando
que tal habilidade constitui valiosa
contribui¢ao para a obtencao rapida,
segura e eficiente de farmacos.

Cultura de Tecidos e
Transformaciao Genética

Cultura de tecidos € um proces-
so, por meio do qual fragmentos
vegetais ou suas partes denominadas
explantes sdo isolados dos organis-
mos ou obtidos a partir destes, sendo
assepticamente cultivados em meio
de cultura apropriado sob condicoes
adequadas. Esse termo € genérico,
referindo-se a cultura de células, te-

cidos, 6rgaos, embrides e plantulas.
Essas técnicas consistem em selecio-
nar explantes, desinfestd-los e cultiva-
los em meio nutritivo mantido sob
condicoes assépticas, sendo a multi-
plicacdo dos propagulos feita através
de sucessivos subcultivos em meio
proprio. Os brotos desenvolvidos em
um meio sao transferidos a outro
meio para formagao das raizes, ob-
tendo-se, assim, plantas inteiras. Es-
sas sao cultivadas no laboratério em
substrato de aclimata¢ao e, conse-
quentemente, levadas a casa de ve-
getacdo antes de serem transferidas
para o campo definitivamente.

Entre as principais funcdes da
técnica de cultura de tecidos cabe dar
énfase a producao de (a) clones (ex.:
Aloe vera - Babosa), ou seja, material
homogéneo e uniforme, em larga es-
cala, de rapida propagacao, livre de
patégenos, vigoroso e produtivo; (b)
hibridos, por hibridacao somatica, atra-
vés de fusio de protoplastos (ex.:
Nicotiana tabacum - Tabaco); (¢)
hapléides (ex.: Hyosciamus niger -
Meimendro negro); (d) mutantes por-
tadores de caracteres desejiveis, por
meio do uso de agentes mutagénicos
ou por variacdo somaclonal (ex.:
Datura innoxia- Datura); (e) plantas-
biorreatoras (ex.: Atropa belladonna-
Beladona); (f) plantas geradoras de
vacinas (ex.: Solanum tuberosum -
Batata); bem como (g) conservacao
de germoplasma vegetal por criopre-
servacao ou por manutencao do ma-
terial vegetal, durante periodos pro-
longados, sob condicoes limitantes de
crescimento e desenvolvimento (ex.:
Hyosciamus muticulus - Hiosciamus)
e, finalmente, (h) biotransformacio
de compostos pouco interessantes em
compostos muito interessantes sob o
aspecto econdmico [ex.: Digitalis
lanata (Digitalis) e Digitalis purpurea
(Dedaleira)].

A cultura de tecidos permite inter-
ferir nas rotas metabdlicas vegetais
mediante o cultivo de plantas em meio
preparado com agentes estressantes,
elicitores e mutagénicos, que afetam
qualitativa e quantitativamente os prin-
cipios ativos produzidos, e altera a
composicio e/ou o teor, como foi
observado em Atropa belladonna
(Beladona), Catharanthus roseus(Vin-
ca) e Digitalis lanata (Digitalis) ou
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Quadro 1 - Substancias derivadas
de cultura de células vegetais

Produtos I ndustriais
Oleos

Perfumes
Aromeatizantes
Pigmentos
Antioxidantes
Farmacos

Gomes

Inseticidas

Vitaminas

Fonte: Amaral (1999)

Quadro 2 - Compostos farmaco-
ativos produzidos normalmente

pelas plantas
Substancias Familias
a Apocinaceae,
Alcaldides o [
Flavondides Rutaceae
Glicosideos :
Cardiotonicos Scrophulariaceae
Taninos Lauraceae
L Asteraceae,
Terpendides 5 asees

Fonte: Amaral (1999)

Quadro 3 - Compostos farmaco-
ativos néo produzidos
normalmente pelas plantas

Substancias Espécies
3 Catharanthus

Voafrina e
Picracina Picralimia nitida
Rutacultina Ruta graveolens

. Gardenia
Tarenosideo jasminoides
Epicrosina Ochrosia €eliptica

Fonte: Amaral (1999)

Rosmarinus officinalis(Alecrim), Ruta
graveolens (Arruda).

A cultura de células vegetais cons-
titui uma fonte potencial de sintese de
moléculas altamente valiosas as in-
dustrias de alimentos, comésticos,
farmacos e téxteis, as quais tém utili-
zado as plantas como matéria-prima
basica para seus produtos (Quadro 1).

Em cultura de células, podem-se
produzir metabdlitos especiais com
propriedades terapéuticas (Quadro 2).

Além disso, verificou-se que subs-
tincias que nio sao, usualmente, en-
contradas em plantas foram identifi-



cadas, isoladas e caracterizadas nesse
tipo de cultura in vitro. Soma-se a isso
o fato de que foram obtidos, em
cultura de células, compostos inteira-
mente novos (Quadro 3).

Além de sintetizarem e acumula-
rem metabdlitos secundarios de
significancia comercial, as cé€lulas ve-
getais podem ser usadas devido a
apresentarem capacidade de realizar
certas alteragoes estruturais nesses com-
postos. A biotransformagio envolve
processos bioquimicos de epoxidacio,
esterificacio, glicosilacao, hidroxilacao,
isomerizacao, oxidaciao, reducio,
saponificacio, etc (Quadro 4).

Em geral, a produtividade de
compostos fitoterapéuticos € menor
em cultura de células se comparada a
de tecidos sintetizadores nas plantas,
o que provavelmente pode ser expli-
cado pela perda da diferenciacao de
tecidos e de orgaos das culturas de
suspensao de células e de calos em
meio liquido. Acredita-se que isso
seja devido a distribuicdo insuficien-
te de enzimas necessarias para a
sintese e ao acumulo de metabdlitos
secundarios ou, simplesmente, seria
reflexo do estado de nao totipoténcia
das células desenvolvidas em tais
culturas. Desse modo, os calos em
fase de diferenciacao de raizes de
Atropa belladonna sao capazes de
produzir atropina, enquanto os calos
nao diferenciados nao produzem. Por
outro lado, plantas inteiras de Coptis
Japonica produzem 5% de berberina
em 5 ou 6 anos de cultivo, enquanto
suspensao celular de linhagens nao-
selecionadas e selecionadas produ-
zem, respectivamente, 5% e 13% des-
sa substincia em apenas 3 semanas,
o que reflete em produ¢ao rapida e
econOmica. Esse é um entre varios
outros exemplos (Quadro 5).

A cultura de células mostra-se
bastante promissora para a producao
de principios ativos, apresentando,
porém, alguns inconvenientes que
limitam seu uso, pois ha compostos
farmaco-ativos que s6 sao produzi-
dos em plantas intactas ou em teci-
dos e orgaos, mas nao em células
isoladas. Tem-se, como exemplo,
vimblastina e vincristina, obtidos de
Catharantbus roseus. Nesse caso,
pode-se induzir, a partir das células
em cultura, a organogénese ou a

Quadro 4 - Cultura de células de plantas comercialmente vidveis pela

biotransformacao
Espécies Reacgoes Substratos Produtos
Cannabis sativa ~ Oxidagao Geraniol Nerol
Datura spp. Esterificacdo Tropina Acetiltropina
Digitalis spp. Hidroxilagao Digitoxina Digoxina
Digitalis spp. Glicosilagao Gitoxigenina Gitoxina
Mentha spp. Redugao Mentona Neomentona
Ruta graveolens  Epoxidacao Hidroxicumarinas ~ Furanocumarinas

Fonte: Amaral (1999)

embriogénese somatica de forma que
a capacidade biosintética do vegetal
seja restaurada.

A producio em larga escala de
metabolitos secundarios em cultura de
células depende de algumas estratégi-
asque tenham chance de se viabilizarem
economicamente, e, entre elas, estao:

e Melhorar a estabilidade e a
viabilidade da linhagem celu-
lar, selecionando plantas com
alta produtividade;

e Selecionar meio de cultura
mais adequado para o maximo
crescimentos

e Minimizar a contaminacao
microbials

e Identificar rotas bioquimicas
que levem as células da planta
a producio dos metabolitos de-
sejaveis;

¢ Estabelecer métodos para au-
mentara producao de metabdlitos
secundarios;

e Determinar meios para au-
mentara excre¢ao de metabodlitos
secundarios;

e Estudar os mecanismos
regulatorios associados;

e Obtencao de produtos das
células em suspensio, via
excrecao natural ou induzidas

¢ Otimizac¢ao da produc¢ao média;
e Obtencao de extratos das cé-
lulas organizadas quando elas
mesmas forem utilizadas.

Diante do exposto, sugere-se um
esquema basico que permita produzir
principios ativos por meio de cultura
de células, para contornar alguns pro-
blemas peculiares a esse sistema de
producio, o qual, em suma, segue 0s
seguintes passos: selecio do material
vegetal, introduc¢ao “in vitro” de plan-
tas altamente produtivas, inducao de
calos com separacao de linhas celula-
res estaveis, otimizacao das condi¢oes
de cultivo, re-selecao de linhas celula-
res superiores, cultura em massa em
biorreatores, isolamento e purificacao
dos metabdlitos desejiveis e, final-
mente, comercializacao (Figura 1).

A producao de metabdlitos espe-
ciais com propriedades fitoterdpicas
em cultura de células diferenciadas
(tecidos e 6rgaos) € mais previsivel do
que em células indiferenciadas (célu-
las em suspensio e calos). A diferenci-
acao associa-se, usualmente, a uma
melhor produgio qualitativa e quanti-
tativa. O teor e a composicao de
fitofirmacos em orgaos, tais como
raizes, sio comparaveis aqueles das
plantasintactas. Generalizando-se, tem-

Quadro 5 - Comparagiio da producdo de compostos bioativos in vivo e in vitro

Espécies Substéncias
Talictrum minus Berberina
Galium aparine  Antraquinona

Morinda citrifolia  Antraquinona

Coleus blumei R A01d9 :
osmarinico
Lithospermum .
erythrorhizon
Rauwolﬁa Vomileina
serpentina

Fonte: Amaral (1999)

Producio in vivo (%) Producio in vitro (%)

0,80 1,00
0,43 20,00
2,50 8,00
3,60 5,00
2,75 14,00
0,06 51,00
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se que raizes nao transformadas apre-
sentam crescimento lento, desenvolvi-
mento retardado e menor produtivida-
de de fitoterapicos, ao passo que raizes
transformadas possuem crescimento
rapido, desenvolvimento acelerado e
maior produtividade de fitoterapicos
(Quadro 6). As raizes nao-transgéni-
cas, ao contrario das transgénicas, ne-
cessitam ser cultivadas em meio prepa-
rado com substancias reguladoras de
crescimento. Cabe enfatizar que o uso
de raizes, transformadas ou nao, é
limitado aqueles biofirmacos sinteti-
zados somente em raizes. Entretanto,
plantas inteiras podem ser regenera-
das a partir dessas raizes.

A tecnologia transgénica oferece
enormes oportunidades para o me-
lhoramento de plantas. Para manipu-
lar o metabolismo produtor de princi-
pios ativos nas plantas, tém sido feitos
muitos esfor¢os. Nao ¢é facil controlar
a producgido dessas substancias, até
mesmo por meio de métodos molecu-
lares sofisticados; devido a esses com-
postos serem sintetizados em diver-
SOS passos enzimaticos que ocorrem
em varios tipos celulares.

A manipulacdo desse metabolis-
mo pode-se dar por estimulo
anabdlico por meio da inclusao de
rotas metabolicas feita pela tecnolo-
gia super-expressora, ou por
desestimulo catabdlico por meio da
exclusao de vias feita pela tecnologia
SUPIessora-senso ou supressora anti-
senso. Um dos pré-requisitos para o
sucesso da manipulacio genética é
identificar, isolar e caracterizar os
genes envolvidos na biossintese de
principios ativos e o outro pré-requi-
sito € compreender os mecanismos
de regulacao espaco-temporal des-
ses genes em fases distintas de cres-
cimento e desenvolvimento vegetal.
Concomitantemente, faz-se necessa-
rio desenvolver protocolo de regene-
raciao e de transformacao. Embora,
isso nem sempre seja possivel, al-
gum progresso tem sido, recente-
mente, alcancado. Esse avanco en-
volve duas categorias: cultura de or-
gaos transformados e plantas trans-
génicas.

Em cultura de células, suspen-
soes celulares podem passar por cres-
cimento em larga escala em biorrea-
tores, usando-se, para tal fim, linhas

celulares superiores,
isto €, estaveis e com

Figura 1 - Esquema basico de produgéo de principios ativos em

cultura de células

alta producao em de-
trimento de linhas ce-

Material Vegetal
(Cultivado ou Silvestre)

lulares inferiores, ou
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baixa producio. Esse
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ser manipulado su-
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plementando-se o
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veis significativos de |
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polienos. Contudo, |

Comercializagdo |

em cultura de célu-
las, instabilidade e
baixa produtividade € regra e estabi-
lidade e alta produtividade é exce-
cao. Além disto, verificou-se, nesse
tipo de cultura, compostos que nao
sao, usualmente, encontrados em
plantas, como os tarenosideos em
Gardenia jasminoides.

Ha substancias terapéuticas que
nao sao produzidas em cultura de
células, mas s6 em Orgdos e em
cultura destes, ou em plantas intei-
ras, a exemplo dos alcaléides
vimblastina e vincristina, encontra-
dos em Catharanthus roseus.

A cultura de 6rgaos nio transfor-
mados apresenta producao estavel e
média, com crescimento lento, menor
ramificacao lateral e meio acrescido
com reguladores de crescimento; ao
passo que a cultura de 6rgaos transfor-
mados possui producio estavel e alta,
com crescimento rapido, maior ramifi-
cacao lateral e meio nao acrescido com
reguladores de crescimento.

Brotos tumorados como os de
Mentha citratasio menos usados que
as raizes em cabeleira como as de
Scopolia japonica, pois € mais facil
estabelecer raizes do que brotos em
cultura em meio liquido. A cultura de
orgdos nao € manipulada como a
cultura de células, ao se alterarem as
condicoes do meio. Entretanto, a adi-
cao de chitosan elevou a producio de
hiosciamina em Hyosciamus multicus.

Cabe enfatizar que, em se tra-
tando de viabilidade comercial da
producio de principios ativos, deve-
se considerar ndo apenas a produtivi-
dade, mas também a liberacao dos
principios ativos no meio de cultivo,
no sentido de se colherem os com-
postos fitoterdpicos sem danificar ou
destruir o material biolégico que os
produz. Em Duboisia leichhardlii,
75% de escopolamina € liberado no
meio em 4 semanas. Todavia, ha
produtos, como os fitocomplexos,

Quadro 6 - Producao excedente de metabolitos secundarios em cultura de
raizes transformadas comparada com a de raizes nio-transformadas

Espécies Metabolitos Conteudo
Escopolamina 0,37%
Atropa belladonna Hiosciamina 0.95%
Datura stramonium Escopolamina 0,56%
Hiosciamina 0,30%
Scopalia japonica Escopolamina 0,50%
Hiosciamina 1,30%

Fonte: Amaral (1999)
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que nao sdo obtidos em 6rgaos, po-
rém s6 em plantas intactas.

Estudos que envolvam plantas
transgénicas regeneradas a partir de
orgaos transformados sio escassos.
Em plantas medicinais transformadas
por Agrobacterium spp. tem-se, prefe-
rencialmente, usado a Agrobacterium
rhizogenes para transformar aquelas
cujos principios ativos se encontram
em suas partes subterrdneas, como a
hiosciamina nas raizes de Ajuga reptans
e a Agrobacterium tumefaciens para
transformar aquelas cujos principios
ativos se encontram em suas partes
aéreas, como a artemisinina nas folhas
de Artemisia annua. Entretanto, essa
condi¢cao nao constitui uma regra, o
que significa que esses sistemas po-
dem ser usados independentemente
do local de sintese dos compostos
farmacoativos nos vegetais, o que tem
sido verificado em Catharantbus
roseus. No que tange aos principios
ativos, a transformacdo pode levar a
producao acentuada ou atenuada.

Em plantas medicinais, ha exem-
plos de ganhos obtidos pela
tecnologia transgénica, quais sejam:
no que se refere a plantas produtoras
de alcaldides, tem-se em Atropa
belladonna a conversao de hioscia-
mina, pela enzima hiosciamina 6f3
hidroxilase, cujo gene ¢ oriundo de
Hyosciamus niger, em escopolamina.
Ja no tocante as plantas produtoras
de isoprendides, tem-se em Mentha
spicata a conversao de limoneno,
pela enzima limoneno 3 hidroxilase,
cujo gene ¢é oriundo de Mentha
piperita, em Mentol.

Ha, também, exemplos de perdas
obtidas pela tecnologia transgénica, as
quais se tem, no que diz respeito as
plantas produtoras de isoprendides, a
reducao dos teores de glicirrizina, tan-
to em Glycyrrbiza glabra quanto em
Glycyrrbiza uralensis.

Atualmente, vem-se tentando
transformar outros caracteres de plan-
tas medicinais que ndo a produtivida-
de, como é o caso da resisténcia.
Transferiu-se para Atropa belladonna
o gene bar que codifica para enzima
fosfinotricina acetil transferase, a qual
confere resisténcia ao herbicida
fosfinotricina. O problema € que, ao
invés de uma correlacao positiva, obte-
ve-se uma correlacio negativa entre a

produtividade e a resisténcia; resultan-
do em plantas resistentes com menos
principios ativos e em plantas suscep-
tiveis, com mais principios ativos.

Conclusodes

As possibilidades de obterem-se
novas moléculas terapéuticas destina-
das a producgio de farmacos tornam a
biotecnologia imprescindivel ao de-
senvolvimento técnico-cientifico dos
programas de melhoramento genético
do pais, e tem como consequiéncia a
melhoria na qualidade de vida, princi-
palmente na drea da saude da popula-
¢ao brasileira. Portanto, diversos avan-
cos foram alcancados e varios desafios
tem sido subjulgados; mas, decerto, ha
ainda bastante para se fazer em se
tratando de biotecnologia no melhora-
mento de medicinais.
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As proteinas sdo responsaveis
pela forma e pela funcao das células.
Elas sao sintetizadas e destruidas por
mecanismos distintos em resposta a
uma diversidade de sinais externos e
internos, que incluem a secrecao de
hormonios e a restricio alimentar. A
degradacao de proteinas determina o
inicio ou o término de eventos bio-
quimicos que controlam a prolifera-
¢ao, a diferenciacio e a morte celular
por apoptose. Por esse motivo, o
aumento de suscetibilidade ou de
resisténcia a degradacio pode levar
ao ganho ou a perda de atividade
biolégica de proteinas, influencian-
do diretamente nos processos que
elas estdo envolvidas. Os cientistas ja
identificaram dezenas de proteinas
que se tornaram oncogénicas (isto é:
provocaram a transformacio celular)
ap6s sofrerem modificacoes em se-
quéncias, dominios e regides que
controlam a sua estabilidade ou des-
truicao. Elucidar os mecanismos
moleculares pelos quais as proteinas
aumentam sua suscetibilidade ou sua
resisténcia a degradacio € o grande
desafio da biologia contemporianea
pOs-genoma. As pesquisas nessa area
tém por objetivo nao apenas enten-
der como as proteinas sao destruidas,
mas quando falhas nesse processo
dao origem a células imortais, isto ¢,
ao cancer. Neste artigo serdo revisa-
dos, primeiramente, os recentes avan-
cos na elucidacao das bases bioqui-
micas e genéticas que sao envolvidas
na transformacio de uma célula nor-
mal em célula tumoral. Em seguida,
serdo revisadas as recentes desco-
bertas sobre os mecanismos bioqui-
micos de reconhecimento e de de-
gradaciao de proteinas intracelulares
pela via ubiquitina-proteasoma e a
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importancia dos aminodacidos prolina,
acido glutamico, serina e treonina
(regiao PEST) como sinais para de-
gradacdo rapida de certas proteinas.
Finalmente, sera discutida a utiliza-
¢ao de bancos de dados de genoma
humano e de proteoma - em constru-
¢a0, € como os programas de compu-
tador para armazenamento, manipu-
lacio e mineracao de seqiiéncia de
genes provenientes de amostras de
tecido tumoral, poderao ajudar os
cientistas, principalmente os bioin-
formatas, na descoberta de novos
oncogenes e métodos de prevencao
e tratamento do cancer.

1. Biologia da Célula
Tumoral

Nas ultimas décadas, com a in-
troducao de novas tecnologias de
seqiienciamento do DNA, expressao
e andlise computacional de genes, foi
possivel que se vislumbrassem varias
pistas que poderao levar a um me-
lhor entendimento da biologia da
célula tumoral. O cincer € considera-
do uma doencga genética - isto €, ele
pode ser transmitido para uma célula
normal através da transferéncia de
genes tumorais ou oncogenes (Hahn
& Weinberg, 2002). Oncogenes sio
cOpias de genes normais que sofre-
ram mutacoes, e dessa forma, quan-
do transcritos, provocam a sintese de
proteinas que apresentam perda ou
ganho de funcao biolégica. Mutacodes
sio causadas por modificacoes nas
bases de DNA, em particular, nas
posicoes O6 e N7 da guanina. A
carcinogénese ¢ um processo que
pode ser dividido em trés fases: inici-
a¢ao, Promogao e progressao, € pode
durar de 1 a 30 anos. Durante esse



tempo, ocorre um acimulo de muta-
¢oes no genoma celular, em especial,
em genes que garantem a ordem dos
eventos do ciclo celular e a mitose,
ou executam reparo de eventuais
erros na replicacio do DNA, ou ain-
da, que promovem e mantém o esta-
do de diferenciacao celular (Hanaham
& Weinberg, 2000, Hahn & Weinberg,
2002).

Na maioria dos casos, os
oncogenes capazes de induzir a trans-
formacao celular funcionam aos pa-
res, e seus produtos sdo fatores de
crescimento, receptores da mem-
brana plasmatica, fatores de trans-
cricao e enzimas quinases de vias de
sinalizacio intracelular implicadas
no controle positivo ou negativo do
ciclo celular (Hanaham & Weinberg,
2000, Evan & Vousden, 2001). Em
geral, as mutacoes encontradas em
oncogenes alteram os nucleotideos,
os quais codificam os aminodcidos
de importancia critica para sua ati-
vacido ou o arranjo tridimensional
da sua estrutura molecular. A defor-
macao de elementos estruturais im-
pede que a proteina estabeleca
interacoes proteina-proteina e pro-
teina-DNA e, conseqiientemente,
exerca adequadamente a sua funcao
biol6gica. Por exemplo, formas
mutantes da proteina RAS permane-
cem constantemente ativadas devi-
do a substituicio de um aminoacido
indispensavel na interacio RAS-GAP.
GAP ¢é uma proteina que estimula a
hidrolise de GTP, uma molécula que
ativa RAS. A estimulacao continua
da cascata de enzimas serina-
treonina-quinases: Raf-MEK-ERK-
MAPK, induzida pela forma mutante
de RAS, faz com que os eventos
bioquimicos de controle positivo do
ciclo celular tornem-se constantes e
a proliferacao celular ininterrupta
(Hahn & Weinberg, 2002).

Por outro lado, as delecoes de
éxons em genes, ou ainda, o seu
silenciamento (metilacao das bases
nitrogenadas), sio ocorréncias co-
muns em genes que codificam os
fatores supressores de tumor que
atuam no controle negativo do ciclo
celular. Nesse caso, a desregulacao
de crescimento e divisio celular
acontece porque a célula deixa de
checar os erros e as falhas que pro-
vocariam bloqueio no ciclo celular,
reparo no DNA e inducao de morte

celular por apoptose. O exemplo
mais estudado € o gene que codifica
o fator supressor de tumores chama-
do p53, cuja funcao principal € a
transcricao de genes de reparo e da
apoptose (Hanahan & Weinberg,
2000, Evan & Vousden, 2001).

Recentemente houve uma ex-
plosiao de trabalhos que mostraram
vias alternativas de estimulacao da
proliferacao celular e inducao de can-
cer. Os novos oncogenes identifica-
dos tém papel no reparo do DNA,
apoptose, reconhecimento célula-cé-
lula, mecanismo de adesiao célula-
matriz extracelular, angiogénese,
metastase e degradacio de protei-
nas. O que chamou maior atencao
dos investigadores foi a descoberta
que para a tranformacdo de células
humanas € necessario ativacio de
telomerase, o que causa a sua
imortalilzacao, e a inativacao das vias
do p53 e RB (Hahn & Weinberg,
2002).

2. O Ciclo Celular

O crescimento e a divisao celu-
lar de células somdticas dependem
de uma série complexa de reacodes
bioquimicas que ocorrem em um
periodo de 24 a 48 horas, denomina-
do ciclo celular. O ciclo celular com-
preende os processos de duplicacao
do DNA e divisdo nuclear (mitose), e
dele resulta a producao de uma nova
célula. Para iniciar um ciclo, a célula
em repouso (fase Go) precisa ser
estimulada por fatores de crescimen-
to (exemplos, PDGF, EGF, insulina),
hormonios esterdides e citocinas pro-
duzidas por elas mesmas ou células
ao seu redor. Esses fatores ligam-se
aos seus receptores de membrana,
deflagrando uma série de reacdes
quimicas que causam, em Gltima ins-
tancia, a ativacao de fatores de trans-
cricao (exemplos: c-myc, c-jun, c-
fos), os quais promovem a sintese de
RNA, mensageiros de dezenas de
enzimas que promovem a sintese do
icido deoxiribonucléico (DNA), tais
como diidrofolato redutase, DNA
polimerases e topoisomerases. Essa
cascata de eventos quimicos e morfo-
l6gicos ocorre de uma maneira orde-
nada e sucessiva, fazendo com que a
célula avance da fase Go para as
fases G1-S-G2 e para a mitose
(Malumbres & Barbacid, 2001).

A execucao das reacoes e dos
eventos de cada fase do ciclo celular
¢ mediada por dezenas de fatores,
cuja sintese e destruicao ocorrem em
momentos determinados. Os princi-
pais sao os seguintes: ciclinas A, B e
D, enzimas quinases dependentes de
ciclinas: CDK-1, 2, 4 e 6, fosfatases:
cde-25 A, B e C, proteinas inibidoras
de CDKs: p21, p27, p57, pl6, p18, e
fatores de transcricio: c-myc, E2F, Rb
e p53. Os complexos formados por
CDK/ciclina/inibidor de CDK sao ina-
tivos e a sua ativacao requer elimina-
¢ao, por degradacao, do inibidor de
CDK associado a ele (por exemplo:
p21, p27), um evento que ocorre
durante as transicoes de fases. A
ativacio dos complexos CDK-4/
ciclina D, CDK-4/ciclina-6, CDK-2/
ciclina A, CDK-2/ciclina E aumenta a
atividade quinase dessas enzimas e
provoca a fosforilagcao progressiva de
RB. Isto causa a dissociacio do com-
plexo E2F/RB, permitindo que E2F
inicie a transcricao de genes da fase
S. Mais tarde, a ativacao do complexo
CDK-1/ciclina B promove a fosforila-
¢ao de virias proteinas nucleares, a
condensacao dos cromossomas, a
formacao do fuso e o inicio da mitose.
A atividade enzimatica do complexo
cessa apo6s a degradacio da ciclina B,
e esse evento marca o fim do ciclo
celular (Malumbres & Barbacid, 2001).
(Figura 1)

As reagdes e eventos do ciclo
celular sao interrompidos em mo-
mentos especificos nas transicoes das
fases Go/G1 (ponto de restricao R1),
fases G1/S e G2/mitose. Durante es-
ses periodos criticos denominados
“pontos de checagem”, a célula deci-
de se inicia o ciclo (ponto de restri-
¢ao R1) ou se avanga para a fase
seguinte, continuando o processo de
proliferacao, ou se sai do ciclo, inici-
ando o processo de diferenciacio
celular, se estiver passando pela
mitose, ou ainda, entra em apoptose.

Esse mecanismo de checagem ¢é
dependente de reacdes em cascatas
mediada por enzimas quinases e
fosfatases. Os exemplos mais estuda-
dos de vias de checagem e de reparo
sdo: a via ATM, a via Chk1/Chk2 e a
via cdc-25/14-3-3. Em resposta a
ativacao de uma dessas vias, sdao
sintetizadas as enzimas que fazem
reparo, recombinagao, juncao ou per-
mutacao de nucleotideos e que estio
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PROTEASOMA

Figura 1 - Esquema representativo mostrando as interacoes entre as proteinas das vias
de sinalizacao de controle positivo e negativo do ciclo celular. Notar no esquema que
durante as transicoes (pontos de checagem) das fases Go, G1, S, G2 e Mitose, a ativacao
destas proteinas reguladoras ¢ dependente da fosforilacao/defosforilacao mediada por
enzimas quinases e fosfatases, enquanto a inativacio é mediada pelo sistema
proteasoma que degradada seletivamente proteinas marcadas com ubiquitina.

envolvidas nos processos de reco-
nhecimento e de correcao de erros e
falhas no DNA em sintese. Sao exem-
plos importantes a GADD45, poli-
(ADP-ribose) polimerase (PARP),
MSH2 e MLH1. Na maioria das vezes,
a ativaciao das vias de checagem ¢é
iniciada pelo fator supressor de tu-
mores p53, que atua na transcricao
de dezenas de genes, incluindo o
gene da proteina p21. A p21 bloqueia
o ciclo celular e inibe a atividade de
enzimas CDKs, que sao responsaveis
pelo controle positivo do ciclo celu-
lar. O bloqueio do ciclo celular é
transiente e precisamente regulado
(Malumbres & Barbacid, 2001,
Hoeijmakers, 2001, Hahn & Weinberg,
2002).

Estudos recentes mostraram que
a degradacao de varias proteinas re-
guladoras do ciclo celular, em espe-
cial as proteinas p21, p27, ciclinas A
e B, Rb, E2F, MDM2 e p53, ¢ mediada
pelo sistema ubiquitina-proteasoma,
caso a decisio seja a proliferacao
celular; e pela familia caspase de

enzimas proteases, caso a decisao
seja a apoptose. Como era logico
pressupor, esse mecanismo de
regulaciao mostrou também que pode
ser alterado em células neoplasicas
para impedir a deflagracao dos sinais
que ativam a apoptose. Varios exem-
plos serdo apresentados nesse texto
em favor dessa hipotese.

3. A morte celular por
apoptose

A morte celular programada ou
apoptose € um processo fisiologico
de morte celular pelos quais as célu-
las que perderam suas funcdes ou
apresentam defeitos sao eliminadas
do organismo. Durante a embriogé-
nese, a morte por apoptose de célu-
las embriondrias precursoras € es-
sencial para o acabamento final de
orgiaos e membros. Além disso, a
apoptose atua na selecao e deplecao
de clones de células do sistema
imunologico e de células em exces-
so, deixando em perfeito equilibrio
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as populagoes de células dos tecidos
durante a vida adulta dos mamiferos
(Earnshaw et al., 1999). Desta forma,
estao implicadas em muitas doencas
aberracdes genéticas que alteram o
processo da apoptose, incluindo-se
ai o cancer, as doencas auto-imunes,
doencas cardiovasculares e neuro-
degenerativas.

Viarios oncogenes que causam,
em cé€lulas malignas, desregulacio
no seu ciclo celular atuam ora esti-
mulando, ora inibindo a apoptose,
dependendo do estagio de desenvol-
vimento do tumor (Evan & Vousden,
2001). Mutacdes oncogénicas, que
levam ao aumento da expressao dos
genes c-myc, E2F, E1A (proteina viral)
e Ras, ou a perda da expressao do
gene Rb, desencadeiam a apoptose.
Mas esse fendmeno nao é aparente
em populacoes de células malignas
porque elas contém mutagcoes que
inativam os oncogenes p53 e MDM2,
ou mutacodes que aumentem a ex-
pressao de genes Bcl-2, ou ainda,
mutacdes que acarretem a producio
excessiva dos fatores de crescimen-
to: IGF-1, PDGF, NGF e IL-3. A liga-
cao desses fatores de crescimento
a0s seus receptores provoca a ativa-
¢cao da cascata de enzimas, quinases,
entre elas, a fosfoinositol-3-quinase
(IP3), Ras, Raf e a proteina serina-
treonina quinase B/Akt, como tam-
bém a do fator de transcricao NF-kB.
Esses fatores atuam em reacdes ou
vias de sobrevivéncia e resisténcia a
apoptose (Evan & Vousden, 2001).

Em varios estudos ficou eviden-
ciado que as células, quando enfren-
tam situacoes fisiologicas e patologi-
cas adversas, tais como, infeccao por
microorganismos, estresse oxidativo
e outras formas moderadas de inja-
ria, somente permanecem vivas se os
efeitos pro-apoptoéticos gerados nes-
sas situacdes forem contrabalancea-
dos pelos efeitos anti-apoptoticos,
mediados pelas vias de sobrevivén-
cia. Esse mecanismo de sinalizacao
dual exerce um papel chave no con-
trole da proliferacao e morte celular
(Evan & Littlewood, 1998). Assim,
para o processo de proliferacao ter
sucesso, € preciso que a célula ative
as duas vias de sinalizaciao: a de
sobrevivéncia, que atua suprimindo
a maquinaria da apoptose, e a de
proliferacio, que desencadeia o cres-
cimento celular. Esta intercomunica-



¢ao entre ciclo celular e a apoptose é
sem duvida o fator determinante nas
variacoes de sensibilidade a apopto-
se entre as cé€lulas tumorais. Este
suposto sistema regulador tem servi-
do como base estrutural para unir a
genética e a terapia do cancer.

A apoptose € caracterizada por
eventos morfolégicos e bioquimicos
que ocorrem de uma forma ordenada
nacélula em degeneracio. Esses even-
tos sao regulados por genes preser-
vados em varios organismos, inclui-
das leveduras, parasitas, plantas e
insetos. Mais de 200 genes ja foram
identificados e classificados com base
em dominios especificos, como exem-
plos: DED, DD e CARD (Aravind &
Koonin, 2001). Essas seqtiéncias con-
servadas de aminodcidos estao rela-
cionadas com a funcao especifica
que a proteina exerce no Processo,
como, por exemplo: ligante, recep-
tor, adaptador, inibidor, protease,
quinase, etc. Os estudos de cristalo-
grafia, ressonancia magnética nucle-
ar e difracio de raios X tém mostrado
em detalhe como os complexos pa-
droes de interacao entre essas prote-
inas, através de seus diferentes domi-
nios, atuam nas vias de sinalizacao
positiva e negativa da apoptose (Fesik,
2000).

A apoptose € desencadeada por
duas vias principais. Na primeira via,
o sinal vem do lado externo e por isso
¢ denominada via extrinseca. Na se-
gunda, o sinal vem de dentro da
célula, e por isso ¢ denominada via
intrinseca. A via extrinseca ¢ iniciada
através da ativacao de receptores de
membrana, denominados receptores
de morte celular. A via intrinseca é
iniciada pela liberacao de fatores
mitocondriais. Em ambos os casos, o
resultado imediato é a ativacao de
enzimas proteases da familia caspase
(Figura 2).

As caspases sao expressas na
forma de pré-enzimas (ou zimogeno)
e podem ter uma massa molecular
entre 30-60 kDa. A clivagem desse
precursor ocorre pela acio de uma
caspase iniciadora, que cliva a prote-
ina em duas regides especificas, para
gerar uma subunidade grande de 20
kDa (cadeia o externa) e uma peque-
na de 10 kDa (cadeia B interna). A
forma ativa da enzima possui duas
subunidades grandes e duas peque-
nas, i.e., um tetramero a,B,3,a,, en
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Figura 2 - Esquema representativo das vias de sinalizacao da apoptose e a ativacao em
cascata das caspases iniciadoras (2, 8,9, 10) e efetoras (3, 6, 7) que causam a degradacio
de proteinas intracelulares. A via extrinseca de ativacio da apoptose ocorre com a
interacio de citocinas aos seus receptores de membrana e conseqliente ativacao da
caspase-8, 2 ou 10. Na via intrinseca, os eventos quimicos e fisicos mediados pela
proteinas da familia BCL-2/BAX provoca a liberacao do citocromo ¢, que provoca a
ativacdo da caspase-9. Na quadra da direita sio apresentados os simbolos que
representam os principais dominios ou “motifs” das proteinas envolvidas na apoptose.

tre as quais formam-se os dois sitios
ativos da enzima (Earnshaw et al.,
1999).

As caspases foram divididas em
trés grupos com base na funcao que
elas exercem no processo. No grupo
I, estao incluidas as caspases pro-
inflamatérias: caspases -1, -4, -5 e -
13, envolvidas no processamento e
na geracao das citocinas IL-1 e IL-18.
No grupo II, as caspases iniciadoras:
-2, -8, -9 e -10, atuam na iniciacao da
cascata de ativacdo das caspases exe-
cutoras -3, -6 e -7. FEssas caspases
fazem parte do grupo III e sao res-
ponsaveis pela clivagem de dezenas
de proteinas vitais ao metabolismo e
a estrutura da célula (Earnshaw et al.,
1999).

As caspases também foram clas-
sificadas em relacao a especificidade

na clivagem de peptideos sintéticos
em testes in vitro (Thornberry et al.,
1997, Garcia-Calvo et al., 1998). Se-
gundo esses estudos, o grupo I é
formado pelas caspases -1, -4 e -5,
que sao as enzimas que tém prefe-
réncia pela seqiéncia WEHD. O
peptideo DEXD ¢ reconhecido pelas
caspases -3, -7 € -2, 0s principais
membros do grupo II. O grupo III é
formado pelas caspases -6, -8 e -9,
enzimas que clivam preferencialmen-
te peptideos que contenham a se-
qiéncia (LV)ExD. Hoje sabemos que
seqiiéncias adjacentes ao sitio de
caspases, tanto a direita como a es-
querda, também influenciam na
clivagem do substrato, como sera
discutido abaixo.

A ativacao das caspases inicia-
doras -8, -2 e -10 inicia-se com a
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ligacao das citocinas da familia TNF,
Fas ou TRAIL aos seus receptores de
membrana, identificados pelas si-
glas: TNFR1, Fas, DR-3, DR-4 ou DR-
5 (Ashkenazi & Dixit, 1998). Esses
receptores contém, em sua estrutura
polipeptidica, o dominio DD (death
domain), que permite sua associa-
cao as proteinas adaptoras FADD e
TRADD, que também possuem do-
minio DD. Esse complexo, por sua
vez, interage com a pro-caspase-8
através do dominio DED (death
effector domain), para juntos forma-
rem um complexo supramolecular
denominado apoptosoma. Dentro
desta estrutura multimérica, ocorre
a aproximacdo e a oligomerizacao
de moléculas de pro-caspase-8, as
quais promovem sua clivagem e ati-
vacdo. Uma vez ativa, a caspase-8
inicia a cascata de ativacao das pro-
caspases executoras; caspases -3, -6
e -7.

A ativacao de caspases pela via
intrinseca requer a liberacao do
citocromo ¢ armazenado nas mito-
coOndrias (Adams & Cory, 2001). A
saida de citocromo ¢ é dependente
de uma série de eventos elétricos e
quimicos, sendo os mais estudados:
a queda do potencial de transi¢io de
permeabilidade idnica, abertura de
megaporos e a ruptura pontual de
uma regido da membrana externa.
Esses eventos sio modulados pela
interacao de proteinas inibidoras de
apoptose da familia Bcl-2 (principais
membros: Bcl-2-W, Bel-x1, MCL-1) e
por proteinas indutoras de apoptose
da familia Bax (principais membros:
Bad, Bid e Bak), capazes de interagir
com elementos estruturais da mem-
brana externa das mitocondrias,
como, por exemplo, as porinas que
sao poros de transicao de permeabi-
lidade para varias moléculas, inclui-
das a H,0 e Ca*. Essa classificacdo
em indutoras ou supressoras tem
como base a presenca do dominio
BH, que ¢ dividido em BH-1, -2, -3 ¢
-4. Esses dominios provocam a ho-
modimerizacio de moléculas simila-
res e a formacao de poros que
permeiam a passagem do citocromo
¢ da mitocondria para o citosol. Por
outro lado, a formacio de heterodi-
meros do tipo Bcl-2/Bax evita a for-
macao dessa estrutura e, conseqiien-
temente, a morte celular (Adams &
Cory, 2001).

No citoplasma, as moléculas de
citocromo c¢ interagem, via dominio
CARD, com os complexos formados
pela pro-caspase-9 e Apaf-1
(apoptotic protease activating factor-
1. A unido dessas proteinas forma
um apoptosoma de aproximadamente
700 kDa, permitindo a aproximac¢ao
e a oligomerizacao de moléculas de
pro-caspase-9 e sua auto-clivagem e
ativacdo. A caspase-9 livre pode
recrutar e ativar as caspases
executoras -3, -6 e -7 e as caspases
iniciadoras -8,-2 e -10.

Encontradas nos diversos com-
partimentos celulares, as caspases
executoras podem atuar sobre as pro-
teinas estruturais, proteinas de sina-
lizacao, fatores de transcricio e vari-
as enzimas envolvidas na sintese e
reparo do RNA e DNA. Na tabela I,
estao apresentadas algumas das de-
zenas de proteinas-substrato de
caspases. Segundo uma revisao re-
cente, o numero de proteinas
substratos de caspases € de aproxi-
madamente 280 proteinas (Fischer et
al., 2003). A funcio e os efeitos
causados a célula apos a clivagem
foram também sumarizados no arti-
go. Em virios casos, a clivagem resul-
ta na inativacao das proteinas, mas
ha também outros casos em que a
proteina clivada € ativada. Um exem-
plo em que a clivagem resulta na
ativacio € o da ativacio da propria
caspase. Um outro exemplo € o da
proteina ICAD/DFF45 (Enari et al.,
1998), um inibidor da nuclease CAD
(caspase activated deoxyribonuclea-
se), a enzima responsavel pela frag-
mentacao do DNA durante a apopto-
se. Em cé€lulas nao apoptoticas, CAD
estd presente como um complexo
inativo com ICAD (inhibitor of caspase
activated deoxyribonuclease). Apos
a inducao da apoptose, ICAD é
inativada pelas caspases -3 e -7, dei-
xando CAD livre para funcionar como
uma nuclease.

As caspases clivam varias prote-
inas envolvidas na regulacao do
citoesqueleto, incluindo gelsolina,
fodrina, Gas-2, proteina quinase de
adesao focal (FAK), proteina quinase
p21, isoformas da proteina quinase C
e MEKK-1. A destruicio da rede de
microtibulos provoca o arredonda-
mento e o deslocamento da célula do
tecido. Virias alteracdes tipicas na
morfologia do nuicleo apoptotico sao
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dependentes da acdo da caspase-6, a
caspase que degrada as laminas A, B
e C do envoltério nuclear. O rompi-
mento dessa estrutura parece facilitar
o acesso e degradacdo das fitas de
DNA na regido internucleosomal pela
nuclease CAD.

A clivagem de substratos de
caspases ocorre de uma maneira tem-
po- dependente e pode anteceder ou
proceder a morte por apoptose. Con-
tudo, ainda nao se sabe ao certo se a
clivagem de uma proteina-chave po-
deria servir de catalisador do proces-
S0, i.e., 0 processo nao se desencade-
aria sem a sua degradacao. Virias
linhas de evidéncias mostraram que
a apoptose de células que encontra-
ram defeitos ou erros na replicacao
do DNA durante a proliferacio é
dependente da degradacao da Rb,
fatores inibidores de CDK, p21 e p27
e da proteina MDM2, um inibidor da
atividade de p53 (Levkau et al., 1998,
Belizario et al., 1991, Belizario et al.,
1999, Hiesh et al., 1999). Este postu-
lado foi confirmado em alguns estu-
dos com mutantes das proteinas
MDM2 e Rb, nos quais os aminodaci-
dos DEVD - o sitio preferencial de
clivagem pela caspase-3 - foram subs-
tituidos por aminodcidos neutros.
Como era esperado, na auséncia de
degradacao dessas proteinas, as cé-
lulas resistiram a apoptose induzida
por varios agentes fisiolégicos e far-
macolégicos (Tan etal., 1997, Fattman
et al., 2001). Nao hi, entretanto,
evidéncias de que uma pressao sele-
tiva na populacao de células malig-
nas de um tecido tumoral produza
células cujas proteinas apresentem
mutacoes em sitios de clivagem de
enzimas caspases como um fendme-
no geral de resisténcia a apoptose.

4. O sistema ubiquitina-
proteasoma

O sistema ubiquitina-proteaso-
ma ¢é responsavel pela degradacao
de proteinas intracelulares, cuja or-
ganizagao genética e funcional esta
preservada em certas bactérias, le-
veduras e organismos multicelula-
res. Na célula, a protedlise € essen-
cial nao apenas para a eliminacao
seletiva de proteinas defeituosas,
como também de proteinas que atu-
am como reguladores de processos
bioquimicos, tais como a prolifera-



cao, diferenciaciao, biogénese de
organelas, resposta imunolégica e
inflamatéria (Ciechanover, 1998,
Weissman, 1997, Goldberg et al.,
2001). Doencas genéticas, neurode-
generativas e tumores malignos sao
induzidos quando certos componen-
tes desse sistema de degradacao
estdo ausentes ou desregulados
(Ciechanover, 1998).

Diferentemente do processo de
degradacao mediado por proteases
presentes nos lisossomas, a degrada-
¢ao de proteinas por esse sistema
requer a energia de ATP e envolve
dois passos distintos e sucessivos.
No primeiro passo, uma proteina
chamada ubiquitina, de peso mole-
cular de 8.5 kDa, é covalentemente
adicionada a proteina-alvo. No se-
gundo, a proteina-alvo ¢ degradada
ap6s ser desenovelada e fragmenta-
da ao atravessar uma estrutura em
forma cilindrica oca denominada
proteasoma (Figura 3).

O proteasoma € constituido de
uma parte central que contém 4
unidades que formam um anel, sen-
do que cada anel € formado por 7
cadeias 0 e 7 cadeias B distintas.
Essa estrutura pode ser representa-
da pela formula a, B, B _a . O
coeficiente de sedimentacio do
proteasoma € igual a 20S. As subuni-
dades B possuem atividade proteo-
litica e, dessa forma, atuam direta-
mente na degradacio de proteinas.
Essas proteases tém especificidade
distintas; a primeira possui ativida-
de similar a tripsina, a segunda simi-
lar a2 quimiotripsina e a terceira,
similar a glutamil peptidil hidrolases.
Durante a resposta imunoldgica, o
sistema ubiquitina-proteasoma € ati-
vado pelo interferon-y. Essa citocina
induz a sintese de trés subunidade
B, LMP2, LMP7 and MECL-1, que
favorecem a geracio de peptideos
da classe I do sistema histocompati-
bilidade humana (MHS).

Nas extremidades inferior e su-
perior dessa estrutura de 20S, estao
acopladas duas estruturas regulado-
ras de massa molecular igual a 19S.
Essas unidades contém enzimas
ATPases, que promovem o desnove-
lamento das proteinas que sofreram
a degradacao. A unido dessas trés
estruturas 19S-20S-19S da origem a
um complexo supramolecular de co-
eficiente de sedimentacio 20S e,

aproximadamente, 1500-2000 kDa
(Weissman, 1997, Ciechanover,
1998).

A conjugacao da ubiquitina ao
substrato € feita em um mecanismo
de trés etapas e requer a participa-
cao de trés classes de enzimas deno-
minadas E1, E2 e E3. Primeiro, a
molécula de glicina da por¢io C-
terminal da ubiquitina forma uma
ligacao tio-éster com o residuo de
cisteina da enzima ativadora de ubi-
quitina E1. Essa reacdao requer a
hidrolise de ATP. Até o momento,
apenas uma enzima E1 de 117 kDa
foi identificada no genoma humano.
Em seguida, a ubiquitina ativada ¢é
transferida para uma enzima conju-
gadora de ubiquitina ou E2, também
conhecidas por UBCs (ubiquitin-
conjugating enzymes). Mais de 25
genes de E2 estio presentes no
genoma humano. Em seguida, a E2
transfere a ubiquitina para uma
enzima ubiquitina ligase ou E3
(Ubiquitin-protein ligases). As E3
ligam-se ao substrato de uma manei-
ra especifica e promovem a transfe-
réncia da ubiquitina da E2 para o
grupamento €-amino de uma lisina
na proteina-susbtrato. Reagoes su-
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cessivas podem ocorrer, levando a
formacio de substrato com cadeias
lineares ou de multiplas seqiiéncias
de ubiquitina (Weissman, 1997,
Ciechanover, 1998).

A familia de enzimas E3 ligases
¢ a mais abundante na célula huma-
na; sio mais de 600 genes preditos;
entretanto, até o momento, somen-
te cinco classes principais foram
descritas (Ciechanover, 1998,
Joazeiro & Weissman 2000). Em
geral, as E3s sao identificadas pela
presenca dos dominios Ringer Finger
(RF), F-box e WD40, que atuam no
recrutamento e na apresentacao de
proteinas-substrato ao proteasoma
(Ciechanover, 1998, Vodermaier,
2001). Ao contrario do que se pen-
sava, as E3 ligases podem reconhe-
cer mais de uma proteina, inclusive
proteinas nao ubiquitinadas.

No primeiro grupo, estao as
enzimas da familia E30/E3[3. Essas
E3 reconhecem proteinas que con-
tenham na por¢io N-terminal um
aminodcido bdsico (exemplo: Arg,
Lys, His) ou um aminodcido
hidrofébico volumoso (exemplo:
Phe, Leu, Trp, Tyr, Ile). Essa regra de
reconhecimento ¢ denominada “N-

ap» @» + ®
A
® &
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Figura 3 - Esquema representativo mostrando as etapas de ubiquitinacao e reconhec-
imento de uma proteina-substrato pelas enzimas E1, E2 e E3. As proteinas ubiquitina-
das sao degradadas ao passarem por dentro do proteasoma por enzimas proteoliticas
especificas, gerando peptideos entre 7-12 aminodcidos.
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end rule” ou regra do aminodcido N-
terminal (Varshavky, 1992).

O segundo grupo de enzimas
E3 tem como membro principal a
proteina E6-AP (E6 associated
oncoprotein), que foi identificada
em um complexo formado com a
proteina E6 do papiloma virus. O
complexo recruta e promove a de-
gradacao da proteina p53. A degra-
dacao de p53 também € promovida
pela E3 denominada MDM2 (ver
adiante). Essas proteinas, embora
de tamanho variados, apresentam
um dominio comum na porcio
carboxi-terminal denominado HECT
(homology to the E6-AP carboxyl
terminus). Um grande numero de
proteinas com o dominio HECT jd
foi identificado.

O terceiro grupo de E3 ligases
atuam na degradacao de proteinas
envolvidas no controle da entrada e
saida da mitose. Alguns exemplos de
substratos dessas E3 ligases sao as
ciclinas A e B, securina, cdc5, cdc6,
entre outras. A E3 mais estudada
nesse grupo € o complexo denomi-
nado ciclosoma (C) ou APC (anaphase
promoting complex). O complexo
pode ter até 10 subunidades (exem-
plos: cdcl16, 20, 26, 27, Apc4, 5, 6)
cuja sintese e degradacio ocorre de
uma maneira dependente dos even-
tos do ciclo celular (Zacharia &
Nasmyth, 1999).

O grupo quatro tem como exem-
plo mais estudado o complexo “Skp-
1-cullin-F-Box” ou SCF (Pray et al.,
2002). A parte central do complexo
¢ formado pelas proteinas Cull
(culina 1) e Rocl (proteina “Ringer
finger”) e Skpl. A Skpl €é um dos
membros da familia de proteinas F-
Box. Essas proteinas ligam-se espe-
cificamente as proteinas-substratos
de E3 ligase. As E3 ligases da familia
SCF atuam na degradacao de com-
ponentes do ciclo celular que con-
trolam a transicio G1/S. Entre eles
estio os inibidores de enzimas CDKs,
p21 e p27, e as ciclinas A e E. Em
geral, essas proteinas sao fosforiladas
pelos complexos CDK/ciclina antes
de serem reconhecidas pelas prote-
inas F-Box do complexo E3 (King et
al., 1996). Recentemente foi demons-
trado que o complexo SCF também
pode participar na ubiquitinacao das
proteinas B-catenina e IkB (Winston

et al., 1999).

O quinto grupo de E3 possui
vdrios membros cuja caracteristica
principal € a presenca do domino
“Ring Finger” (RF). O dominio RF,
definido como uma seqiiéncia linear
de extensio e estrutura variavel,
que pode ser representada pela se-
guinte férmula: Cx2Cx(9-39)Cx(1-
3)Hx(2-3)C/Hx2Cx(4-48)Cx2C, onde
C corresponde aos residuos de
cisteina e H aos residuos de histina,
e X a qualquer outro aminodcido. A
principal propriedade quimica da
regiao RF € a captura de duas molé-
culas de zinco. Nao obstante, a mai-
oria das proteinas com dominio RF
apresenta atividade E3 e auxilia na
transferéncia de ubiquitina de uma
molécula E2 para a proteina-
substrato (Joazeiro & Weissman,
2000; Freemont, 2000). Exemplos de
moléculas E3 com dominio RF sao as
proteinas MDM2, BRCA e Siah-1.
Um outro exemplo de proteina com
dominio RF e atividade E3 € a protei-
na VHL, responsavel pela sindrome
von Hippel Lindau (pVHL). A pro-
teina VHL pode se associar as
elonginas B, C e culina2, dando
origem ao complexo VBC, que tem
as mesmas caracteristicas dos com-
plexos APC e SCF.

Survivin, XIAP-1, IAP-1 e c-IAP-
2 fazem parte da familia IAPs
(inhibitor-of-apoptosis), que atuam
como inibidores da ativacio das
enzimas caspases, € que também
apresentam, na por¢ao C-terminal, o
dominio RF (Deveraux & Reed, 1999).
Além disso, essas proteinas sao iden-
tificadas por apresentarem, na por¢ao
N-terminal, uma seqiiéncia de amino-
acidos chamada de dominio BIR. O
dominio BIR € representado pela ex-
pressdao: Cx2Cx6Wx3Dx5HX6C. A pre-
senca de residuos de cisteina e
histidina pressupoe uma possivel
estrutura ligadora de zinco, mas nao
se sabe ao certo se outras proprieda-
des do dominio BIR seriam responsa-
veis pela inibicao da atividade enzi-
matica das caspases. Por outro lado,
estd bem estabelecido que o dominio
RF tem papel no processo de
ubiquitinacdo de vdarias caspases
(Huang et al., 2000; Joazeiro &
Weissman, 2000). A ubiquitinacao é
uma evidéncia experimental que su-
gere a degradaciao de caspases via
ubquitina-proteasoma, mas isto ain-
da nao foi amplamente estudado.
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5. A degradacio seletica de
proteinas e suas
implicacdes no cancer

A falha na ubiquitinagao e con-
seqiente auséncia de degradacao
pelo sistema ubiquitina-proteasoma
pode modificar a atividade de pro-
oncogenes e facilitar o desenvolvi-
mento de tumores malignos. Muta-
coes e delecdes que interferem na
degradacio foram encontrados nos
seguintes pro-oncogenes: [3-catenina,
P33, c-Jun, E2F, ciclinas A, B, De Ee
p27 (Loda et al., 1997, Rubinfeld et
al., 1997, Gstaiger et al., 2001).

A proteina B-catenina é um dos
componentes de uma via de sinaliza-
¢ado que promove a ativacio dos
fatores de transcricio LEF e TCF.
Esses fatores atuam na proliferacao
de linfocitos T, e, em particular, na
inducao da sintese dos genes da
ciclina D e c-myec. Foi verificado que
certas mutacoes na [3-catenina au-
menta sua estabilidade e o tempo de
sinalizacdo de proliferacao celular na
célula mutante. A estabilidade da
proteina B-catenina também é modi-
ficada por mutacoes encontradas em
um outro gene que participa dessa
via de sinalizacio, o gene APC
(adenomatous polyposis coli). O APC
€ um fator supressor de tumores e
tem papel chave na inducao de
polipose e adenoma do cdlon
instestinal (Fodde et al., 2001). Além
disso, a mutacio de B-catenina tam-
bém interrompe a via de sinalizacio
da proliferacio mediada pela E-
caderina da membrana celular e das
proteinas da matriz extracelular
(Rubinfeld et al., 1997).

Recentemente descobriu-se que
a agressidade de carcinoma do c6lon
retal, carcinoma da mama e carcino-
ma da proéstata esta associada ao au-
mento da degradacio da p27, o inibidor
de CDKs que controla o ciclo celular
(Loda et al., 1997). O mecanismo pelo
qual isto acontece ainda nio estd bem
definido, mas estudos recentes mos-
traram que a proteina Skp2, uma F-
box proteina, envolvida no reconhe-
cimento da proteina p27, parece ter
um papel chave na oncogénese
(Gstaiger et al., 2001). GSTAIGER e
colaboradores mostraram que o gene
dessa proteina € superexpressado em
displasias da epiderme e no carcino-
ma epitelial da boca. Mais importante



ainda, eles mostraram que fibroblastos
normais, que expressam os genes H-
Ras mutados, e o Skp2, adquiriram as
propriedades biolégicas de uma célu-
la tumoral nos testes in vitroe in vivo.
Quando essas cé€lulas eram injetadas
em camundongos nude observou-se
também a rapida formacao de tumo-
res malignos (Gstaiger et al., 2001).

Em aproximadamente 90% dos
canceres da cervix € detectada a
expressdo das proteinas E6 e E7 de
papiloma virus tipos 16 e 18 (Evan &
Voudsden, 2001). Como discutido,
as proteinas E6 sao homologas a uma
classe de proteinas E3, denominada
EG-AP, as quais atuam no recruta-
mento e ubiquitinacao da p53. A
producio excessiva de proteina E6
em células infectadas pelo papiloma
e a subsequiente degradacio de p53,
via ubiquitina-proteasoma, sao even-
tos iniciais na transformacao tumoral
mediada por esses virus (Huibregtse
et al., 1995).

Virias proteinas E3, incluindo
MDM2, BRCA, Siah-1, Cbl e PML,
foram envolvidas direta ou indireta-
mente na transformacao celular
(Freemont, 2000). Foi observado que
uma mutacao pontual no dominio RF
da BRCA1 — uma proteina envolvida
no reparo do DNA, predispoe as mu-
lheres portadoras desta muta¢ao ao
cancer de mama e de ovario (Baer &
Ludwig, 2002). Outro exemplo € a
proteina VHL, responsavel pela
sindrome von Hippel Lindau. Muta-
¢oes no gene da VHL bloqueiam sua
acao E3, responsavel pela inativacao
do fator HIP (hipoxia inducing factor).
Com o aumento de estabilidade do
HIP, € possivel o desenvolvimento de
certos tumores malignos em individu-
os portadores dessa sindrome (Tyers
& Jorgensen, 2000).

Survivina, uma E3 da familia IAP
de inibidores de caspases, parece ter
um papel relevante na inducao de
cancer. Foi observado que sua ex-
pressio ¢ aumentada na transicao
G2/M do ciclo celular quando ela se
liga aos fusos de microtibulos do
aparato mitotico. Esta associacao pre-
vine a apoptose induzida pelo taxol.
Sabe-se também que a superexpres-
sdao de TAP € um marcador de prog-
nostico ruim de evolugio da doencas
em pacientes portadores de neuro-
blastoma, canceres do colo uterino e
gastrico (Deveraux & Reed, 1998).

6. A regiao PEST como um
sinal que promove a
degradacao rapida de
proteinas

Além da ubiquitinacao, a pre-
senca de certas regides e seqliiéncias
na estrutura primdria das proteinas
pode funcionar como um sinal que
define o seu tempo de meia-vida
dentro da célula. Varias seqiéncias
de aminodcidos foram identificadas
como “sinais proteoliticos” para a
degradacao por enzimas lisosomais
(exemplo, catepsina), calpainas e sis-
tema ubiquitina-proteasoma (Dice,
1990, Rechsteiner & Rogers, 1996).

Correlacionando as taxas de de-
gradacdo de dezenas de proteinas e
as suas sequéncias de aminoacidos,
ROGERS, WELLS e RECHSTEINER
(1986) mostraram que as proteinas,
com um tempo médio de degradagao
inferior a 2 horas, apresentam um
grupo conservado de aminodcidos.
Essa regido, que pode ter de 10 a 50
aminodcidos, € rica em prolina (P),
acido glutamico (E), serina (S) e
treonina (T), e flanqueada na extre-
midade N e C-terminal, por um
aminodacido positivo, como a arginina,

lisina ou histidina. A regiao PEST,
como foi chamada, tem um ntimero e
a ordem de aminoacidos variavel,
bem como a sua extensao (Figura 4).
Ela pode estar presente 5 vezes em
uma proteina de 300 aminodcidos.
Devido as caracteristicas quimicas
desses aminodcidos de carga negati-
va, a regido PEST aumenta a retencao
de moléculas de H,0 e ions Ca*
(Rechsteiner & Rogers, 1996). Além
disso, os aminodcidos serina e
treonina das proteinas contendo a
regiao PEST sao alvos de fosforilacao
por varias enzimas quinases. Como
as regides PEST nunca sdo seqiiénci-
as repetitivas e idénticas, acredita-se
que a estrutura secundaria, em forma
de laco (loop), sirva como local de
ligacao de outras proteinas ou
enzimas, em particular, E3 ligases,
mas isto ainda nao foi definido.
Apds essa descoberta, varios
grupos mostraram que a delecio ou
a substituicdo de aminoacidos da
regiao PEST aumenta a estabilidade
da proteina, isto €, impede a sua
rapida degradacao. Em geral, a
funcao biolégica da proteina sem o
PEST ¢ dramaticamente aumentada
(Rechsteiner & Rogers, 1996).

S Serina T  Treonina

+ _—eeePPS —— — T ——e__000e_Te_+
+e—T——eSSTP——PePP—se+

+  Arginina, Lisina ou Histidina — Acido Aspartico ou Acido Glutimico

P Prolina ®  outros aminoacidos

MCL1 1% RAAPLEEMEAPAADAIMSPEEELDGYEPEPLGK ¢ 6.19
(350 aa)
294 12.40
CASP9 HGFEVA STSPEDESPGSNPEPDAT PFEGLR
(416 aa)
IFI16B 170 K TSLSAPPNSSSTENPK '# 10.62
(682 aa)

Figura 4 - Diagrama representativo de uma regiao PEST. Nesta seqliéncia aleatoria de
aminodcidos estao intercalados os aminodcidos designados pelos seus simbolos alfabéti-

cos citados ou figuras representativas (- , +

, ® ). As proteinas MCL1, caspase-9 e IF116B

sao exemplos de proteinas que apresentam regides PEST com um indice PEST indicado.
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A regido PEST estd presente em
varias proteinas diretamente envol-
vidas na etiologia do cincer. Exem-
plos mais relevantes sio MYC, RAS,
FOS, JUN, PTEN, p53, EIA, ciclinas A,
B, inibidores de CDKs, p21 e p27, B-
catenina e NF-kB (Rechsteiner &
Rogers, 1990).

A PTEN ¢é um fator supressor de
tumores, cujo gene aparece deletado
ou mutado em gliomas e canceres do
endométrio. A proteina PTEN atua
como enzima fosfatase e, sob sua
agdo, o fosfolipideo PIP, (fosfoinosi-
tol-3-fosfato) é desfosforilado, tornan-
do-se inativo. O PIP, atua na ativagao
da enzima quinase B (PKB), mais
conhecida por Akt. A Akt exerce uma
funcao anti-apoptética, promovendo
a fosforilacio e inativacao da caspase-
9 e BAD, um dos membros da familia
BAX de proteinas pré-apoptoticas
(Cardone et al., 1998). Mutacdes no
gene PTEN, que causam gliomas e
cancer do endométrio, geralmente
ocorrem na regido PEST. A oncogéne-
se, nesse caso, &, em parte, produzida
pela producao excessiva de PIP3 (fos-
foinositol) e a ativacao continua da via

Akt de sobrevivéncia celular. De fato,
estudos de mutagoes sitio-dirigidas
mostram que a auséncia da regiao
PEST provoca a desestabilizacao da
estrutura secundaria da proteina e
compromete sua atividade enzimatica
(Georgescu et al., 1999).

7. A regido PEST e o sitio
de clivagem de enzimas
caspases

Através da consulta de varios ban-
cos de dados do genoma humano
(exemplo: National Center For
Biotecnology Information, NCBD e o
uso do programa PESTFind (Rechsteiner
& Rogers, 1996) e um programa similar
desenvolvido em nosso laboratério re-
alizamos um estudo para identificar a
presenca da regiao PEST dentro do
sitio de clivagem em uma amostragem
de proteinas-substrato de enzimas
caspases. A motivacao para este estu-
do veio de uma descoberta inicial feita
durante a analise da presenca de re-
gido PEST na familia de enzimas
caspases. Nesse grupo particular de
proteinas notou-se que o sitio de

clivagem (exemplo; DEVD) encontra-
va-se dentro da regiao PEST em 10 de
um total de 12 enzimas caspases ana-
lisadas. Desta forma, a hipétese € que
o sitio de reconhecimento de caspase
nao seja de apenas 4 aminodcidos, mas
uma regiao estendida de 20 a 30 ami-
nodcidos, i.e., a regiao PEST.

Em seguida, foram analisadas
todas as proteinas-substrato de
caspases descritas na literatura. Nes-
se grupo de 144 proteinas, a presen-
ca do sitio de clivagem dentro da
regido de PEST foi detectada em 63%
(90/144) da amostragem de protei-
nas. No restante, 37% (54/144) das
proteinas-substrato de caspases, o
sitio de clivagem foi encontrado em
um local distante da regiao PEST
(Tabela 1). Estas proteinas foram
agrupadas em 8 categorias, de acor-
do com as funcdes que exercem em
diferentes processos biol6gicos como
apoptose, ciclo celular, doencas neu-
rodegenerativas, ou localizacao celu-
lar (Tabela 1). Algumas dessas prote-
inas foram identificadas no quadro.
Elas podem atuar como citocinas,
receptores de membrana, fatores de

Tabela 1 - Relagéo de proteinas-substratos de caspases contendo o sitio de clivagem da regido PEST

Categoria
Exemplos

Proteinas Estruturais e do citoesqueleto

Gelsoling, citoqueratina, catening, acting, filamina, Gas-2, Foldrina, Plecting, Tau, Vimentina,

Rabaptina
Proteinas Nucleares

Sitio de caspase
dentro do PEST
Sim Ndo Total

14 5 19

Laminas A, B, C, NuMa, HnRNPs, MDM2, SAF-A, RNA helicase, SATB-1 LAP2a, Nup153 6 4 13

Proteinas do Metabolismo de DNA

PARP, RFC140, DNA topoisomerase, MCM3, PKcs-DNA, DNA helicase, RAD51, BRCAL,

acinus
Proteinas Quinases

PKC (€, §,T), PKC-related quinase, CaMK 1V, Mst1, Fyn, FAK, MEKK 1, Raf1, Akt, Weel,

Src, RIP quinase, P58FYN

Proteinas da tradugéo de sinais e transcrigdo génica

Pro-interleucinas 1, 16, 18, D4-GDI, PP2A, cPLA2, STAT1, NF-kB, SREBP-1 3 2,

6 8 15

15 9 26

calpastating, PLC- 0, Cb-1, ErB-2, NRF2, PDE 6, 5A e 10A, MAX, Calcineurina A, Fatores de 17 13 32
Transcricdo AP-2A, ROCK 1, GATA-1, TIAM
Proteinas Reguladores do Ciclo Celular e Apoptose

p21, p27, pRB, CDC27, nedd4, ciclina A, Bcl-xL, FLIP, Bid, Bax, BAD, ICAD, XIAPR, hIAPR,

HSP90, Caspases 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, TRAF
Proteinas envolvidas em doencas Neurodegenerativas

Huntingting, Atrofina-1, Presenilina-1, 2, APLP2, ataxina-3, Calsenilina, APP, LEDGF, Receptor

Androgénio
Outras categorias

PA28 7Y, O-Glicosidade, receptor AMPA, GRASP65, Célcio-ATPase, GRASP-1
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20 9 29

9 1 10
3 5 9
Totais 90 54 144

37%  100%



transcricao, enzimas quinases, prote-
ases, proteinas do citoesqueleto,
citoplasmaticas, nucleares, e vdrias
outras funcoes nao especificadas.

A presenca do sitio de clivagem
de caspases dentro da regiao PEST
deve ter uma finalidade biolégica que
ainda nao se conhece. Uma hipotese é
que essa regiao determinaria a degra-
dacao rapida da proteina pela via ubi-
quitina-proteasoma. De fato, estudos
jd mostraram que as IAP funcionam
como E3 ligases, promovendo a ubi-
quitinagao de caspases (Huang et al.,
2000). Estudos em andamento no nos-
so laboratério mostraram que a substi-
tuicao de certos aminoacidos (S199A,
T201A) da regido PEST da caspase-7
impedem a sua autoativacio. E possi-
vel, portanto, que a regiao PEST funci-
one como um sitio de regulacao de
ativacao de caspase. Possivelmente, o
PEST funcionaria como um elemento
estrutural de reconhecimento que in-
duz a ativacao intra ou intermolecular
da proforma da enzima.

Em resumo, os dados apresenta-
dos nesse estudo revelaram vdrias
pistas ou hipéteses a serem confirma-
das através de trabalhos de bancada
que envolvem a mutagao sitio-dirigida
de genes e a producgiao de proteinas
modificadas para realizacio de ensai-
os funcionais. Acredita-se que esses
ensaios possam revelar fatos impor-
tantes sobre o potencial oncogénico

das proteinas que contenham regioes
PEST ainda nao reveladas em estudos
convencionais de investigacao cienti-
fica (Figura 5). Ressalte-se que existe
uma predicao de que, pelo menos,
um terco das proteinas codificadas
pelo genoma humano, isto €, 10 mil
proteinas de um universo de 30 mil
proteinas possuam regidoes PEST
(Rechsteiner & Rogers, 1996).

8. Perspectivas

Os bancos de dados gerados por
seqiienciamento de genes provenien-
tes de tecido normal e tumoral siao
exelentes provedores de informacoes
para os estudos que visem 2 andlise de
possiveis alteracoes funcionais de pro-
teinas devido a defeitos nos mecanis-
mos que levam 2 sua destruicao. Esta
andlise tem sido facilitada pelo conhe-
cimento de sitios, regioes e seqiiéncias
de reconhecimento de degradacio de
proteinas, bem como pela identifica-
¢ao de dezenas de familias de protei-
nas e enzimas envolvidas nos diferen-
tes processos de protedlise via ubiqui-
tina-proteasoma e a protedlise media-
da por enzimas caspases. A identifica-
¢ao destas modificacoes poderia aju-
dar a predizer falhas nas interacoes
com os elementos da maquinaria de
degradacao celular; desenvolver estra-
tégias de inibicao ou de ativacio dos
processos; e, finalmente, propor novas

Cancer

A

Proliferacao

E3 ligases

it

IAPs

t

Substratos < Proteasoma « ?

Caspases 3 Substratos

PEST

v

EST

Apoptose

Figura 5. O esquema mostra possiveis etapas na regulacio da proliferaciao e morte celular
que quando alteradas por degradacao seletiva e inapropriada, ou, a auséncia de
degradacao, pode levar a producio de proteinas oncogénicas. Uma condicao especifica
que pode levaras estas disfuncoes é a alteracio por mutacdes ou delecao de aminodcidos
da regiao PEST, um elemento chave para o reconhecimento e eliminacao de proteinas
oncogénicas pelas enzimas caspases e sistema ubiquitina-proteasoma.

alternativas profilaticas e terapéuticas.

Entender a origem e a progres-
sao do cancer através da andlise de
seqiiéncias, regides e dominios na
estrutura das proteinas que servem
de sinalizacio e reconhecimento para
sua degradacao € o grande desafio do
momento. Para vencer esse desafio é
preciso ter a cooperacao de varios
grupos de cientistas especializados
em seqlienciamento e clonagem de
genes, expressao de proteinas re-
combinantes e, em especial, a coo-
peraciao de uma nova classe de pes-
quisador, o bioinformata, cuja princi-
pal ferramenta € o computador. Cabe
a esse profissional a andlise de con-
juntos de dados em grande escala e a
formulacao de hipdteses que serdo
executadas por seus colegas. Essa
forma inovadora de pesquisa é deci-
siva para entender a biologia da célu-
la em toda a sua complexidade.
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Hlustragoes cedidas pelos autores

Archaea:

1. Introducao

Ordominio Archaea ¢ formado
principalmente por organismos
extremofilicos, isto €, microrganismos
que nao apenas toleram, mas crescem
otimamente emambientes normalmen-
te considerados inéspitos para a vida,
como fontes termais, dguas extrema-
mente salgadas, temperaturas baixas e
condi¢coes extremas de pH. Pode-se
dizer que certas espécies de arqueas
definem claramente os limites de tole-
rancia biologica nos extremos fisicos e
quimicos da vida. O estudo dos micror-
ganismos provenientes desses ambi-
entes extremos pode nos fornecer in-
formacoes valiosas acerca da origem
da vida na Terra, bem como das estra-
tégias adaptativas aos ambientes onde
esta prosperou (Woese, 1998).

A adaptagiao de organismos a
esses ambientes obrigou-os a desen-
volver componentes celulares e estra-
tégias bioquimicas para sua sobrevi-
véncia. Por outro lado, devido as
caracteristicas “exdticas” que tém, e
as suas propriedades Unicas, esses
microrganismos geram bioprodutos
que podem ser empregados em con-
dicoes drasticas, que freqiientemente
ocorrem em processos industriais. Os
componentes moleculares deles reti-
rados possuem muitas vezes proprie-
dades que os tornam especialmente
adequados para serem utilizados nes-
ses processos. Nesse contexto, € hoje
geralmente aceito que esses micror-
ganismos constituem um precioso
repositorio de moléculas de interesse
industrial e um excelente recurso para
o desenvolvimento de novas aplica-
¢coes biotecnologicas.

Potencial Biotecnologico

Utilizagdo e aplicagdo de arqueas na biotecnologia

Os beneficios cientificos espera-
dos de um conhecimento maior da
biologia das arqueas incluem, entre
outros, a compreensio das fungoes
exercidas por esses organismos nos
ambientes aqudticos e terrestres, bem
COMO suas interagdes com outros com-
ponentes da biodiversidade. Os bene-
ficios econdmicos e estratégicos estio
relacionados com a descoberta de mi-
crorganismos potencialmente explo-
raveis nos processos biotecnolégicos
para obtencao de agentes terapéuti-
cos, probiodticos, produtos quimicos,
enzimas e polimeros para aplicacoes
industriais e tecnologicas, biorremedi-
acao e biolixiviacao de poluentes e
recuperacao de minérios. Outros be-
neficios incluem a otimizag¢ao da capa-
cidade microbiana para processamen-
to de alimentos, tratamento e/ou
remediacao de residuos (esgoto do-
méstico e lixo). Embora ainda nao
sejam totalmente conhecidas as estra-
tégias moleculares para sua sobrevi-
véncia em tais ambientes inospitos,
sabe-se que esses organismos possu-
em enzimas adaptadas a tais ambien-
tes, e isso desperta o interesse tanto
académico quanto industrial.

2. Filogenia e Fisiologia

Ha cerca de vinte anos, Carl
Woese e colaboradores sugeriram
que os organismos vivos fossem
classificados em trés grupos princi-
pais: Archaea, Bacteria e Eukarya,
com base no estudo das seqiiéncias
das moléculas do gene 16S do RNA
ribossomal (16S rRNA). Esses gru-
pos sao chamados de dominios e
acredita-se que surgiram através de
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Tabela 1: Diferencas fundamentais entre os trés dominios.

Caracteristicas Bacteria
Membrana nuclear Ausente
Numero de 1
Cromossomos
Parede Celular Peptideoglicano
Mureina na parede i

p Sim

celular

Archaea
Ausente

1

Pseudo-peptideoglicano,
glicoproteinas e outros

Nao

Eucarya
Presente

>1

Celulose em plantas,
quitina em fungos e
nenhuma em animais

Nao

Lipideos da membrana

Glicerideos ligados a éster,
nao ramificado; saturado

Isoprendide; glicerol diéter

celular

ou mono-insaturado

Organelas (mitocondria
e cloroplastos)
Ribossomo

Sintese de proteinas
inibida por
cloranfenicol e
estreptomicina

Sintese de proteinas
inibida pela toxina da
difteria

vias evolutivas distintas a partir de
um ancestral comum. A noc¢ao de
dicotomia da vida entre eucariontes
e procariontes, que ainda domina a
biologia e influencia, em particular,
a percepcao sobre o dominio
Archaea, esta sendo lentamente re-
vista por grupos atuantes em
microbiologia. A diversidade e a
biologia das arqueas representam
uma enorme contribuicio a compre-
ensao da Ecologia Microbiana
(Woese et al., 1990).

O dominio Archaea consiste de
trés divisdes: Crenarchaeota, que
contém as arqueas hipertermofilicas
redutoras de enxofre; Euryarchaeota,
que compreende uma grande diver-
sidade de organismos, incluidas as
espécies metanogénicas, as halofilicas
extremas e algumas espécies
hipertermofilicas; e Korarchaeota,
uma divisao descrita mais recente-
mente, que engloba organismos hi-
pertermofilicos pouco conhecidos,
identificados a partir de seqtiéncias
do gene 16S do rRNA isolados de
fontes termais terrestres, porém ain-
da nao cultivados em laboratério.

Ap6s serem divididos os trés
grandes dominios a partir do seqiien-
ciamento do 16S rRNA, estudos sub-
sequientes mostraram que cada do-
minio estd associado a uma série de
fenotipos. Alguns desses fenotipos

Ausente Ausente
70S 70S
Sim Nao
Nao Sim

sao unicos de cada dominio, enquan-
to outros sao compartilhados entre
dois ou até entre todos os trés domi-
nios, como pode ser observado na
Tabela 1.

3. Ambientes extremos

Os primeiros organismos identi-
ficados pertencentes ao dominio
Archaeaviviam em ambientes extre-
mos de temperatura, salinidade ou
acidez, sugerindo que a preferéncia
por tais habitats, era um traco carac-
teristico do grupo. Estudos mais re-
centes mostraram varias eubactérias
e organismos eucariéticos que sobre-
vivem também em ambientes extre-
mos, como observaram igualmente a
presenca de arqueas em ambientes
mais amenos, demonstrando, dessa
forma, a contribui¢ao desse grupo na
biomassa global (Forterre, 1997). En-
tretanto, as arqueas parecem ser os
Unicos organismos descobertos até o
presente momento que podem so-
breviver a temperaturas acima de
95°C, e o fendtipo hipertermofilico
s6 € encontrado nesse dominio da
vida. Uma outra caracteristica exclu-
siva de Archaea ¢ o metabolismo
metanogénico: nao se conhecem
eubactérias nem eucariotos capazes
de produzir metano como residuo de
seu metabolismo.
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O habitat das arqueas halofilicas
extremas ¢ hipersalino e as espécies
em cultivo laboratorial requerem para
o crescimento, entre 1,5 a 4 M de
NaCl, o que significa um ambiente
com cerca de 10 vezes a salinidade
encontrada na agua do mar. As
metanogénicas sao organismos obri-
gatoriamente anaerdbios e liberam
gas metano (CH,) como residuo me-
tabdlico. Sao encontradas em ambi-
entes com auséncia de oxigénio e
abundancia de matéria orginica,
como pantanos, acudes, lagos, sedi-
mentos marinhos e rimen de bovi-
nos. Elas retiram hidrogénio e gis
carbonico desses ambientes e os uti-
lizam em seu metabolismo. Vivem
como simbiontes de uma grande va-
riedade de protozodrios também
anaerobicos, convertendo produtos
finais de fermentacdo em gis metano.
Sao de grande importancia ao ambi-
ente em que vivem pela alta eficién-
cia de sua enzima hidrogenase que,
mantendo uma baixa pressao parcial
de H, para que a metanogénese ocor-
ra, permite que os demais organis-
mos fermentadores facam reoxida-
¢ao do NADH, o que corresponde a
um maior rendimento de ATP e um
aumento da biomassa (Brock et al.,
1994).

As arqueas termoacidofilas com-
poem um grupo heterogéneo, defini-



Tabela 2: Estratégias de adaptacio das arqueas aos ambientes extremos.

Ambiente Problemas

Lise celular por diferenca de

pressao osmotica
Hipersalino

Desnaturacao das proteinas

Mecanismos de adaptacao

Mantém altas concentracoes de K+ intracelularmente

A parede celular é composta por glicoproteinas que tem
uma maior porcentagem de aminoacidos acidos que
atraecm os fons Na+ para o redor da célula. A ligacao dos
ions com a parede celular estabiliza esta, impedindo a lise
Essas proteinas expoem aminoacidos de carga negativa,
de maneira que, quando os ions positivos entram em
contato com a proteina, esta € estabilizada

Lise celular

Desnaturacao do DNA

Altas temperaturas

Desnaturacao das proteinas

Baixas temperaturas Inativacao das proteinas

do pela capacidade dos organismos
de crescerem em altas temperaturas
que vao de 55°C a 85°C, com pH que
varia de 1,0 até 6,0. O género Sulfolobus
apresenta parede celular composta
principalmente por lipoproteina e
carboidratos; oxidam H_S, mas o prin-
cipio para essa oxidacio ainda nio foi
esclarecido. Os principais substratos
de crescimento parecem ser fontes
quentes e também solos quentes que
contenham enxofre, e que, entdo,
oxidam tal elemento em 4cido sulfu-
rico, responsavel pela acidez desses
habitats. O grupo dos termoplasmas é
caracterizado pela auséncia de pare-
de celulare € encontrado em minas de
carvao, com quantidades substanciais
de sulfeto ferroso.

Uma das perguntas que mais
intrigam os pesquisadores € como
esses incriveis organismos conse-
guem viver em tais ambientes? Dei-
xam constantemente uma interroga-
¢ao sobre qual serd o limite para o
desenvolvimento da vida. Embora
muitas davidas ainda pairem sobre
os mecanismos de adaptacao a tais
ambientes hostis, muitos fatores ja
sao apontados como 0s responsa-
veis pela resisténcia desses organis-
mos. A Tabela 2 redne os principais
mecanismos de adapta¢dao aos pro-
blemas causados pelos ambientes
extremos.

Maior rigidez da parede celular

Maior quantidade de histonas
Maior empacotamento do DNA

Aumento do nimero de pontes de hidrogénio

Aumento das interacdes hidrofébicas

Menor porcentagem de aminoacidos termolabeis
Menor quantidade de pontes de hidrogénio, dissulfeto e

proteina

Meios de Cultivo para Arqueas Termofilicas

A pesquisa envolvendo esses or-
ganismos tem sido intensificada nas
duas ultimas décadas por duas razoes
principais: pelo conhecimento das con-
di¢cdes sob as quais a vida pode existir
através do estudo de muitos habitats
nunca antes explorados e pelo atual
reconhecimento do potencial biotec-
nologico desses organismos, bem
como de seus produtos.

4. Aplicacoes
Biotecnologicas

A tecnologia enzimdtica experi-
mentou um grande avanco quando as
enzimas microbianas passaram a ser
utilizadas, principalmente por causa
da grande variedade de reacoes que
essas enzimas sao capazes de catalisar.
Com o descobrimento dos microrga-
nismos extremofilicos (em sua maioria
arqueas), o que ampliou ainda mais a

interacoes hidrofdbicas, o que aumenta a flexibilidade da

diversidade microbiana, a potencial
faixa de processos para utilizacao de
enzimas também se ampliou, princi-
palmente porque as extremozimas
(enzimas provenientes de microrga-
nismos extremofilos) sendo natural-
mente estaveis em ambientes extre-
mos, vieram suprir a demanda industri-
al, para a qual, de certa forma, sempre
estiveram em desvantagem as enzimas
tradicionais. Um problema inerente as
extremozimas € a dificuldade de pro-
duzi-las utilizando microrganismos sel-
vagens, ja que estes, em geral, neces-
sitam de condicoes especiais para se
reproduzirem, como ambientes
anaerébios estritos, altas temperatu-
ras, meios definidos, etc. Contudo esse
problema pode ser contornado ex-
pressando essas enzimas em outros
organismos de mais facil manipulacio,
jAd que existem varios exemplos em
que essas enzimas, quando expressas
em microrganismos heterélogos, man-
tém suas caracteristicas originais
(Eichler, 2001).

Dentre as enzimas de arqueas de
grande potencial para a aplicacio
biotecnolégica, destacam-se as
hipertermofilicas, psicrofilicas,
alcalofilicas, halofilicas e barofilicas.

Entre as enzimas de arqueas
que tém recebido maior atenc¢ao, estio
as termozimas, sendo que os princi-
pais processos de potencial utilizacao
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dessas enzimas sao o beneficiamento
do amido, a manufatura e o branquea-
mento da polpa para produciao de
papel e a bem estabelecida pratica
laboratorial da reacao em cadeia da
polimerase (PCR), entre outras.

4.1. Processamento do
Amido

Oamido € um dos polimeros mais
abundantes na natureza, estando pre-
sente principalmente nos vegetais, onde
ele é utilizado para o armazenamento
de energia na forma de granulos inso-
laveis, compostos basicamente de
amilose e amilopectina, que sao dife-
rentes polimeros de glicose. Além de
servir diretamente como alimento na
dieta animal, o amido presente nos
vegetais pode ser hidrolisado, gerando
glicose, maltose e xarope de oligossa-
carideos, que, por sua vez, sio utiliza-
dos para producao de outros quimicos
ou como substratos em fermentagoes
(Bentley e Willians, 1996; Vieille e
Zeikus, 2001).

De uma forma geral, o processo
de hidrélise do amido envolve a
liquefacao e a sacarificacdo, as quais
ocorrem em altas temperaturas. Du-
rante a liquefacao, os graos de amido
sao gelatinizados em solucdes aquo-
sas entre 1052C e 110°C, num pH
entre 5,8 a 6,5, quando entdo, siao
utilizadas a-amilases termoestaveis a
95°C, que hidrolisam parcialmente
as ligacoes a-1,4. Nesse processo, o
controle de temperatura e pH € mui-
to importante pois, se a temperatura
estiver abaixo de 105°C, a gelatiniza-
¢ao ocorre parcialmente, e se aumen-
tar muito, ha a inativacio das a-
amilases; se o pH estiver mais acido
que 5,5 também ocorre a inativacao
dessas enzimas, mas, se vai acima de
6,5 sdo gerados muitos subprodutos.
Ap6s a liquefacao, o produto € con-

vertido a sacarideos de baixo peso
molecular e, posteriormente, em
glicose, utilizando-se pululanase e
glicoamilase, e em maltose, utilizan-
do-se pululanase e B-amilase.

Nesse processo, potencialmente
poderiam ser feitas duas melhorias
com a utilizacao de extremozimas: a
primeira seria a utilizacao de a-amilases
hipertermofilicas com maior tempo
de resisténcia, de forma que nao se
necessitasse gastar energia com o
resfriamento de 105°C para 95°C, da
gelatinizacao para a liquefacdo. A se-
gunda seria a em que o pH natural de
solucodes de amidos gelatinizados, que
¢é de, aproximadamente, 4,5 e que
for¢a o ajuste para 5,8 na liquefacao,
e, posteriormente, reducio para 4,2;
na sacarificacdo, de maneira que uma
a-amilase apta a trabalhar em pHs
mais baixos reduziria, em muito, os
custos do processo.

A Tabela 3 mostra algumas
enzimasisoladas de arqueas com gran-
de potencial de aplicacdo na industria
de processamento de amido. Embora
nenhuma dessas retina todas as carac-
teristicas necessarias apontadas aci-
ma, elas indicam, no entanto, que
com técnicas de engenharia de prote-
inas, esses catalisadores poderiam ser
aperfeicoados.

4.2. Manufatura do Papel

O processo de manufatura do
papel envolve, de uma maneira geral,
dois estagios: o polpeamento e o bran-
queamento. O polpeamento € o esta-
gio no qual a estrutura macroscopica
da fibra da madeira é quebrada, remo-
vendo-se dela a lignina, gerando dai
uma fibra mais maleavel e com carac-
teristicas proprias para a produc¢ao do
papel (Tolan, 1996; Vieille e Zeikus,
2001). Esse processo € conduzido me-
canica ou quimicamente por adicao de

acidos (processo Sulfite) ou bases (pro-
cesso Kraft) em altas temperaturas. Os
processos de polpeamento, por envol-
verem condi¢cdes muito drasticas
(160°C-190°C em concentracoes eleva-
das de alcalis ou acidos), sao potenci-
almente proprios para utilizagao de
enzimas extremofilicas. Embora as
celulases sejam bem distribuidas entre
os dominios Eukarya e Bacteria, so-
mente uma celulase de Archaea é
relatada, a endoglicanase de Pyrococcuis
Sfuriosus, que € capaz de hidrolisar
ligacoes b,1-4 com uma atividade 6ti-
ma ocorrendo em 100°C e pH 6,0
(Bauer e Kelly, 1998). Contudo, segun-
do Eichler (2001), varias arqueas termo
e hipertermofilicas possuem enzimas
B-glicosidicas.

A polpa resultante de um dos
processos acima € levada ao branque-
amento, que ocorrerd em menor ou
maior grau dependendo da utilizacao
do papel. Nesse processo, a quantida-
de remanescente de lignina do
polpeamento € retirada com a utiliza-
¢ao, dependendo do processo, de:
cloro, di6éxido de cloro, ozonio,
peroxido de hidrogénio e altas tempe-
raturas. A utilizacdo desses agentes
oxidantes acaba gerando uma quanti-
dade muito grande de poluentes, e,
por isso, vem sofrendo sangoes das
agéncias ambientais. Uma das alterna-
tivas pesquisadas para reduzir esses
compostos, principalmente os deriva-
dos de cloro, é a utilizacao de enzimas.
Entre as enzimas pesquisadas, as xila-
nases, segundo Tolan (1996), sao as
que possuem uma boa aceitacdo in-
dustrial e tém sido utilizadas em indus-
trias onde estd havendo um decrésci-
mo na utilizacdo dos oxidantes, da
ordem de 10% a 15%. Ainda segundo
esse autor, as caracteristicas otimas
para uma xilanase seriam sua acao em
temperaturas por volta de 70°C e pH
entre 10-12, o que abre uma excelente

Tabela 3. Enzimas com potencial de aplicacao na indistria de processamento do amido.

Enzima Origem Temperatura
Pyrococcus furiosus 100°C
o-amilase Pyrococcus woesei 100°C
Pyrodictium abyssi 100°C
Pululanase Thermus caldopbilus 75°C
" Thermoan aerobactervium S
Glicoamilase e s e 50 a 60°C
Amilopululanases Pyrococcus furiosus 105°C
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pH Referéncia
5,5-6,0 Dong et al., 1997
55 Kochet al., 1997
5,0 Niehaus et al., 1999
5,5 Kimet al., 1996
G 5
4055 ang‘(l’g;ret .
6,0 Dong et al., 1997



oportunidade para a exploragio de
xilanases de arqueas extremofilicas
como as de Pyrococcus furiosus,
Thermococcus sp. e Thermococcus
zilligii (Eichler, 2001).

Um outro problema na fabricacao
de papel, principalmente pelo
polpeamento mecanico, € a deposicio
do “pitch”, denominacao atribuida ao
conjunto de substincias hidrofobicas
da madeira, principalmente trigliceri-
deos e graxas, que causam muitos
problemas na manufatura da polpa e
do papel (Jaeger e Reetz, 1998). As
lipases jia vém sendo utilizadas na
remocao dessas substancias. Gutierrez
et al. (2001) comentam que muitos
estudos estio sendo realizados, por
meio de técnicas de engenharia de
proteinas, no intuito de aumentar a
amplitude de substratos hidrolisaveis,
atividade e estabilidade em pH e tem-
peratura elevados, sendo importante
que a enzima esteja ativa a altas tempe-
raturas, uma vez que para um desem-
penho 6timo, a lipase deveria ser adi-
cionada a polpa a uma temperatura de,
aproximadamente, 85°C. Nosso labo-
ratério vem trabalhando no isolamen-
to, clonagem, expressao e caracteriza-
¢ao de uma enzima lipolitica de arquea
cuja atividade ja foi testada a 80°C
(manuscrito em preparacao).

4.3. Utilizacao de
Polimerases

A reacao em cadeia da polimera-
se (PCR) revolucionou a pratica da
biologia molecular, ou seja, a surpre-
endente replicacao in vitro de se-
quéncias especificas de DNA possi-
bilitou que o isolamento de genes,
seu seqiienciamento e mutagoes es-
pecificas, antes uma pratica laborio-
sa, se tornasse uma atividade cotidi-
ana de qualquer laboratério de enge-
nharia genética. O método da reacao
em cadeia da polimerase, por sua
vez, foi extremamente simplificado
com a utilizacao de enzimas
hipertermofilicas. Embora a princi-
pal DNA polimerase termofilica utili-
zada seja a de uma bactéria (Thermus
aquaticus), as DNA polimerases de
arqueas, como as de Pyrococcus
JSuriosus, Pyrococcus woesei e outras,
apresentam uma vantagem sobre a
Taq polimerase, pois elas possuem

Halobacterium salinarum Haloferax volcanii

oy

Pyrodictium abyssi

uma maior capacidade de correcio
de pareamentos erroneos, diminuin-
doafreqtiéncia de erros na replicacao
in vitro (Lundberg et al., 1991).

Nao somente as enzimas adapta-
das as altas temperaturas tém potencia-
lidades biotecnologicas. As enzimas de
organismos que crescem entre 5°C e
25°C (Psicrofilicos) podem ser empre-
gadas em viarios processos e produtos,
como proteases, lipases, amilases, b-
glicanases em detergentes, pectinases
em sucos de frutas, b-galactosidases
para produgao de leite deslactosado,
lipases para maturacado de queijos
(Herbert, 1992; Eichler, 2001).

4.4. Arqueossomos

Asaplicacodes biotecnolégicas das
arqueas nao se restringem a produ-
¢ao, expressao heteréloga e purifica-
cio de extremozimas. Pelo menos
uma outra potencialidade biotecnolo-
gica deve ser ressaltada. A utilizacao
dos arqueossomos (preparacao de
lipideos de membrana arqueana),
como coadjuvantes em formulacoes

de vacinas, proporciona captacao 3 a
50 vezes maior pelas células fagociticas
do sistema imune quando compara-
das com formulacoes de lipossomos
convencionais, além de geracio de
resposta imune prolongada (Tolson et
al., 1996; Sprott et al., 1997; Krishnan
et al., 2000). Todos os estudos realiza-
dos in vitro e in vivo indicam que os
arqueossomos sao moléculas seguras
e ndo invocam nenhuma toxicidade
em ratos. Em geral, os arqueossomos
demonstram alta estabilidade ao
estresse oxidativo, a alta temperatura,
ao pH alcalino, a acao de fosfolipases,
de sais biliares e de proteinas do soro.
Algumas formulacoes podem ser es-
terilizadas em autoclave, sem proble-
mas como fusio ou agregacao das
vesiculas (Patel e Sprott, 1999).

5. GenOmica

Uma nova era sobre o conheci-
mento das arqueas comecou em 1996
em decorréncia do seqlienciamento
completo do primeiro genoma de
arquea (Bult et al., 1996). Com o sub-
sequiente desenvolvimento de novos
projetos de seqlienciamento de outros
organismos pertencentes ao dominio
Archaea, foi produzida uma rica
amostragem de genomas desse grupo
taxonomicamente bastante diversos.
Esse repertério de genomas completa-
mente sequenciados inclui multiplos
representantes das duas maiores divi-
soes de arqueas estabelecidas pela
analise filogenética dos genes de rRNA:
a Euryarchaeotae Crenarchaeola bem
como as principais variantes ecologi-
cas de arquea: os hipertermofilicos,
termofilicos moderados e mesofilicos,
assim como halofilicos e metanogéni-
cos, formas autotroficas e heterotrofi-
cas, e multiplas espécies que represen-
tam organismos anaerobios e aerébios.
Infelizmente os bancos de dados ainda
ndo contam com sequiiéncias genoOmi-
cas de alguns organismos pertencen-
tes a ramos de arquea potencialmente
importantes, como as misteriosas
Korarchaeota, que devem ter divergi-
do das demais arqueas nos primoérdios
da evolucio, e a igualmente intrigante
nanoarchaea, que parece ter o menor
genoma entre todos os organismos de
vida livre ja descritos (Huber et al,
2002)
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Métodos de Preservacio de Arqueas

A comparacao dos genomas ja
seqienciados de arqueas e bactérias
permite concluir que a diferenca
mais marcante entre os dominios
Archaea e Bacteria esta na organi-
zacao de seus sistemas de processa-
mento de informacodes. A estrutura
dos ribossomas e da cromatina, a
presenca de histonas, assim como a
similaridade entre seqiiéncias das
proteinas envolvidas na traducio,
transcricao, replicacao e reparo do
DNA; todos esses pontos apontam
para uma maior proximidade entre
arqueas e eucariotos. Por outro lado,
alguns componentes chaves da ma-
quinaria de replicacao de DNA nao
sao homologos nos eucariotos nem
nas bactérias. Essa observacao per-
mite sugerir a hipotese de que a
replicacio da dupla fita de DNA
como principal forma de replicacao
do material genético dos seres vivos
pode ter, na sua evolucio, surgido,
independentemente, duas vezes:
uma nas bactérias e uma outra no
ancestral de arqueas e eucariotos.
No entanto, muitas, mas nao todas
as rotas metabdlicas de Archaeaq,
sao mais parecidas com as de bacté-
rias que as de eucariotos. Esses
estudos sao concordes quanto ao
posicionamento das arqueas como
um dominio distinto da vida, com
coneccoes especificas com os
eucariotos, e enfatizam a natureza
misteriosa e unica dos genomas das
arqueas (Gaasterland, 1999).

Quando analisamos os 18 geno-
mas de arqueas seqiienciados total-
mente até hoje, podemos concluir
que 16 proteinas sio exclusivas de
arqueas, enquanto 61 sio exclusivas
de arquea-eucariotos. Interessante-
mente, desses 61 genes, apenas 2
nao pertencem a maquinaria do pro-
cessamento de informacao. Portanto,
a andlise genomica das arqueas ja

seqlienciadas corrobora a identifica-
¢do destas como um grupo de orga-
nismos que tém uma base sélida e
estavel de genes, os quais, primaria-
mente, codificam proteinas envolvi-
das na replicacio e expressio do
genoma. Além desses, existe um se-
gundo grupo de genes que € compar-
tilhado pelas arqueas e eucariotos,
genes que sdo claramente associados
ao processamento da informaciao. O
fato da afinidade arquea-eucariotica
ser quantitativamente pequena, de-
monstra, no entanto, que O Processo
de evolucao tem sido mais comple-
x0 que a simples herancga vertical, e
tem envolvido uma extensiva trans-
feréncia lateral de genes entre
Archaea e Bacteria. Ap6s a diver-
géncia evolutiva entre as linhagens
de arqueas e bactérias, vem ocor-
rendo uma grande mistura de genes
codificantes para enzimas metaboli-
cas, componentes estruturais da cé-
lula e outras proteinas que ndo par-
ticipam da maquinaria central de
processamento da informacao (Nel-
son et al., 1999).

Além dos estudos funcionais, a
gendmica de Archaea é fundamen-
tal para o conhecimento que temos
de duas transi¢des cruciais na evolu-
¢ao davida: a primeira € a divergén-
cia entre as linhagens de bactérias e
as de arquea-eucarioticas, que pode
ter envolvido a origem da maquina-
ria de replicacao de DNA. A segunda
¢ a origem dos eucariotos. Em rela-
¢do a esse ponto, a arquea € uma
fonte fantastica de informacgao, par-
ticularmente porque, em muitas si-
tuacoes, ela tem retido as caracteris-
ticas primitivas, enquanto os
eucariotos tém sofrido modificacdes
muito maiores. Um exemplo carac-
teristico € a subunidade menor da
DNA polimerase, que possui todas
as marcas de uma fosfatase ativa em
arqueas, mas nao em eucariotos,
onde a atividade fosfatasica esta
provavelmente inativada. Sem som-
bra de duvidas, arquea representa
um ancestral comum das linhagens
arquea-eucarioticas descendentes.
Portanto, a gendmica de arquea € a
nossa melhor oportunidade de re-
construir essa fase intermediaria cri-
tica da evolucgao da vida (Makarova
e Koonin, 2003) .
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6. Consideracoes Finais

Estudos que envolvem o domi-
nio Archaeavém confirmando as duas
hipoteses iniciais de Woese e Fox
(1977), isto €, que as arqueas exibem
uma diversidade fenotipica no mini-
mo comparavél aquela apresentada
pelo dominio Bacteria e que os orga-
nismos do dominio Archaea serio
caracterizados por aspectos Unicos
em ambito molecular. Outrossim, o
fato de Archaea exibir um mosaico
contendo caracteristicas dos dois ou-
tros dominios continua a estimular
discussdes entre os evolucionistas
(Forterre et al, 2002).

No contexto de extremofilia, a
descoberta contemporanea mais sur-
preendente foi, sem duivida, a dos
organismos hipertermofilos, que
extendeu a sobrevivéncia desse or-
ganismo para cerca de 121°C de tem-
peratura em que cé€lulas vivas proli-
feram eficientemente. Essa caracte-
ristica notavel implica na estabiliza-
¢ao de todos os componentes celula-
res, de modo que a sua funcionalida-
de seja mantida em condicdes de
temperatura que seriam danosas para
a maioria das biomoléculas dos orga-
nismos mesofilos. A elucidacao das
estratégias usadas na estabilizacao
de componentes celulares e, em es-
pecial, de proteinas, representa um
desafio fascinante para a biologia
atual (Kashe e Lovley, 2003).

Os microrganismos apresentam
uma imensa diversidade genética e
desempenham fungdes Gnicas e deci-
sivas na manutencao de ecossistemas,
como componentes fundamentais de
cadeias alimentares e ciclos biogeo-
quimicos. E importante ressaltar que
grande parte dos avangos da biotec-
nologia moderna e da agricultura é
derivada das descobertas recentes nas
areas de genética, fisiologia e metabo-
lismo de microrganismos.

Considerando que o Brasil pos-
sui uma grande extensao territorial
com inimeros e variados ambientes
extremos, como: aguas termais, sali-
nas, inimeras estacoes de tratamento
de esgoto, rejeitos industriais, entre
outros. A biodiversidade microbiana
brasileira, ainda nao explorada, pode-
se tornar uma fonte para o desenvol-
vimento biotecnolégico do pais.



Estamos em plena era biotecnolo-
gica, quando os processos bioquimi-
cos sdo cada vez mais utilizados para a
produciao de agentes terapéuticos, pro-
dutos quimicos e biocatalisadores. O
grande desafio serd incorporar a infor-
macao decorrente do estudo desses
organismos extremofilicos em novas
tecnologias, utilizando o enorme po-
tencial de suas enzimas e biomoléculas.
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Otimizagtio da Propagagdo
In VltrO de CU I’GUC'I (Ananas erectifolius L. B. SMITH)

Propagacdo massal de plantas através da cultura de tecidos

Resumo

A propagacao vegetativa utilizan-
do técnicas de cultura de tecido pode
serumvalioso instrumento na propaga-
cao clonal rapida de mudas de curaua,
em larga escala. O trabalho teve como
objetivo otimizar a propagagacio in
vitro do curaud. Foram realizados dois
experimentos: No primeiro, os explantes
foram inoculados em frascos contendo
5,0; 7,5; 10,0 e 15,0 ml do meio liquido
MS, suplementados com 2,5 mg.L" de
BAP (6-Benzilaminopurina). No segun-
do, os explantes foram inoculados em
frascos contendo 15ml do meio liquido
MS, suplementado com 0; 1,5; 2,5; 3,0;
35 e 4,5 mgL!' de BAP. Nos dois
experimentos a condicao de incubagao
foi realizada sob fotoperiodo de 16h luz
branca fria e irradiancia de 25 pmol.m
251, Os tratamentos contendo 10 e 15
ml do meio liquido de cultura MS,
suplementado com 2,5 mg.L'' de BAP,
foram mais eficientes na proliferacao de
brotos de curaua.

1. Introducio

Na Amazonia varias sdo as espé-
cies de plantas fibrosas com utilizacao
atual. Dentre elas destaca-se o curaud
(Ananas erectifoliusL. B. Smith), plan-
ta nativa da regiao do Lago Grande de
Curuai no Municipio de Santarém (PA)
sendo cultivada principalmente por
pequenos produtores e utilizada na
fabricacao de cordas, sacos e utensilios
domésticos (Medina, 1959).

O curaua € planta pertencente a
familia bromeliacea distribuida nos Es-
tados do Pard, Acre, Mato Grosso,
Goids, Amapa e Amazonas. Ha duas
variedades distintas do curaud, uma de
folha roxa-avermelhada, chamada de
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“curaud roxo” e outra de folha verde-
claro, denominada de “curaua branco”
(Ledo, 1967), ambas sdo relativamente
pouco exigentes, nao necessitando de
solos férteis para o seu cultivo. Poden-
do ser plantada em solos arenosos, em
plantios solteiros ou em consorcio com
culturas anuais ou perenes € no apro-
veitamento de areas degradadas (Oli-
veira et al 1991).

Estudos recentes t€ém demonstra-
do o grande potencial desta planta
como produtora de fibra de excelente
qualidade, podendo ser utilizada na
induastria automobilistica, por apresen-
tar boa resisténcia, maciez e peso redu-
zido (Ledo, 1967). Além dessas razoes e
principalmente pela exigéncia do mer-
cado consumidor, grupos empresariais
estao preocupados na utilizacao de pro-
dutos naturais biodegradaveis. Ademais,
o cultivo dessa espécie impulsionard o
desenvolvimento do Estado e ao mes-
mo tempo cria uma perspectiva de
melhoria da qualidade de vida dos
pequenos produtores.

Atualmente a demanda por fi-
bras de curaua para industria
automotiva e téxtil € superior a 500
ton/més, entretanto, no momento O
Estado consegue produzir até 8 ton/
més. Um dos problemas para a forma-
¢ao de areas de cultivo dessa planta
esta na dificuldade de formacao de
mudas pelo método convencional.
Nesse sentido, a propagacao vegetati-
va, através da cultura de tecidos, apre-
senta-se como alternativa na propaga-
¢ao clonal rapida de mudas de curaua.

Visando equacionar este proble-
ma, a Embrapa Amazonia Oriental atra-
vés do Laboratorio de Biotecnologia de
Plantas, realizou coletas da espécie nos
municipios paraense de Santarém e
Braganca, para formacio de um banco



de germoplasma visando trabalhos de
propagacao in vilro, caracterizacao
molecular e melhoramento genético da
cultura. A utilizacao da técnica de cultu-
ra de tecidos possibilita a producao em
larga escala e manutencio das caracte-
risticas fenotipicas e genotipicas das
plantas doadoras (Giacometti, 1990).
O processo de micropropagacio
de plantas envolve etapas definidas
como, estabelecimento de explantes,
multiplicacao, subcultivos e enraiza-
mento in vitro. Entretanto, apos defini-
do um protocolo de micropropagacao
de qualquer espécie, este pode ser
otimizado com reducido e até mesmo
substituicio de substincias utilizadas
no processo, como € o caso da fonte de
carbono, e também pela supressao da
fase de enraizamento in vitro, o que
diminui sobremaneira os custos de pro-
ducao de mudas por esta técnica. Assim
sendo, o trabalho teve como objetivo
otimizara propagacao invitrode curaua.

2. Metodologia

O trabalho foi desenvolvido no
laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazdnia
Oriental utilizando-se inicialmente plan-
tas do curaud oriundas do banco de
germoplasma da referida Instituicio
(Figura 1). Ap06s a retirada das folhas,
o caule foilavado com dgua corrente e
sabao neutro. As gemas axilares foram
excisadas e passaram pelo processo de
desinfestacio com lavagem em 4gua
corrente e imersao em solucio de
hipoclorito de s6dio (NaOCD a 2 % por
quinze minutos, sendo cinco minutos
emagitacio. Apos o desenvolvimento,
as plantulas obtidas in vitro serviram
como fonte de explantes primario,
para os experimentos (Figura 2).

Das plantulas obtidas in vitro fo-
ram retiradas o excesso de folhas e
cortadas em segmentos de 2 cm de
comprimento ficando com pelo menos
uma gema lateral. Para o estabeleci-
mento da cultura, os explantes utiliza-
dos nos experimentos foram inocula-
dos em frascos contendo meio liquido
MS (Murashige e Skoog, 1962). O meio
de cultura foi ajustado a um pH de 5,8
utilizando-se NaOH (hidroxido de
sodio) e/ou HCI (acido cloridrico) em
solucao 0,5 N e autoclavado a 1210C
durante 15 minutos.

Foram realizados dois experimen-
tos em delineamento inteiramente

S e e Py . S -
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Figura 1 - Banco de Germoplasma de Curaud Roxo e Verde. Embrapa Amazonia

Oriental. Belém, PA, 2003.

PA, 2003.

casualizado. O primeiro foi composto
de 4 tratamentos com 6 repeticoes onde
foram testadas as quantidades 5,0; 7,5;
10,0 e 15,0 ml do meio de cultura,
suplementado com 2,5 mg.L" de BAP (6
- Benzilaminopurina). O segundo ex-
perimento foi composto de 6 tratamen-
tos com 5 repeticoes onde se testou as
concentracoes 0; 1,5; 2,5; 3,0; 3,5 € 4,5
mg.L"' de BAP. Nos dois casos as condi-
coes de incubacao foram realizadas sob
fotoperiodo de 16h luz branca fria e
irradiancia de 25 pmol.m2.s™ e tempera-
tura de 26 + 1°C. Trinta dias apos a
inoculacio foi realizada a avaliacio. A
variavel nimero de brotos foi transfor-
madaem /0,5 + x eavaliada através
daanilise de varidncia e comparacao de

Figura 2 - Plantulas de Curaud obtidas in vitro. Embrapa Amazonia Oriental. Belém,

médias pelo teste de Duncan ao nivel
de 5% de probabilidade.

As plantulas micropropagadas fo-
ram transferidas para bandejas de plas-
tico de 24 células contendo substrato
organo-vegetal e colocadas em ambi-
ente de telado com sombirite a 70% sob
irrigacdo intermitente até a completa
formac¢ao de mudas. Apés 30 dias as
mudas foram cultivadas no campo.

3-Resultados e Discussio

O efeito da quantidade de meio
de cultura sobre a producao de bro-
tos de curaud pode ser observado na
Figura 3. Aos trinta dias de cultivo, foi
observado que houve formacio de
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brotos em todos os tratamentos, e
diferencas significativas entre os mes-
mos. Os tratamentos mais eficientes
foram os que continham 10 e 15 ml
do meio de cultura MS, produzindo
emmeédia 1,21 e 1,54 brotos/explante,
respectivamente. Os tratamentos con-
tendo 5 e 7,5 ml do meio de cultura
MS, foram os menos eficiente, nio
diferindo estatisticamente entre si.

Na Figura 3, € possivel observar
quea producao de brotos foi diretamen-
te proporcional a quantidade de meio
de cultura, ou seja, quanto maior a
quantidade de meio de cultura maior foi
onumerode brotos obtidos porexplante.
Este fato, muito provavelmente pode
ser decorrente da maior disponibilidade
de nutrientes as plantas.

E importante ressaltar que o au-
mento na quantidade de meio talvez
possa tornar possivel a redugcio na
concentracao de regulador de cresci-
mento. Este fato foi evidenciado por
Preece (1995) em trabalho sobre a
composicao de meio de cultura, no
qual observou que com a otimizacio
de nutrientes salinos € possivel reduzir
a concentragao ou até mesmo eliminar
a suplementacio de reguladores de
crescimento. Segundo Ammiranto
(1983), meios de cultura contendo alta
concentracao salina, como o meio MS,
pode otimizar o crescimento e desen-
volvimento de plantas, principalmente
pela presenca do nitrogénio sob a
forma de nitrato de amonia.

Estudos sobre a quantidade ide-
al de meio de cultura para o cultivo
de curaud inexistem, encontrando-se
na literatura apenas informacoes so-
bre concentra¢oes e tipos de regula-
dores de crescimento. Embora nao se
possam oferecer explicacoes satisfa-
torias a respeito do assunto, os resul-
tados obtidos evidenciaram o efeito
positivo na proliferacao de brotos de
curaua com o aumento da quantida-
de do meio liquido de cultura MS.

Na Tabela 1, sao apresentados
os resultados obtidos com as diferen-
tes concentracoes de BAP na prolife-
racao de brotos de curaud a partir de
explantes obtidos de plantulas in
vitro. Houve diferencas significativas
entre as concentracoes utilizadas.

O tratamento mais eficiente foi o
que continha o meio de cultura MS
suplementado com 2,5 mgL! de BAP,
produzindo em media 4,15 brotos/
explante, nao diferindo porém do que

Tabela 1. Efeito de diferentes concentracées de BAP no nimero de
brotos de curaua. Embrapa Amazdnia Oriental. Belém, PA, 2003

BAP (mg.L")

0,0
1,5
2,5
3,0
3,5
4,5

Numero médio de
brotos/explante
0,71d
1,33cd
415a
2,25 bc
3,34 ab
2,15 bc

Médias seguidas da mesma letra nfio diferem entre si pelo Teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade

1,8

1,54a

1,6

_*

1,4

1,21a

1,2

1
0,8

N° brotos

0,6

e

0,4

0,2
0

0.12b
'

5 7,5

10 15

Quantidade (ml) de meio MS —e—N° brotos

Figura 3 - Efeito da quantidade de meio de cultura na formacao de brotos de curaua
aos 30 dias de cultivo. Embrapa Amazonia Oriental. Belém, PA, 2003.

continha 3,5 mgL™* de BAP, que produ-
ziu em média 3,34 brotos/explante. O
tratamento menos eficiente foi aquele
na auséncia de BAP, produzindo em
média 0,71 brotos/explante. Resulta-
dos similares foram obtidos por Rios
(2002) em seu trabalho sobre a eficién-
cia do BAP na proliferacao de brotos
de curaud.

Conforme a Figura 4, além da
proliferacao de brotos maior que 1cm
de comprimento, houve a proliferacio
em grande nimero de brotos na forma
de rosetas na presenca do meio de
cultura MS, suplementado com 2,5
mgL™ de BAP. Marciani-Benzedeu et al
(1990) quando utilizaram a cultivar de
abacaxizeiro Smooth Cayenne obteve-
ram maior nimero de brotos quando a
concentracao de BAP foi aumentada.
Estudos realizados por Lemos et al
(1998) revelaram que o BAP adiciona-
do ao meio de cultura foi eficiente na
proliferacio in vitro de brotos de
abacaxizeiro, cultivar Cabega-de-onca,
ocorrendo maior taxa de multiplicacao
a medida que a concentracio do regu-
lador de crescimento foi aumentada.
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Por outro lado, Menezes et al (1999)
em resultados preliminares sobre mi-
cropropagacio de curaua observaram
que houve intensa proliferacao de bro-
tos com a concentracio de 3mg.L" de
BAP, porém, ocorreu intensa oxidacao
nos explantes. Bonilla (2002) estudou
o efeito do BAP adicionado aos meios
MS e WPM sobre a inducao de brotacdes
em segmentos nodais de Rudgea
viburnoides, observando maior taxa
de brotagdes em ambos os meios de
cultura na presenca de 2mg.L* de BAP.

Tem sido reportado que o efeito
benéfico do BAP na multiplicacao de
brotacdes relaciona-se com a influen-
cia deste regulador de crescimento na
divisao celular e na liberacao das ge-
mas auxiliares imitidas pela dominan-
cia apical. Nesse sentido, supoe-se
que, plantas que nao apresentam uma
divisao celular eficiente, o uso de altas
dosagens de BAP em diferentes meio
de cultura proporcionaria aumento na
multiplicacdo de brotos. Entretanto,
algumas espécies sao sensiveis a altas
concentracoes de reguladores de cres-
cimento, sendo necessario estudos para



Figura 4 - Proliferacao de brotos de curaud cultivado em meio MS na presenca de 2,5
mgL" de BAP. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2003.

A\ /AR )
Figura 5 - Vista parcial de mudas d
curaud em fase de aclimatacao. Embrapa
AmazOnia Oriental. Belém, PA, 2003.

Figura 6 - Mudas de curaud cultivadas no
campo. Embrapa Amazénia Oriental.
Belém, PA, 2003.

determinar qual o meio de cultura e o
regulador de crescimento adequado
para cada espécie.

As plantulas formadas foram leva-
das para aclimatagio e apresentaram
crescimento e desenvolvimento uni-
forme, conforme pode ser observado
na Figura 5. Ap6s, 30 dias de cultivo as
mudas foram cultivadas no campo. O
indice de sobrevivéncia no campo aos
6 meses de cultivo foi de 100%, niao
sendo observada deficiéncia ou defor-
midade nas plantas (Figura 0).

4. Conclusio

As quantidades de 10 e 15 ml do
meio liquido de cultura MS, suple-
mentado com 2,5 mg.L'' de BAP sao
mais eficientes para proliferacao de
brotos de curaua;

Mudas de curaud provenientes
da micropropagacao podem ser cul-
tivadas no campo com 100% de so-
brevivéncia.

Palavras-chave: Cultura de te-
cidos, reguladores de crescimento,
Ananas erectifolius.
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Cianobactéria
Invasora

Aspectos moleculares e toxicoldgicos de Cylindropermopsis raciborskii no Brasil

A poluicao presente nas bacias
hidrograficas decorrente de fontes
antropogénicas tem restringido a qua-
lidade e, conseqiientemente, a utili-
zagao das aguas para o abastecimen-
to das populagdes humanas, ocasio-
nando sérios problemas a satde pu-
blica e ao meio ambiente. Um dos
eventos ocorrentes nos ecossistemas
aquaticos mais comumente associa-
dos a estas cargas poluidoras forma-
das, principalmente, por compostos
polifosfatados e nitrogenados, sao as
floracoes de cianobactérias (Figura
1). Floragoes sao crescimentos popu-
lacionais massivos e descontrolados
destes microorganismos em ecossis-
temas aquaticos ocasionados por al-
teracOes ambientais.

As floracdes de cianobactérias
podem causar gosto e odor desagra-
daveis na agua, além de alterar o
equilibrio ecolégico do ecossistema
aqudtico. O maior problema, entre-
tanto, estd no fato de produzirem
toxinas (cianotoxinas) extremamen-
te potentes atingindo um conjunto
de organismos muito além daqueles
presentes nas comunidades aquati-
cas. As cianotoxinas podem ser acu-
muladas na rede trofica, ocasionan-
do diferentes sintomas de intoxica-
cdo e efeitos cronicos, muitas vezes,
dificeis de serem diagnosticados.
Mortandades de peixes e animais
silvestres e domésticos ja foram
registrados em diversas partes do
mundo (Carmichael 1992).

Toxinas de cianobactérias

As cianobactérias produzem dife-
rentes metabolitos secundarios, sendo
alguns deles possuidores de acio
toxica sobre diferentes organismos e
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tipos celulares. As neurotoxinas e
hepatotoxinas, entretanto, podem ser
consideradas os principais agentes t6-
xicos produzidos pelas cianobactérias,
pois causam sérios danos a vida ani-
mal e a saide humana, podendo até
mesmo levar a morte.

As neurotoxinas conhecidas até
hoje sao: anatoxina-a, anatoxina-a
(s), saxitoxina e neosaxitoxina (Figu-
ra 2). Apesar de agirem de modo
distinto, tém como acao final a para-
lisacao da atividade muscular, levan-
do o animal a morte por parada
respiratoria apds poucos minutos de
exposicao. As saxitoxinas foram inici-
almente caracterizadas em espécies
de dinoficeas marinhas e foram res-
ponsaveis por diversos casos de into-
xicacdo humana através do consumo
de mariscos contaminados.

As hepatotoxinas sao as toxinas
produzidas por cianobactérias mais
comumente relacionadas com casos
de envenenamento animal e humano
em todo o mundo. As principais
hepatotoxinas sao as microcistinas,
nodularinas - de natureza peptidica —
e cilindrospermopsina (Figura 3), um
alcaléide que também inibe a sintese
de proteinas (Tabela 1).

O Brasil possui um recente histo-
rico de relatos de contaminacdes por
cianotoxinas, porém, muitos nao fo-
ram comprovados. Um dos eventos
ocorridos, mas ndo comprovadamen-
te associado as cianotoxinas, aconte-
ceu na Bahia, onde oitenta e oito
pessoas morreram devido ao consu-
mo de agua proveniente do reservato-
rio de Itaparica (Teixeira et al. 1993).

Contudo, o caso mais grave en-
volvendo a populacao humana foi a
chamada “Sindrome de Caruaru” ocor-
rida na cidade de Caruaru, nordeste



do Brasil em 1996, quando 76" paci-
entes de uma clinica de hemodialise
foram a 6bito (Jochimsen et al. 1998;
Carmichael etal. 2001). Este incidente
levou a Fundacao Nacional da Sadde,
em colaboracao com a Organizacao
Panamericana da Satude, a revisao da
portaria 36/MS/90, que definia as nor-
mas e os padroes de potabilidade da
agua para consumo humano no Bra-
sil. Através da homologacao da Porta-
ria n® 1469/00/MS de 29/12/2000, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
taria passou a exigir dos 6rgaos com-
petentes e responsaveis pelo trata-
mento e fornecimento de dgua o mo-
nitoramento da ocorréncia de
cianobactérias e algumas cianotoxi-
nas, tanto na dgua bruta do manancial
utilizado para a captagao de dgua,
como na agua tratada para consumo
(Brasil 2001).

A Portaria n° 1469/00 tornou
obrigatéria a analise de microcistina
e recomenda a analise de saxitoxinas
e cilindrospermopsina na dgua trata-
da quando for comprovada a
toxicidade da floracao no manancial
de abastecimento através de bioen-
saios com camundongos. Os valores
maximos permitidos (VMP) dessas
toxinas na agua tratada siao de 1,0,
3,0 e 15,0 pg.L' de microcistina,
equivalentes de saxitoxina e cilin-
drospermopsina, respectivamente.
Esses valores, que resultaram de es-
tudos anteriores, levam em conside-
racdo a toxicidade dessas moléculas
em testes com animais, além de fato-

O que sao cianobactérias?

Cianobactérias sao microrganismos procariotos, de origem extre-
mamente remota, geralmente aqudticos, que realizam fotossintese
com liberacao de oxigénio, diferente de outras bactérias fotoautotroficas.
Devido ao fato de serem fotossintetizantes, aquaticas e possuirem um
pigmento azulado (ficocianina), sao tradicionalmente chamadas de
“algas azuis”, apesar da distante relacao filogenética com outros
grupos de organismos também denominados de “algas”. Acredita-se
que elas foram as responsaveis pelo inicio da formacao da atmosfera
atual, rica em oxigénio, e pela evolucao de todos os organismos
fotossintetizantes, visto que formas relacionadas as atuais cianobactérias,
provavelmente, originaram os cloroplastos através de um evento
endossimbidtico.

As cianobactérias sao predominantes no fitoplancton de dguas
continentais, alcancando uma ampla diversidade de formas, devido as
adaptacoes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas adquiridas duran-
te sua longa estoria evolutiva. Algumas cianobactérias, tais como os
géneros Microcystis, Cylindrospermopsis, Anabaena, Aphanizomenon
e Planktothrixformam floracoes onde ha a liberacao de toxina através
da lise celular.

e o s,
Figura 1. Amostra de floracio da cianobactéria Microcystis aeruginosa (Kutz.) Kitz.
coletada no reservatorio de Carpina em 2002. b) Banhistas no reservatorio de Ingazeira,
em 1998, com floracao neurotéxica (presenga de saxitoxinas) de Cylindrospermopsis
raciborskii . Ambos no estado de Pernambuco nordeste do Brasil. Fotos dos autores.

Tabela 1. Caracteristicas gerais das toxinas produzidas por cianobactérias e os géneros em que foram

encontradas.
Toxina Como e onde age Género
2 Microcistina Inibidora das enzimas fosfatases 1 ¢~ Microcystis, Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria),
2A - Figado (hepatécitos) Nostoc, Hapalosipbort e Anabaenopsis
. . Inibidora das enzimas fosfatases 1 e .
Ntz 2A - Figado (hepatdcitos) W2
S . Inibidora de sintese proteica - Cylindrospermopsis, Umezakia, Aphbanizomerion
(Sllipdio-reiic pai Figado. e Raphidiopsis
2 Saxitoxina Liga-se aos canais de sodio - Anabaena, Apbaiizomenon, Lyngbya e
Membrana do axdnio Cylindrospermopsis
aA . Liga-se ao receptor da acetilcolina - Anabaena, Planktotbrix (Oscillatoria),
natoxina-a : : o ;
sinapse nervosa Aphanizomeron, Raphidiopsis

Anatoxina-a(s)

Inibidora de acetilcolinesterase -
Sinapse nervosa

Anabaena

2 Existem variantes estruturais com diferentes toxicidades
Fonte: Sivonen & Jones (1999), Li et al. ( 2001), Namikoshi et al. (2003).

' Dos 131 pacientes da clinica, 116 apresentaram sintomas de intoxicacdo. Destes, 100 desenvolveram problemas hepdticos e 76
faleceram ao longo do estudo, que durou até outubro 1997. Destes 70, foram analisadas 52 amostras de figado de 39 pacientes (todas
positivas para microcistina) (Carmichael et al. 2001).
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A B

Figura 2. Estrutura das neurotoxinas produzidas pelas cianobactérias. a) anatoxina-a,
b) anatoxina-a(s) e ¢) saxitoxinas. Alteracdes em R1, R2, R3, R4, R5 geram mais de 20
variantes conhecidas com diferentes toxicidades.

o  COOH

Figura 3. Estrutura geral das microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsina. a)
Microcistina um heptapeptideo ciclico. X e Z representam os dois L-aminoacidos que
podem variar e R' e R* sdo H ou CH,. b) Nodularina um pentapeptideo ciclico. Z
representa um L-aminodcido que pode variar e R e R, sio H ou CH,. ¢) Cilindrops-
ermopsina € um alcaldide.
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res de risco, que sao aplicados no
calculo da dose miaxima, entre eles,
a variabilidade inter e intra-espécie
e, no caso da microcistina, seu po-
tencial carcinogénico. Em relagao a
cilindrospermopsina, alguns autores,
baseados em resultados recentes que
mostram um potencial genotoxico,
vém sugerindo que o VMP deva ser
menor, em torno de 2 pg/L.

Cepas brasileiras de
Cylindrospermopsis
raciborskii produzem
saxitoxinas

A espécie Cylindrospermopsis
raciborskii (ordem Nostocales) ¢ um
componente importante entre as es-
pécies formadoras de floracoes, pois
pode produzir hepatotoxinas,
neurotoxinas e citotoxinas (Chorus &
Bartram 1999).

O primeiro caso de intoxicacao
humana provocada por esta espécie
ocorreu em 1979, na Australia, quan-
do 141 pessoas, sendo a maioria cri-
ancas, apos consumirem dgua de um
reservatorio que havia sido tratado
com algicida para eliminar uma
floracao, apresentaram sintomas de
hepatoenterite (Hawkins et al 1985).
Até entdo, essa espécie era considera-
da como nao-toxica. Andlises posteri-
ores demonstraram que 0 cComposto
responsavel pela intoxicacdo havia
sido a cilindrospermopsina (Ohtani
et al 1992). Também na Australia, em
1992, uma floracao de C. raciborskii
produtora de cilindrospermopsina
causou a morte de bovinos. Apenas as
cepas australianas e uma tailandesa
de C. raciborskii, até hoje, demons-
traram produzir cilindrospermopsina
e um analogo nao toéxico, denomina-
do deoxicilindrospermopsina.

Em andlises realizadas pelo La-
boratério de Ecofisiologia de
Microalgas, do Instituto Tecnologico
do Estado de Pernambuco, com amos-
tras de floracdoes de C. raciborskii
que ocorreram entre 10 de abril e 24
de maio de 2002 no reservatorio
Tapacura (Sao Lourenco da Mata,
PE) que abastece cerca de 1,3 milhao
de habitantes na Regido Metropolita-
na de Recife, foi demonstrado efeitos
neurotoxicos em bioensaios com ca-
mundongos. Andlises realizadas por
cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE) indicaram a presenca de



saxitoxinas em amostra de dgua bru-
ta (Figura 4).

Cepasbrasileiras de C. raciborskii
isoladas de diferentes regides do pais
demonstraram produzir saxitoxinas
(Lagos et al. 1999, Molica et al. 2002,
Bernard etal. 2003, Pomati etal. 2003).
As variantes de saxitoxinas caracteri-
zadas a partir de amostras de cepas
brasileiras de C. raciborskii até o mo-
mento foram: saxitoxina, neosaxitoxi-
na, dc-saxitoxina, dc-neosaxitoxina,
GTX-2, GTX-3, GTX-6 e uma nova
variante ainda ndo descrita.

Cepas européias de C. raciborskii
(alemas, francesa, hingaras e portu-
guesas) demonstraram ter efeitos toxi-
cos quando testadas em bioensaios
com camundongos. Dependendo da
cepa, observou-se danos causados ao
figado ou efeitos neurotoxicos em
neuronios de moluscos (Bernard et al
2003, Saker et al 2003, Kiss et al 2002).
Em todos esses casos, entretanto, nio

dc-Stx

Stx

NeoStx

mV
NeoStx
Stx

0 2 4 6 8 10 se identificou a producio de cilindros-
X permopsina, nem tampouco de saxito-
Minutos xinas por essas cepas. Provavelmente

Figura 4. Andlise de saxitoxinas por cromatofrafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector ~ (rata-se de um novo composto, cuja
de fluorescéncia e derivatizagio pés-coluna de acordo com método descrito por Oshima (1995).  estrutura quimica e atividade toxicolo-
Amostra de 8 de maio de 2002 da ﬂoragﬁo de C. raciborskii do reservatorio Tapacuré (3.) Foram gica ainda precisam ser determinadaS.
identificados trés picos, cujos tempos de reten¢ao coincidem com os tempos de retencao dos

padroes (b e ¢). Neosaxitoxina (NeoStx), saxitoxina (Stx) e dc-saxitoxina (dc-Stx).

_ | | _
Figura 5: Ocorréncia de C. raciborskiino mundo segundo Padisik (1997). 1. Indonésia. 2. Filipinas. 3. Bruma. 4. China. 5. India. 6. Sri Lanka. 7. Austrdlia.
8. Republica Democritica do Congo, Malaui, Quénia, Ruanda, Zambia, Zimbabue, Uganda. 9. Africa do Sul. 10. Nigéria. 11. Rio Nilo. 12. Moldavia,
Turquimenistio, Afeganistio, Cazaquistio, Russia, Usbequistio, Mar Caspio. 13. Alemanha, Austria, Franga. 14. Espanha. 15. Grécia. 16. Hungria. 17.
Minenesota, EUA. 18. Kansas, Estados Unidos 19. Texas, Estados Unidos. 20. Flérida, Estados Unidos. 21. México. 22. Nicardgua. 23. Cuba. 24. Venezuela.
25. Brasil. a. Lago Paranod, DF; b. Lago da Pampulha, MG; c. Reservatério de Itaipd, PR; d. Lagoa dos Patos, Lago Chinés e Lago Gatcho, RS.
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Tabela 2 -Ocorréncia da espécie Cylindrospermopsis raciborskii
em reservatorios de diversos Estados do pais e no Distrito Federal.

Localizacio Referéncia*
Distrito Federal Branco & Senna (1991)
Espitito Santo Femandes (2003)
Goias Bazza et al. (1999)
Minas Gerais Jardimet al. (2001)
Paraiba Mendes et al. (2003)
Parana Borges et al. (2003)
Pemambuco Bouvy et al. (2000)
Rio de Janeiro Huszaret al. (2000)
Rio Grande do Norte Panosso et al. (2003)
Rio Grande do Sul Proenca et al. (2002)
Santa Catarina Komakovi et al. (1999)
Sa0 Paulo Souza et al. (1998)
Tocantins Silva et al. (2003)

* Citou-se apenas uma referéncia por estado, porém a maioria possui mais
de um registro.

Figura 6. Filamentos retos e espiralados de C. raciborskii. a-d) Cepa espiralada Recife/
PE-Brasil com heterocitos (célula especializada na fixagao do N, atmosférico) terminais.
a e c. contraste de fase evidenciando os aerétopos que sio responsaveis pela flutuacio
e migracao do filamento na coluna d"dgua. e) Cepa reta Arcoverde/PE-Brasil com
heterocitos terminais. f) Material da natureza nao cultivado coletado no reservatorio de

Jucazinho-PE. Fotos dos autores.
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A invasio de
Cylindrospermopsis
raciborskii

A espécie Cylindrospermopsis
raciborskii(Woloszynska) Seenayya et
Subba Raju foi descrita pela primeira
vez em Java e adjacéncias e tornou-se
extremamente invasiva, ocorrendo tan-
to em dguas de regides tropicais e
subtropicais como temperadas (Padisak
1997, Bouvy et al. 2000) (Figura 5).
Apesar de poderem ser dominantes
durante o anotodo, sio mais comumente
encontrados em periodos restritos, ge-
ralmente secos e de baixa pluviosidade.
Esta cianobactéria possui multiplas es-
tratégias adaptativas, tais como resis-
téncia a herbivoria, tolerincia as baixas
irradiacoes, possibilidade de migracio
na coluna d’agua buscando estratos
ricos em nutrientes e luz, tolerancia as
altas concentracoes idnicas, armazena-
mento e utilizacao de reservas
intracelulares de fosforo, alta afinidade
ao NH," que € a forma energeticamente
mais acessivel de nitrogénio, ou na sua
falta, podem fixar o N, atmosférico e
flexibilidade as grandes variacoes de
condutividade elétrica.

Nas duas ultimas décadas docu-
menta-se a freqtiente ocorréncia de C.
raciborskiinas aguas dos reservatorios
e acudes em diversos estados do Brasil
(Tabela 2). Uma das regides com in-
tensos registros de sua presenca € a
Nordeste, mais especificamente o esta-
do de Pernambuco (Bouvy et al. 1999,
2000; Huszar et al. 2000). Os reservato-
rios desta regiao possuem excelentes
condi¢cdes para o desenvolvimento
desta espécie, tais como, corpos d ‘dgua
rasos, estabilidade na coluna d“agua
devido a pluviosidade baixa, longo
tempo de reteng¢ao da dgua (ou ausén-
cia de renovacao), irradiacdes e tem-
peratura altas além de valores de pH
acima de 8,0 (Bouvy et al. 2000).
Segundo Bouvy et al. (2000), dos 39
reservatorios amostrados por todo es-
tado de Pernambuco, entre setembro e
novembro de 1998, 31 apresentaram
floracdes de C. raciborskii e, em 17
destes, esta cianobactéria representou
50% da densidade do fitoplancton to-
tal. No mesmo periodo, situaciao seme-
lhante foi relatada na Australia no
estado de Queensland entre outubro
de 1997 e junho de 1999. Dos 47
reservatorios de dgua amostrados, 35
apresentaram populacoes de C.



raciborskii(McGregor & Fabbro 2000),
sendo que em 15 esta espécie foi
dominante sazonalmente e em 1 du-
rante o ano inteiro.

Morfologia de
Cylindrospermopsis
raciborskii

Segundo os critérios morfologi-
cos tradicionais, a forma do filamento
¢ um carater taxondmico que distin-
gue espécies diferentes. Segundo
Komarkova (1998), as formas retas
sao identificadas como C. raciborskii
e as espiraladas C. philippinensis
(Taylor) Komirek e C. catemaco
Komarkova-Legnerova et Tavera. No
entanto, admite-se atualmente que é
proprio de C. raciborskii apresentar
uma extensa plasticidade fenotipica
refletindo-se em filamentos retos,
sigmoides ou espiralados que podem
ocorrer simultaneamente (Figura 06).

Filamentos espiralados de C.
raciborskii, apesar de distribuicao mais
restrita no mundo, sao freqlientemen-
te relatados para o norte da Austrilia,
em Queensland (Fabbro et al 1996,
McGregor & Fabbro 2000, Saker et al.
1999, Dyble et al. 2002) e sudeste da
América do Norte, na Flé6rida. No Bra-
sil, do nosso conhecimento, popula-
coes de C. raciborskii com filamentos
espiralados apenas foram registrados
para a regido Nordeste (Bouvy et al.
1999, 2000) (Figura 6).

Populagoes com filamentos retos
e espiralados de um lago na Australia
foram caracterizadas geneticamente
através das andlises de seqiiéncias do
16STRNA (Saker et al. 1999). Formas
retas e espiraladas apresentaram-se
com alta similaridade genética (99,8%)
indicando que se tratava de uma Gnica
espécie, apesar dos seus comporta-
mentos levemente diferenciados em
testes ecofisiologicos (Sakeretal. 1999,
Saker & Neilan 2001). Wilson et al.
(2000), utilizando uma técnica mais
discriminatéria do que a anterior, en-
contraram resultados semelhantes atra-
vés de seqiiéncias do 7poC1, que codi-
fica para a subunidade y da RNA
polimerase, obtidas por iniciadores
desenhados especificamente para
Cylindrospermopsis. Entretanto, as ce-
pas com morfologia espiralada foram
agrupadas utilizando-se RAPD (random
amplified polymorphic DNA) e STRR
(short-sequence tandem repeat region)

(Wilson et al. 2000, Neilan et al. 2003).

Apesar de esta espécie ter sido
descrita como um taxon de interesse
apenas em areas tropicais, floracoes
tém sido freqlientemente registradas
em regides temperadas da Australia,
Europa e nas Américas do Norte e Sul
levando pesquisadores de diversas
partes do mundo a se dedicarem ao
estudo da espécie.

O uso de seqii€ncias de
DNA como ferramenta
basica no entendimento da
dispersao e producio de
toxinas

Genes que codificam para a c-
ficocianina como o ¢pcB e ¢pcA estio
presentes em todas as cianobactérias
e ausentes em outras bactérias e
microalgas. As regides espacadoras
entre estes genes tém se tornado uma
alternativa para a utilizacao daquelas
altamente conservadas. A regiao do
locus da ficocianina possui seqiiénci-
as com taxas de substituicoes mais
altas do que aquelas do 16S rDNA
(Nelissen et al 1996, Ishida et al. 1997,
Lyra et al. 2001).

Neste estudo foram utilizadas se-
quéncias inéditas obtidas do espacador
intergénico do operon da ficocianina
(cpcBA-IGS) de cepas C. raciborskii
com morfologias reta e espiralada de
dois corpos d“agua do nordeste do
Brasil. Além destas, foram utilizadas
sequéncias de cepas australianas, eu-
ropéias e americanas disponiveis no
GenBank. Numero de acesso as se-
quiéncias estao na Figura 7.

As 19 cepas analisadas apresenta-
ram-se com alta similaridade genética
mostrando tratar-se de uma Gnica es-
pécie (Figura 7). Porém, foram clara-
mente distribuidas em dois grupos:
Grupo 1) com cepas australianas,
produtoras de cilindrospermopsina, e
européias (Alemanha, Hungria e Por-
tugal), nao-produtoras de cilindros-
permopsina, mas sim de um composto
toxico ainda nao caracterizado (Neilan
et al. 2003); e Grupo 2) com cepas
americanas (EUA e BrasiD). No grupo 1
nao foram evidenciadas distingoes entre
regiodes geogrificas, toxinas produzi-
das e morfologias reta e espiralada.

O grupo 2 apresentou cepas dis-
tribuidas segundo a regido geografica
(Flérida e Brasil) e morfologia do
filamento (espiralado ou reto). Con-

tudo, a unica exce¢ao foi a cepa
Arcoverde/PE-Brasil que nao se agru-
pou segundo os critérios acima. Das
cepas americanas, apenas as de
Billings/SP-Brasil e Amparo/SP-Bra-
sil (Lagos et al. 1999) tiveram suas
toxinas analisadas através de CLAE e
constatou-se a presenga de saxitoxi-
nas. Até o momento, em nenhuma
linhagem analisada de C. raciborskii
foi constatada a presenca de cilin-
drospermopsina (Proenca et al. 2000;
Molica et al. 2002). Em bioensaios
com camundongos a cepa Arcoverde/
PE-Brasil produziu efeitos neurotoxi-
cos, enquanto a Recife/PE-Brasil foi
toxica, porém nao foi possivel deter-
minar a natureza da toxina. Todas as
cepas brasileiras de C. raciborskii
toxicas analisadas até hoje foram pro-
dutoras de saxitoxinas.

Consideracoes finais

As sequéncias do ¢pcBA-IGS pos-
sibilitaram, de uma forma geral, a dis-
tincio entre regides geograficas e
morfologias espiralada e reta entre as
cepas americanas, mas nao entre as
australianas e européias. Isto poderia
indicar que ha outros fatores refletidos
nas informacdes moleculares que esta-
riam influenciando na topologia do
cladograma. Apesar da necessidade de
maior detalhamento e ndmero de isola-
dos de C. raciborskii analisados em
relagio aos seus aspectos moleculares,
toxicologicos e ecofisiologicos, hd indi-
cios que haja uma ligacao entre o
composto toxico produzido e sua dis-
tribuicao geografica. Baseado nisto,
pode-se propor que populacoes aus-
tralianas, européias e americanas evo-
luiram separadamente apds a separa-
cao dos continentes, contrariando as
especulacdes de Padisik (1997), se-
gundo as quais, a Austrilia e Africa
seriam os centros de radiacao de C.
raciborskii para Europa e América por
possuirem ambientais mais favoraveis
ao desenvolvimento destas populacoes.

Segundo um modelo evolutivo
proposto para eucariotos com reprodu-
¢ao sexuada (Brussard 1984), popula-
¢oes geneticamente diversas estio no
centro da variacio de uma espécie,
enquanto que aquelas as margens apre-
sentam-se mais homogéneas. Para Dyble
etal. (2002), a grande diversidade gené-
tica encontrada entre as cepas america-
nas quando comparadas com as austra-
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lianas e européias, pode indicar intro-
ducio recente da espécie ou evolucao
molecular acelerada. A diversidade ge-
nética de cianobactérias no Brasil ainda
¢ pouca estudada, mas ha dados que
evidenciaram a alta variabilidade em
cepas de Microcystisnas quais genotipos
diferentes coexistem em diversos cor-
pos d’agua do Brasil, utilizando o
cpcBA-IGS (Bittencourt-Oliveira et al
2001) e o gene mc)B, que codifica para
asintetase de microcistina (Bittencourt-
Oliveira 2003).

C. raciborskii foi registrada pela
primeira vez na América do Norte em
1955 (Prescott & Andrews 1955) e, no
Brasil, iniciaram-se os relatos de floracoes
apos o enchimento do lago Paranod-DF
em 1960 (Palmer 1969). Comparando-se
com os primeiros registros de C.
raciborskii no mundo (Padisak 1997) a
presenca desta cianobactéria na Améri-
ca nao € um evento recente, porém o
aumento das floracoes parece estar rela-
cionado ao favorecimento das condi-
¢cOes ambientais.
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As populagoes presentes em cor-
pos d"dgua americanos podem ser
resultados de uma evolucao molecu-
lar acelerada favorecida pelas condi-
¢Oes ambientais altamente propicias
a introducao de novas linhagens e o
constante intercimbio genético pro-
movido por aves migratorias entre
América do Norte e Sul. Diversas
espécies de magaricos (Scolopacidae)
tais como Tringa solitaria, T. flavipes,
T. melanoleuca etc., vindo da Amé-
rica do Norte cruzam o Brasil em
direcao ao sul com diversas paradas
para descanso e alimentacao emaguas
calmas o que possibilitaria agirem
como vetores na dispersao de esporos.

A diversidade genética encontra-
da em determinadas regides pode ser
o resultado de estresse ambiental
(Dvornyk & Nevo 2003) causado por
diversos fatores naturais (por ex.: El
Nino) ou antropogénicos (por ex.:
poluicao). Além disso, mutacodes neu-
tras, eventos de recombinacao e ele-
mentos moveis podem favorecer o
estabelecimento de populacdes ge-
neticamente polimorficas.

A invasiao crescente de C.
raciborskii, produtora de diversos com-
postos toxicos em corpos d“dgua por
todo o mundo, principalmente em regi-
oes onde nao havia qualquer registro
de sua ocorréncia, alerta para a pre-
mente necessidade de investigacoes
genéticas em populacdes de diferentes
regides geograficas para subsidiar o
entendimento atual em relacio a pro-
ducao de toxinas, limites ecofisiol6gicos
e dispersio, visando o manejo destas
populacdes na natureza.
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Introduciao

O processamento do tomate é
um dos segmentos mais importantes
da industria agroalimentar brasileira
evem ganhando mais adeptos, ja que
a area plantada com tomate rasteiro
cresceu bastante na década de 90.
Dos 60 mil hectares de tomateiro
cultivados, cerca de 40% sio destina-
dos a industria. O valor global de
mercado foi de US$800 milhoes na
virada do milénio (Filgueira, 2000).
As principais areas de producao en-
contram-se nas Regides Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste (Faria et al.,
2000). O tomate é a hortalica com
maior volume de comercializacio no
Brasil — 3 milhoes de toneladas por
ano (IBGE, 2000).

No inicio da década de 90, a
agroindustria de tomate expandiu-se
para novas regioes, especialmente no
Cerrado, compreendendo dreas dos
Estados de Goids e de Minas Gerais.
Em 2000, o Cerrado tornou-se a mais
importante zona de producao de to-
mate industrial do pais, com 77% da
area plantada, seguido de Sao Paulo,
com 14%, e da Regiao Nordeste, com
apenas 9% (Melo, 2001). Naquele pe-
riodo, também houve um incremento
extraordindrio da produtividade, que,
de cerca de 34,6 t/ha, em 1990, foi
para 67 t/ha, na safra de 2000.

Um fator limitante no cultivo do
tomateiro sao as doencas virdticas,
principalmente, devido a dificuldade
de seu controle. No submédio Sao
Francisco (PE e BA), os principais
problemas estdo relacionados com a
estrutura produtiva, embora as condi-

¢coes agroecologicas locais sejam fa-
vordveis a obtenc¢ao de matéria-prima
de elevado padriao de qualidade e a
custo mais baixo que nas demais
areas de producao do pais, como Sao
Paulo, Minas Gerais e Goids. Nessa
regido, a producio de tomate para
industria esta concentrada nas maos
de pequenos e médios produtores
que, por utilizarem um sistema de
manejo tecnologicamente ineficiente,
obtém uma produtividade muito bai-
xa, em torno de 30 t/ha nas ultimas
safras; enquanto, no interior de Sao
Paulo, esse indice é de 65 t/ha sob
condicoes climaticas favoraveis.

A produciao mundial de tomate
para processamento industrial nos Glti-
mos dez anos oscilou entre 22,6 € 29,6
milhoes de toneladas anuais. Entre os
maiores produtores estao os Estados
Unidos, a Itdlia, a Turquia, a Espanha,
a Grécia e o Brasil (Silva & Giordano,
2000). A previsao de safra do tomate
para consumo e para a induastria, para
janeiro de 2003, foi de 3.567,080 tone-
ladas, com um rendimento médio de
58.422 kg/ha e uma drea plantada de
61.057 hectares (IBGE, 2003).

A familia Geminiviridae possui
alguns dos fitovirus de maior impor-
tancia econdmica no Brasil e no mun-
do. Juntamente com os Tospouvirus,
0s Geminivirus sio considerados vi-
rus emergentes, pois a incidéncia e a
severidade das doencas causadas por
eles tétm aumentado consideravel-
mente nas ultimas décadas, o que
parece estar mais relacionado com a
explosao populacional de seus res-
pectivos insetos vetores do que com
o virus propriamente dito.
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Fig. 1. Padroes de bandas de RAPD produzidos pelos primers OPP02, OPP03, OPP04, OPP05, OPP06 e OPP19. LA: linhagem

LA3473, resistente a geminivirus, VIRA: cultivar Viradoro, suscetivel a geminivirus, 1:10 e 1:50: diluicoes do DNA.

Os geminivirus, assim chama-
dos por estar o seu DNA fita simples
disposto em dois componentes cir-
culares, sao virus transmitidos por
moscas-brancas do complexo Bemisia
spp. que infectam dicotileddneas, e
que tém .causado severos danos em
diversas culturas pelo mundo, princi-
palmente nas regides tropicais e
subtropicais. Em muitas areas, cons-
tituem-se o mais grave entrave para a
producao de mandioca, feijao, pi-
menta, tomate e algodao. No Brasil,
como em toda a América Latina, os
geminivirus causam enormes prejui-
zos a producao de feijao, infectando-
o com a doenca conhecida como
BGMV ou Mosaico Dourado do
Feijoeiro (Hanson & Maxwell, 1999).

A sintomatologia nao € parame-
tro suficiente para identificar e dife-
renciar os geminivirus porque os sin-
tomas dependem da época de infec-
¢ao da planta, do hospedeiro (culti-
var), de fatores ambientais, como al-
tas temperaturas e pouca chuva, que

favorecem o aparecimento do vetor e
da ocorréncia de infeccao viral multi-
pla. As técnicas moleculares tém per-
mitido o desenvolvimento de méto-
dos de deteccao universal para toda
uma familia ou ordem, ou especificos
para uma determinada espécie, de
forma eficiente, rapida, acurada e de
forma otimizada para virus. A reacio
em cadeia da polimerase (PCR) € uma
técnica especifica e extremamente
sensivel e tem sido utilizada para a
deteccao e o estudo da variabilidade
genética de geminivirus, tanto a partir
de tecidos de plantas como de DNA
extraido de insetos vetores (Mehta et
al., 1994, entre outros).

Os insetos do género Bemisia
sdo polifagos, com, pelo menos, 506
espécies de plantas hospedeiras dis-
tribuidas em 74 familias, entre mono-
cotileddneas e dicotileddneas. Como
hospedeiros preferenciais desse inse-
to, estdo as brassicas (brocolis, couve-
flor, repolho), as cucurbiticeas (abo-
brinha, melao, chuchu, melancia, pe-
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pino), as leguminosas (feijao, feijao-
de-vagem, soja), as solandceas (berin-
jela, fumo, pimenta, tomate, pimen-
tio), o algodao, a uva e algumas
ornamentais, como o bico-de-papa-
gaio (Euphorbia pulcherrima Willd.)
e o crisantemo (Chrysantemum
morifolium Ramat.). Tem sido tam-
bém relatada a sua ocorréncia em
plantas daninhas, como, entre outras,
o picao (Bidens pilosa L.), joa-de-
capote (Nicandra physaloides (L.)
Gaertn.), datura (Datura stramonium
L) guanxuma (Sida rbombifoliaL.),
pinhdo manso (Jatropha gossypifolia
L) e Macroptilium lathyroides (L.)
Urb. (Franca et al., 2000).

No Nordeste do Brasil, notada-
mente no Estado do Piaui, o género
Bemisia ocorre em varios hospedei-
ros. No entanto, € na cultura do caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp) que
esse género tem maior importancia,
pois a espécie B. tabaci é citada
como vetora do Mosaico Amarelo do
Caupi (Santos, 1982).



Os danos causados por B.
argentifolii podem ser de dois tipos:
direto, pela succao de seiva e acao
toxicogénica, além de liberacao de
secrecoes acucaradas que favorecem
o desenvolvimento da fumagina, e
indireto, pela transmissao de virus,
geralmente, pertencentes ao grupo
geminivirus. Com a introducdao do
estilete no tecido vegetal, os insetos
(adultos e ninfas) provocam altera-
¢oes no desenvolvimento vegetativo
e reprodutivo da planta, debilitando-
a e reduzindo, conseqiientemente, a
produtividade e a qualidade dos fru-
tos. Em altas densidades populacio-
nais, as perdas podem chegar a 50%
na producio. As manchas cloréticas
nas folhas sao causadas pela injecao
de saliva das ninfas e adultos durante
a succao. Infestacoes muito intensas
ocasionam murcha, queda de folhas e
perda de frutos (Franca et al., 2000).

Na cultura do tomate, os danos
diretos causados pela mosca branca
podem ser visualizados externamente
através de anomalias ou desordens
fitotoxicas caracterizadas pelo ama-
durecimento irregular dos frutos, cau-
sado pela injecao de toxinas durante
a alimentacdao do inseto. Ao mesmo
tempo, as excrecoes acucaradas pro-
duzidas pela mosca favorecem o de-
senvolvimento da fumagina sobre os
frutos e folhas, reduzindo a capacida-
de fotossintética da planta, e afetando
a qualidade e a producao dos frutos.
A desuniformidade na maturacio dos
frutos dificulta o reconhecimento do
ponto de colheita e reduz, no caso de
tomate para industria, a qualidade da
polpa (Haji et al., 1997).

De maneira geral, a acao dos virus
apresenta como sintomas caracteristi-
cos o amarelecimento total da planta,
nanismo acentuado e severo enruga-
mento das folhas terminais das plantas,
podendo ocasionar perda total da pro-
ducao (Haji et al., 1997). Quando o
virus infecta plantas ainda jovens, es-
sas tém o crescimento paralisado e as
perdas na producao podem variar de
40% a 70%. Para o tomate industrial,
também sao relatados sintomas como
clorose, nanismo e encrespamento das
folhas, pouca floracao e amadureci-
mento irregular dos frutos, causado,
provavelmente, por toxinas injetadas

pelo inseto, o que dificulta o reconhe-
cimento do ponto de colheita desses
frutos e reduza producao e aqualidade
da pasta, além de reduzir o grau brix.
Internamente os frutos sao esbranqui-
cados, com aspecto esponjoso ou
“isoporizados” (Franca et al., 2000).

Geminivirus no Brasil

O primeiro relato de geminivi-
rus em tomateiro, no Brasil, é da
década de 70 (Maytis et al., 1975).
Seis diferentes virus transmitidos pela
mosca-branca foram observados, sem,
entretanto, causarem danos de im-
portancia econdmica.

Em 1994, no Distrito Federal, foi
observada a ocorréncia de nova es-
pécie de geminivirus nao relatada em
outras regioes do mundo (Ribeiro et
al., 1994). Em 1995, a virose expan-
diu-se por toda a Regiao Centro-
Oeste, causando perdas médias de
40% a 100% (Bezerra et al., 1996).

Nos ualtimos anos, foram obser-
vados em tomateiros, em varias regi-
oes do Brasil, danos significativos
causados por geminivirus associados
a ocorréncia de B. argentifolii(Francga
etal.,1996). Em Minas Gerais, Rezende
et al. (1996) e Zerbini et al. (1996)
observaram perdas superiores a 50%
da producao no cinturdo verde de
Belo Horizonte e no Triangulo Minei-
ro. A clonagem e o sequienciamento
de fragmentos de DNA dos compo-
nentes A e B de geminivirus isolados
dessas duas regioes indicaram tratar-
se de dois geminivirus distintos (Ri-
beiro et al., 1998b). Em Sao Paulo, um
novo geminivirus em tomateiro foi
descrito por Faria et al. (1997). O
surgimento quase simultineo de no-
vos geminivirus que infectaram toma-
teiros na Regido Sudeste sugere uma
mudanca nas populacdes da mosca-
branca, com maior predominancia de
B. argentifolii sobre B. tabaci. Esse
fato criaria condicoes para que virus
que infectam plantas selvagens inva-
dam o tomateiro e, uma vez adapta-
dos ao novo hospedeiro, déem ori-
gem a um novo virus através de
recombinac¢ao ou reagrupamento de
componentes. Ressalte-se que os ge-
minivirus vém sendo relatados em
plantas daninhas amplamente disse-

minadas naquela regiao (Krause et al.,
1998, entre outros).

Na Regiao Nordeste, o primeiro
relato de geminivirus foi em 1996, no
municipio de Seabra, na Bahia. Sinto-
mas de mosaico amarelo foram obser-
vados em uma plantac¢io de tomateiro
com incidéncia da doenca em 100% da
cultura. A analise de tecido de plantas
sintomaticas revelou a presenca de
geminivirus com genoma bipartido
(Ribeiro et al., 1996). Naquelas areas,
100% das plantas com menos de dois
meses apos o transplante apresenta-
vam-se infectadas (Bezerra etal., 1997).
Semelhantemente ao relatado para
outras regiodes, o aparecimento de
geminiviroses naquela drea ocorreu
apos o surgimento e a explosao da
populacio de B. argentifoliiem 1995 e
em 1996, em culturas de importancia
econdmica para a regiao, como melao,
melancia e tomate.

Em 1997, a doenca foi relatada
no submédio Siao Francisco, a maior
regiao produtora de tomate para pro-
cessamento industrial do Brasil (Be-
zerra et al., 1997). Até o momento, a
caracterizacao molecular de geminivi-
rus coletados no submédio Sao Fran-
cisco mostra a presenca de trés novas
espécies nao relatadas em outras regi-
oes do mundo. Foram encontradas
infeccdes mistas em uma planta, su-
gerindo que a situacao € mais comple-
xa que a relatada até o momento em
outras regioes (Ribeiro et al., 1998a).
De acordo com Faria et al., 1997,
ainda naquele ano foi detectada uma
nova espécie de geminivirus, deno-
minada risca amarela da nervura do
tomateiro (fomato yellow vein streak
virus, TYVSV). No Estado do Rio de
janeiro, foi também observada a pre-
senca de geminivirus em amostras
coletadas no municipio de Campos.

No ano de 1998, foi detectada a
presenca de geminiviroses em mate-
rial coletado no Cearad (Bezerra et al.,
1998). Considerando-se o alto grau
de severidade de doencas causadas
por esses virus, a relativa inexisténcia
de fontes naturais de resisténcia no
Brasil, a ampla gama de hospedeiros
(plantas daninhas, silvestres e plan-
tas ornamentais) e a pouca informa-
cao referente as espécies encontra-
das no pais, essa &, atualmente, a
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principal doenca de tomate nas regi-
oes produtoras dessa hortalica para
processamento industrial.

Técnicas diagnosticas de
fitovirus

Os virus de plantas sio conheci-
dos por sua extraordinaria diversida-
de genética, tanto dentro da mesma
espécie como entre espécies diferen-
tes. Para o diagnostico correto de
uma doenca viral, muitas vezes faz-
se necessaria a aplicacio de dois ou
mais métodos para o diagnostico
correto do virus em estudo. A esco-
lha deve ser fun¢ao da sensibilidade,
exatidao e reprodutibilidade do mé-
todo, quantidade de amostras pro-
cessadas em um determinado perio-
do de tempo, custo do material utili-
zado, sofisticacio dos aparelhos e
adaptabilidade as condi¢oes de tem-
po (Zambolim, 1999). Diversos mé-
todos tém sido empregados para de-
tectar geminivirus em tomate, inclu-
indo técnicas sorologicas e PCR.

O RAPD

O RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”) € uma técnica
derivada da PCR. Uma das limitacoes
da PCR ¢ a necessidade do conheci-
mento prévio das seqiiéncias de nu-
cleotideos que flanqueiam a seqtién-
cia do DNA de interesse. Para que se
conhecam essas seqiiéncias, sao ne-
cessarios a clonagem e o seqiiencia-
mento da regido. Por isso, com exce-
¢do de alguns genes de seqiiéncia
conhecida, a PCR apresentou, inicial-
mente, uso limitado como técnica
para a obtenc¢ao de marcadores mole-
culares. O grande avanco na area de
marcadores moleculares baseados em
PCR ocorreu em 1990, com a idéia de
se utilizar primers mais curtos e de
sequiéncia arbitrdria na reacao de am-
plificacao, eliminando assim a neces-
sidade do conhecimento prévio da
sequiéncia. Essa técnica foi desenvol-
vida, independentemente, por dois
grupos nos Estados Unidos. Williams
et al., em 1990, patentearam a tecno-
logia com o nome mais comumente
utilizado, RAPD, ou seja, DNA poli-
morfico amplificado ao acaso.

Objetivo

Através da técnica de RAPD, é
possivel distinguir cultivares resis-
tentes de cultivares suscetiveis a
geminiviroses, gerando um padrao
de bandas especifico para cada gru-
po. Folhas jovens de plantas da linha-
gem LA3473 e da cultivar Viradoro
foram submetidas a analise por RAPD
na tentativa de encontrar marcadores
que identificassem resisténcia ou sus-
cetibilidade.

Material e métodos

Viradoro ¢ uma cultivar desti-
nada ao processamento industrial,
resistente ao Viracabeca do toma-
teiro (Tospovirus), a mancha-de-
estenfilio (Stemphbylium solani
Weber), a murcha-de-fusarium
(Fusarium oxysporum (Schlecht.)
f. sp. Lycopersici (Fol) (Sacc.) raca
1) e ao nematéide das galhas
(Meloidogyne spp.), porém susceti-
vel a geminivirus. Como caracteris-
ticas principais dessa cultivar po-
dem ser citados: habito de cresci-
mento determinado, excelente co-
bertura dos frutos, sendo estes fir-
mes e de formato quadrado-oblon-
go, maturacao uniforme, com colo-
racio externa vermelho-escuro
brilhante. O brix varia de 4,4% a
4,7% e o peso médio dos frutos é de
70 a 80 gramas. Em condi¢coes expe-
rimentais, Viradoro tem alcancado a
produtividade de 90 toneladas por
hectare. Essa cultivar foi seleciona-
da a partir de cinco ciclos de autofe-
cundacao desenvolvidos apds o quar-
to retrocruzamento sucessivo para a
cultivar IPA-5, tendo como progeni-
tor nao recorrente a linhagem TSW-
10, com resisténcia a Tospovirus.

A linhagem LA3473, resistente a
geminivirus, possui habito de cresci-
mento determinado médio, porte mé-
dio, frutos alongados de tamanho
médio, produz aproximadamente 15
frutos por quilo e sua provavel ori-
gem ¢ Israel. Essa linhagem possui o
gene wilt, cujos sintomas sao muito
semelhantes aos sintomas apresenta-
dos pelas plantas infectadas com ge-
minivirus (Ednardo Ferraz, comuni-
cagdo pessoal).
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Semeadura do material

Sementes da linhagem LA3473
e da cultivar Viradoro foram
semeadas em bandejas de isopor
proprias para este fim e colocadas
em casa de vegetacao. A percenta-
gem de germinacdo foi geralmente
superior a 85%. A coleta do material
foi efetuada apos emissao da tercei-
ra folha do tomateiro, em média,
com 29 a 35 dias de idade, guardan-
do-se em sacos plasticos individu-
ais, etiquetados e armazenados em
freezer a temperatura de 80°C ne-
gativos até o momento da extra¢io
do DNA.

Extracao de DNA total

Para a extracio de DNA total,
utilizou-se o protocolo de Dellaporta
etal.(1983), com modificacdes. Uma
pequena amostra de tecido foliar jo-
vem (dois discos foliares) foi
macerada em nitrogénio liquido e
colocada em um tubo eppendorf de
1,5 ml com 700 pl do tampao de
extracao (100 pM de EDTA, 2,5 M de
NH,A_, 100 mM de tampao Tris, pH
8,0), sendo incubada em banho-maria
a 65°C. Apods o resfriamento, adicio-
naram-se-lhe 600pl de clorofil
(cloroférmio:dlcool isoamilico 24:1)
e a mistura foi centrifugada por 5
minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa
foi transferida para novos microtubos
e 1/10 do volume de SDS 20% + NaCl
1,4M foi-lhe adicionado. Apés a ho-
mogeneizacdo da solucio, repetiu-se
a extracao com 600 pl de clorofil. A
fase aquosa foi transferida para no-
vos microtubos. Adicionou-se 2/3 do
volume da solucao aquosa de
isopropanol gelado (-20°C). A se-
guir, os microtubos foram centrifuga-
dos a 7.000 rpm por 4 minutos. O
sobrenadante foi descartado cuida-
dosamente. O pellet foi lavado duas
vezes em 1 ml de etanol 70% e uma
vez em etanol 95%. O etanol foi
descartado e o precipitado ficou a
temperatura ambiente para secar e,
posteriormente, foi ressuspenso em
100 pl de tampao TE. Diversas dilui-
coes do DNA foram testadas, entre
elas: 1:10; 1:50; 1:100; 1:200; 1:500 e
1:1000.



RAPD

Foram empregados 20 primers da
série OPP (Operon Technologies Inc.)
para a amplificacdo do material, cuja
mistura basica continha: 10 ng de DNA/
ml, 2.5 pl dotampao de PCR (Amersham
Pharmacia) (10X); 1.7 pl de MgCl, (25
mM); 1.25 pl da solugao de dNTPs
(2mM cada); 2.5 pl do primer (4pM) e
0.4 pl de Taq polimerase (5 U/mb); dgua
q.5.p. 25 Y. O material foi submetido as
seguintes etapas de amplificacio: um
ciclo de desnaturacao a 94°C por 3 min.
seguido por 94°C por 15 seg., 42°C por
30 seg. e 72°C por 1 minuto. As trés
ultimas etapas foram repetidas quaren-
ta e trés vezes. A amplificacao foi con-
cluida a 72°C por 7 minutos.

Visualizacio do produto de
amplificacao

Os amplicons foram separados
em gel de poliacrilamida 6%. Os géis
foram fixados e digitalizados direta-
mente em scanner de mesa ou foto-
grafados sob transiluminacio com
luz branca e pelicula em cores.

Estimativa da quantidade
de DNA

A estimativa da quantidade de
DNA foi efetuada em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etideo,
utilizando-se um volume conhecido
de solucio de DNA (marcador de 100
pares de bases, Gibco) como padriao
para inferir a concentracio de DNA
nas amostras.

Resultados e Discussio

Atécnica do RAPD é muito utiliza-
da para o estudo da diversidade gené-
tica, constru¢do de mapas genéticos,
identificacao de marcadores ligados a
resisténcia a bactérias, fungos, virus,
determinacdo da pureza e identifica-
cao de hibridos, entre outros (Weikert-
Oliveira et al., 2002; Carvalho et al.,
2002). A velocidade, eficiéncia e
confiabilidade da metodologia RAPD
em conjunto com a andlise numérica,
torna essa técnica particularmente apro-
priada na formulacio de estratégias
para um manejo efetivo de colecoes de

germoplasma em termos de identifica-
cao de duplicatas, estimativa da diver-
sidade, monitoramento da erosio ge-
nética e aumento do uso das colecoes.

O método de extracao usado para
obter DNA a partir de discos foliares de
tomateiros permitiu a obtencao de DNA
com grau de pureza elevado, que pode
ser empregado em reacdes de RAPD,
sem inibicao da Taq polimerase por
componentes vegetais contaminantes.
O rendimento do método permitiu
obter uma quantidade bastante varia-
vel de DNA, tipicamente entre 2 ¢ 20
Mg de DNA, para cada 2 discos foliares.

Dos 20 primers constantes do kit
OPP empregado, apenas 8 produziram
produtos de amplificacao com DNA de
tomateiro. Ao se compararem os pa-
droes de bandas obtidos pela separa-
¢ao em eletroforese em SDS poliacrila-
mida dos produtos de amplificacio
gerados no RAPD (Figura 1), 6 primers
mostraram ser discriminativos, produ-
zindo um padrio de bandas para a
cultivar Viradoro muito distinto daque-
le obtido para a linhagem LA3473. Para
todos esses primers, ndo foram obtidas
bandas para a linhagem LA3473 quan-
dose empregou 1 pl de DNA de tomate
previamente diluido 10* vezes em TE.
Ao contrario, um padrio composto
por, pelo menos, 3 bandas nitidas foi
obtido para a cultivar Viradoro nessas
condicdes. A reducio da quantidade
de DNA alvo na reacao, pela diluicio
prévia do DNA extraido das plantas em
5 x 10% vezes, resultou no aparecimen-
to de uma a trés bandas de pouca
intensidade na amplificacio do DNA
obtido da linhagem LA3473 para 4
primers, conservando o padrio com-
plexo de bandas para a outra cultivar,
para os 6 primers selecionados.

Os padroes de bandas obtidos
paraa cultivar Viradoro nao foramidén-
ticos quando foram empregadas duas
diluicoes distintas de DNA alvo: exceto
para o primer OPP5, os padroes obtidos
tendiam a apresentar bandas de peso
molecular mais alto para a quantidade
maior de DNA alvo. Fontes e concentra-
coes de primers diferentes influenciam
o padrao de bandas e certos primers
produzem padroes de bandas mais
confidveis quando usados em concen-
tracoes mais altas do que o usual,
provavelmente porque o DNA gendmico

usado possui uma freqiiéncia muito
rara de sitios de anelamento para esses
primers, de modo que sua concentra-
¢ao efetiva para amplificacao € diminu-
ida no tubo da reacio. Esse efeito
também foi observado no mesmo labo-
ratorio quando se utilizou DNA de Musa
com os mesmos primers. No presente
trabalho, foi observado efeito seme-
lhante no padrao de bandas, com dife-
rentes concentracoes de DNA gendmico,
como, por exemplo, para a cultivar
Viradoro, a medida que havia um au-
mento da concentracio de DNA
gendmico, bandas de maior peso mole-
cular podiam ser visualizadas, com qual-
quer um dos cinco primers emprega-
dos, exceto o OPP5. A intensidade do
marcador RAPD esta associada ao grau
de homologia entre o primer e a amos-
tra ou a amplificacdo de outros frag-
mentos daamostra, o que pode explicar
o aparecimento de bandas de menor
intensidade no presente trabalho. O
poder discriminatorio dos primers alea-
torios nao depende somente do ndme-
ro de padroes gerados, mas também da
frequiéncia dos diferentes padroes.

Conclusio

Pode-se inferir deste trabalho que
a metodologia utilizada mostrou-se
satisfatoria para a discriminacao de
plantas de tomate resistentes e susce-
tiveis a geminivirus, visto que foi
obtido um padrao reproduzivel de
bandas para o material suscetivel.
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Introducio

Exopolissacarideos sio gomas
soliveis em dgua, produzidos por
uma ampla variedade de microrga-
nismos e possuem propriedades fisi-
cas peculiares, que favorecem o em-
pregonas industrias alimenticias, far-
macéuticas, petroliferas, entre outras
(Margaritis & Pace, 1985). Estes
biopolimeros podem ser degradados
por hidrolases especificas denomi-
nadas polissacaridases (Sutherland,
1999). Estas enzimas, amplamente
distribuidas em fungos, sao classifi-
cadas como B-glucanases quando
hidrolisam ligacdes B-D-glicosidicas
(Manners et al., 1976).

O crescente interesse no estudo
das B-glucanases concentra-se no seu
potencial de aplicacao industrial, con-
siderando a sua acao hidrolitica so-
bre diversas substincias naturais
(Warren, 1996; Kirk et al., 2002).

A atividade das glucanases ocor-
re em todos os estidgios do ciclo de
vida fungico, incluindo a autélise. A
resisténcia das hifas a lise celular tem
sido atribuida ao equilibrio entre a
sintese e a hidrélise de uma varieda-
de de ligacoes B-glicosidicas (White
et al., 2002). As B-glucanases estio
localizadas tanto no citoplasma das
células fangicas, como também liga-
das a parede celular (Santos et al.,
1979).

O papel das B-1,3-glucanases
fingicas na natureza parece estar
associado a morfogénese (Rapp,
1992). Em leveduras, estas hidrola-
ses tém sido estudadas devido ao seu
papel na germinacido, esporulacao e
crescimento celular, sendo expres-

Glucanases Fingicas

Producdo e aplicacoes das B-1,3 e B-1,6 glucanases

sas de diferentes maneiras durante o
crescimento vegetativo (McLeod et
al., 2003).

As B-glucanases fingicas estiao
associadas aos processos de sobrevi-
véncia, degradacao de polissacaride-
os (Noronha et al., 2000), patogenici-
dade (Vazquez-Garciduenas et al.,
1998), sendo que durante muito tem-
po se acreditou que a func¢io original
destas enzimas estaria relacionada a
promocao do crescimento e divisao
celular (McLeod et al., 2003).

Alguns fungos, tais como
Aspergillus, Fusarium, Rbizomucor
e Absidia, sio patogénicos para hu-
manos. Algumas drogas antifingicas
agem sobre estes microrganismos,
estimulando a acao de enzimas en-
volvidas no metabolismo de glucanas,
como as exo-f3-1,3-glucanases, que
estdo associadas com a diminuicao
da resisténcia a fagocitose (Lupetti et
al., 2003).

Em 1957, Stone descreveu a com-
plexidade das B-glucanases de
Aspergillus niger, relatando a presen-
ca de [-1,3-glucanases nas prepara-
¢coes de celulases provenientes deste
fungo. Reese e Mandels (1959) seleci-
onaram 140 fungos produtores
constitutivos de [-1,3-glucanases e,
através da analise por cromatografia
em camada delgada (TLC) dos produ-
tos resultantes da hidrélise enzimatica
de laminarina ($-(1 - 3)-glucana), pro-
puseram dois mecanismos de acio
para estas enzimas: (a) Endo-, consti-
tuindo uma acao randémica no subs-
trato, resultando em oligossacarideos
de maior peso molecular e (b) Exo-,
produzindo glucose como tnico pro-
duto de hidrolise.
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A cromatografia em camada delga-
da ainda ¢ utilizada para determinar o
modo de acio das B-glucanases.
Campbell e colaboradores (2003) anali-
saram os produtos de hidrolise dos
filtrados de meio de cultivo de
Aureobasidium pullulans incubados
com laminarina, escleroglucana e
epiglucana e verificaram moléculas de
glucose como os maiores produtos de
hidrolise. Esta observacao sugere que a
hidrolase produzida por Aureobasidivim
pullulans é uma exo-f3-1,3-glucanase.

Reese e colaboradores (1961)
foram os primeiros pesquisadores a
estudar as B-1,6-glucanases fungicas,
cuja atividade parece estar associada
a atividade de (-1,3-glucanase, em
alguns microrganismos (Pitson et al.,
1991). Estes pesquisadores observa-
ram que a hidrélise da pustulana ([3-
(1 - 6)-glucana) através de 3-1,6-glu-
canases resultou em moléculas de
gentiotetraose, gentiotriose, gentio-
biose e glucose, constatando que
estas enzimas sao do tipo endo e
atuam randomicamente.

A ocorréncia de glucanas do
tipo B-(1-06) na natureza é rara,
sendo que geralmente as ligacoes
glicosidicas deste tipo ocorrem em
conjunto com ligacdes do tipo [-
(1 - 3) em polimeros produzidos por
algas, leveduras, fungos e bactérias.

Em 1975, Villa e colaboradores
elaboraram uma hipétese sobre a exis-
téncia de uma exo-B-glucanase nao
especifica, que apresentaria tanto ati-
vidade hidrolitica nas ligacoes do tipo
B-(1-3) quanto B-(1-06), em filtra-
dos da levedura Pichia polymorpha.
Varios estudos foram desenvolvidos
sobre polissacaridases fingicas com
atividade de B-glucanases. A classifi-
cacao destas enzimas esta apresenta-
da na Tabela 1.

Producio e regulacio da
sintese de B-1,3 e 3-1,6-
glucanases

A relacao entre a atividade das
B-glucanases e a sintese e degrada-
cao das B-glucanas por seus respec-
tivos fungos produtores ainda nao foi
estabelecida (Pitson et al., 1991).

O fungo Sclerotium glucanicum
é produtor de uma B-(1-3)(1-06)-
glucana extracelular denominada es-
cleroglucana. Rapp (1989) analisou a
producao desta -glucana e as respec-
tivas hidrolases deste fungo utilizando
glucose 1% (p/v) como Unica fonte de
carbono; observou um decréscimo do
EPS e da biomassa no meio de cultivo,
acompanhado do aumento da ativida-
de das glucanases no periodo em que
a concentrac¢ao do substrato diminuiu.

A ocorréncia de atividade de -
1,3 e B-1,6-glucanase também foi
relatada no fungo Acremonium.
persicinum, o qual é produtor de
uma B-(1 - 3)-glucana extracelular.
Pitson e colaboradores (1991) veri-
ficaram a presenca destas polissa-
caridases nos sobrenadantes do
meio de cultivo, assim como no
citoplasma e na parede celular
fingica.

O fungo Acremonium sp. tam-
bém é produtor de trés (-1,3-gluca-
nases e uma [B-1,6-glucanase extra-
celular somente na presenca de
indutores como a laminarina,
pustulana ou escleroglucana. Jayus e
colaboradores (2002) analisaram a
producio de B-1,3 e B-1,6-glucana-
ses por Acremonium sp.; sugeriram
que a atividade de B-1,3-glucanase
encontra-se associada ao crescimen-
to fungico, ao contrario da atividade
da B-1,6-glucanase.

Pitson e colaboradores (1997)
constataram que existe uma aciao
sinérgica entre B-glucanases e [3-
glucosidases em Acremonium.
persicinum, ou seja, os produtos de
hidrélise das B-1,3 e B-1,6-glucana-
ses foram facilmente degradados
pelas B-glucosidases, gerando prin-
cipalmente glucose e também alguns
oligossacarideos.

Tabela 1. Classificacao das polissacaridases e exemplos de fungos produtores de enzimas capazes de
hidrolisar B-(1 - 3)- e B-(1 > 6)-glucanas

Polissacaridases

exo-P -1,3-glucanases
(EC 3.2.1.58)

endo- 0-1,3-glucanases
(EC 3.2.1.39)

endo- 3-1,6-glucanases
(EC 3.2.1.75)

[-glucosidases
(EC 3.2.1.21)

Microrganismos
Sclerotina libertiana
Penicillium italicum

Neurospora crassa

Aspergillus niger
Penicillium oxalicum

Sclerotium glucanicum
Trichoderma barzianum
Acremonium sp.
Aureobasidium pullulans
Trichoderma asperellum
Rbizopus arbizu
Trichoderma barzianum
Sclerotium glucanicum
Penicillium italicum
Neurospora crassa
Sclerotium glucanicum
Trichoderma barzianum

Acremonium sp.

Verticillium fungicola
Sclerotium glucanicum
Acremonium persicinum
Trichoderma atrovivide

Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento - Edicdo n° 30 - janeiro/junbho 2003

Referéncias
Manners et al. (1976)
Santos et al. (1977)
Del Rey et al. (1979)
Kéty et al. (1989)
Pitson et al. (1991)
Rapp (1992)
Noronha et al. (2000)
Jayus et al. (2002)
Campbell e al. (2003)
Bara et al. (2003)
Reese & Mendels (1959)

Vasquez-Garciduenias et al. (1988)

Rapp (1992)
Santos et al. (1977)
Del Rey et al. (1979)
Rapp (1989)
de la Cruz et al. (1993)
Jayus et al. (2001)
Amey et al. (2003)
Rapp (1989)
Pitson et al. (1997)
Donzelli et al. (2001)



A producio de B-1,3-glucanases
por fungos que nao produzem polis-
sacarideos € geralmente estimulada
pela presenca de paredes celulares
purificadas de outros microrganismos.
Noronha e colaboradores (2000) veri-
ficaram um aumento significativo des-
tas enzimas pelo 7Trichoderma
harzianum quando utilizaram pare-
des celulares fungicas purificadas de
Pythium sp., Rhizoctonia solani e
Sclerotium rolfsiicomo Unica fonte de
carbono, o que também foi verificado
por Bara e colaboradores (2003) para
o fungo Trichoderma asperellum. Es-
tes resultados sugerem que a regulacao
da expressio de B-1,3-glucanase nes-
tes fungos pode ser influenciada pela
quantidade de B-glucana presente no
meio de cultivo, que atua como agen-
te indutor.

O excesso de glucose ou outra
fonte de carbono facilmente fermenta-
vel reprime a producio de 3-glucanases
emalguns microrganismos. Rapp (1989)
observou que durante o crescimento do
Sclerotium glhucanicum, em excesso de
glucose ou xilose, a atividade de (-
glucanase nao foi detectada. A presenga
de glucose no meio de cultivo também
reprimiu a producio de B-glucanases
em Acremonium persicinum (Pitson et
al., 1991) e em Trichodernabarzianum
(Noronha et al., 2000). A sintese de [3-
glucanases nestes microrganismos ¢
regulada por repressao catabdlica, sen-
do que esta forma de controle tem sido
observada em outros fungos, incluindo
Neurosporacrassa, Penicilliumitalicuum,
Sclerotium rolfsii e Schizophyllum
commune (Rapp, 1989).

A desrepressao da formacao de -
glucanases em Sclerotiumglucanicum
durante o crescimento em concentra-
¢oes limitadas de glucose envolve ex-
tensiva autélise dos micélios fingicos

e a degradacio da B-glucana produzi-
da (Rapp, 1992). Durante a desrepres-
530, os oligbmeros gerados da parede
celular, durante a autdlise, aumentam
a atividade das -glucanases, devido a
seu curto tempo de permanéncia no
meio de cultivo (White et al., 2002).
A regulacao exercida pela
glucose envolve a repressao da ex-
pressio dos genes que codificam
estas enzimas. Uma vez consumida a
fonte de carbono, ocorre a desre-
pressio, resultando na sintese das [3-
1,3-glucanases (Noronha et al., 2000).
A regulacio e a sintese das [3-
glucanases estdo sujeitas a diferentes
mecanismos de controle, sendo que
estas diferencas podem ser explica-
das pelo papel metabdlico exercido
de acordo com cada microrganismo.
No fungo Trichoderma viride, a sin-
tese de B-1,3-glucanase acompanha
seu desenvolvimento celular (Del Rey
et al., 1979), enquanto que em
Neurospora crassa e Penicillium
italicum a producdo destas enzimas
ocorre paralelamente a reducao do
seu crescimento (Santos et al., 1977).
A glucose nao reprime a produc¢io
de B-glucanases pelo fungo filamentoso
Trichoderma viride e as enzimas sio
produzidas durante o crescimento na
presenca deste monossacarideo. Neste
fungo, as B-glucanases podem estar
envolvidas nos processos de formacio
da parede celular, ja que a atividade
especifica destas enzimas aumenta du-
rante o crescimento exponencial deste
microrganismo (Del Rey et al., 1979). A
glucose também nao exerce repressio
na produciao de B-1,3-glucanases por
leveduras, podendo atuar até como
agente indutor em alguns casos
(Saligkarias et al., 2002).
Estudos sobre a regulacao da
sintese de [3-1,3-glucanases pela fonte

de nitrogénio também tém sido reali-
zados (Pitson et al.,1996). O conheci-
mento dos mecanismos controladores
da atividade destas polissacaridases é
fundamental para se exercer o contro-
le sobre a autdlise dos fungos
filamentosos, seja para inducio, nos
casos de controle biol6gico, como na
prevencao, para aumentara producao
de metabodlitos de interesse em
bioprocessos (White et al., 2002).

Beta glucanases:
propriedades, atividade e
inibicao

Laminarina e pustulana sao ge-
ralmente usadas como substratos nos
ensaios enzimaticos utilizados na de-
terminacdo das atividades de -1,3 e
B-1,6-glucanases, respectivamente
(Rapp, 1989). Os parametros cinéticos
destas polissacaridases variam de acor-
do com o microrganismo estudado.

A atividade das P-glucanases
pode ser inibida pela presenca de
compostos como cloroférmio,
benzendides, organofosfatos, quelan-
tes, entre outros, podendo ocorrer
inibicao devido a concentracoes ele-
vadas de substrato e também dos
produtos reacionais (Rana et al.,
2003). Certos cations e anions assim
como compostos quelantes e deter-
gentes também podem inibir as (-
glucanases em diferentes niveis. A
Tabela 2 mostra o efeito de diferen-
tes metais e compostos inibidores de
B-glucanases fingicas.

Notario e colaboradores (1976)
verificaram que as -glucanases sao
proteinas 4cidas, carregadas negati-
vamente. A composicao em aminoa-
cidos revelou alta porcentagem em
aminoacidos acidos além de glicina e
alanina em grandes proporcoes.

Tabela 2. Efeito de diferentes metais e compostos sobre a atividade de 8-glucanases fiingicas.

Acao Compostos
- Cu*, NH_ " EDTA,
=] b 4 >
Alta Inibicao Hg*, P, SDS
Inibicio B gD o
Moderad Mn?', Fe*, Na
& 3 2+
Nao Inibitoia N2> POs> €07

Ca*, In*

Microrganismo

T. barzianum
S. glucanicum
A. niger

T. barzianum
A. niger

T. barzianum
A. niger

Referéncias
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Através da purificacio das -1,3-
glucanases fungicas, foi verificado que
os microrganismos nao produzemuma
proteina especifica, e, sim, um con-
junto de proteinas com diferentes
massas moleculares, pH e temperatu-
ra otimos, porém, com a mesma espe-
cificidade, ou seja, estes fungos pro-
duzem [B-1,3-glucanases diversas.

Os possiveis motivos da exis-
téncia desta multiplicidade enzimati-
ca inclui a expressao de genes dife-
rentes e as possiveis modificacoes
pos-traducional (Jayus et al., 2001).

O Trichoderma barzianum, por
exemplo, € descrito na literatura como
produtor de um complexo enzimatico
que contém pelo menos sete [3-1,3-
glucanases induzidas (Vazquez-
Garciduenas et al.,1998). Noronha e
Ulhoa (2000) purificaram uma (3-1,3-
glucanase de 29kDa produzida por
Trichoderma harzianum,; compara-
ram os parametros cinéticos e de
inibicio enzimatica desta hidrolase
com outras previamente purificadas
e concluiram que cada enzima pro-
duzida por este microrganismo € di-
ferente, e provavelmente, seja codifi-
cada por genes diferentes. Bara e
colaboradores (2003) também purifi-
caram as B-1,3-glucanases produzi-
das por Trichoderma asperellum e
verificaram que este microrganismo
¢ produtor de duas proteinas com
esta atividade.

Jayus e colaboradores (2001)
purificaram uma f-1,6-glucanase
produzida por Acremonium sp.;
verificaram que o peso molecular,

o pH e temperatura 6timos, eram
similares a outras 3-1,6-glucanases
microbianas estudadas, como as
de Trichoderma harzianum e
Acremonium persicinum.

Aplicacdes biotecnologicas
das polissacaridases

As aplicacoes biotecnologicas
dos polissacarideos sao limitadas,
devido aos problemas relacionados
com as modificacoes fisicas, quimi-
cas e enzimaticas, que sao necessari-
as para o desenvolvimento de novos
produtos (Ramesh & Tharanathan,
2003).

Técnicas de fermentacdo e bio-
tecnologia tém sido desenvolvidas
com o objetivo de sintetizar e modi-
ficar carboidratos, sendo baseadas
essencialmente no uso de polissaca-
rideos. No entanto, ha dificuldades
em tornar alguns processos econo-
micamente vidveis e também de se
obter enzimas especificas para a con-
versio de determinados substratos
(Vandamme & Soetaert, 1995).

A Tabela 3 apresenta algumas
das aplicacdes biotecnologicas das
B-glucanases de origem flngica.

O uso de enzimas pode repre-
sentar uma via alternativa, devido a
sua alta especificidade, na identifica-
¢ao quimica das B-glucanas fangicas
(Sutherland, 1984).

As B-1,3-glucanases sao especifi-
cas para substratos contendo seqtién-
cias lineares de trés ou mais unidades
de glucose unidas através por liga-

¢oes glicosidicas do tipo B-(1 - 3) con-
tendo uma extremidade terminal nao-
redutora. No entanto, um grau de
substitui¢ao moderado de residuos de
glucose pode ser tolerado, e as 3-1,3-
glucanases podem atuar sobre [3-
(1-3)(1-6)-glucanas, por exemplo
(Manners et al., 1976). Rapp (1992)
analisou os produtos de hidrdlise de
laminarina e escleroglucana, utilizan-
do a enzima parcialmente purificada
produzida por Sclerotivum glucanicum.
Sob as condicdes da andlise, a glucose
foi o Unico produto resultante da
hidrolise da laminarina, enquanto que
glucose e gentiobiose foram os pro-
dutos formados na hidrdlise da escle-
roglucana.

Kéry e colaboradores (1991) uti-
lizaram uma preparacao enzimatica
contendo B-1,3-glucanases produzi-
das pelo fungo Aspergillus niger,
para degradar uma glucana insolu-
vel de levedura, em fragmentos me-
nores e soliveis em dgua. A hidrdlise
da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae foi realizada no pH 6timo
de acio da B-1,3-glucanase utiliza-
da. Os fragmentos obtidos foram
separados por cromatografia de ex-
clusao molecular em Sephadex G-
50, sendo que mudang¢as no peso
molecular dos fragmentos de glucana
foram observadas de acordo com o
tempo de hidrélise.

As B-(1-3)-glucanas tém sido
investigadas por apresentarem uma
variedade de respostas biologicas
de defesa. Estas moléculas de ca-
deia linear e elevada massa molecu-

Tabela 3. Aplicacdes biotecnolégicas das 8-glucanases de origem fiingica.

Aplicacao Origem
Controle T. barzianum
Bl i T. atroviride
T. asperellum
Verticillium fungicola
Dieta Animal T. longibrachiatum
T. reesei
Complexo Enzimatico (Kyowa Hakko Co.)
Complexo Enzimatico (o-amilase, 8-glucanase,
xilanase)
Obtencao de R-ghicanase (BDH), Novozym 234 (Novo)
Protoplastos T. barzianum
Extrato de J3-1,3-glucanases fiingicas
levedura
Melhoramento T. barzianum
do vinho
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lar sao insoltveis em solugdes aquo-
sas neutras, enquanto seus oligdme-
ros de baixo peso molecular sao
altamente soluveis (Ramesh &
Tharanathan, 2003). A solubilidade
exerce influéncia significativa na
eficiéncia da ligacao do polissacari-
deo com o receptor, afetando o seu
efeito imunolégico (Tokunaka et al.,
2002). Muitas B-glucanas flingicas
possuem aciao imunomoduladora
quando administradas de maneira
intravenosa ou intraperitonial. A uti-
lizacao de [B-glucanas insoluveis
pode resultar na formacao de
granulomas, inflamacoes e dor, quan-
do administradas através da via
parental (Sandula et al. 1999).

Segundo Colleoni-Sirghie e co-
laboradores (2003) propriedades fisi-
cas das B-glucanas, como a viscosi-
dade e a solubilidade, dependem
nao somente do grau de polimeriza-
¢do, como também das pequenas
diferencas estruturais de cada polis-
sacarideo. A substituicio de residuos
B-(1 - 6)-glicosidicos na cadeia po-
lissacaridica favorece a solubilizacao
de B-(1-3)-glucanas em solucdes
aquosas. Estudos por RMN e difracao
de raio-x tém demonstrado que estas
substituicdes conferem as -glucanas
uma conformacdao em tripla hélice
(Ramesh & Tharanathan, 2003).

A aplicacao terapéutica dos
exopolissacarideos também depen-
de da conformacido espacial e das
propriedades reolégicas especificas
de cada macromolécula. A lentinana,
uma -(1 - 3)-glucana produzida por
Lentinus edodes, aumenta a resis-
téncia do organismo contra infec-
¢oes por parasitas e sua forma
sulfatada esta sendo estudada por
exibir potente acao anti-HIV. A
laminarina, produzida pela alga
Laminaria digitata, também é uma
B-(1 - 3)-glucana, porém, nao exibe
atividade biologica significativa
(Ramesh & Tharanathan, 2003).

O mecanismo de acio das (-
glucanas ainda nio € conhecido, mas
acredita-se que seja dependente da
massa molecular do exopolissacari-
deo, dos tipos de ligacoes glicosidicas
e residuos presentes, além da sua
conformacio espacial (Freimunda et
al., 2003). A atividade antitumoral
tem sido atribuida a capacidade de

formacao de gel de algumas glucanas,
sendo que derivados sulfatados de
alguns polissacarideos possuem apli-
cacao oftalmologica (Ramesh &
Tharanathan, 2003).

Estudos sobre sua estrutura e
conformacao utilizando B-glucana-
ses podem auxiliar no entendimento
sobre o seu modo de atuaciao (Pitson
et al., 1993) e também na obtencao
de oligossacarideos que apresentem
maior atividade biologica (Miyanishi
et al., 2003), visto que algumas
glucanas fingicas apresentam baixa
atividade biologica devido a sua bai-
xa solubilidade (Sutherland, 1998).

O basidiomiceto Schizophyllum
commune & produtor de uma (-
(1-3)(1-06)-glucana extracelular
que, especialmente na forma degra-
dada, pode seraplicada como agente
antitumoral, anti-hepatite, anti-HIV e
antiviral (Miinzberg et al., 1995).

Diferentes métodos, como
hidrolise acida e alcalina, digestao
enzimatica e irradiacao de ultra-som
, tém sido aplicados na despolimeri-
zacdo de biopolimeros, resultando
em fragmentos de menor massa mo-
lecular (Sandula et al., 1999). Altera-
coes estruturais envolvendo oxida-
¢ao quimica das cadeias com
periodato e reducdo com boroidreto
podem aumentar a atividade imuno-
moduladora e antitumoral de algu-
mas glucanas por proporcionarem o
aumento da solubilidade das mes-
mas (Sutherland, 1998).

Os carboidratos sao usualmente
classificados de acordo com o grau
de polimerizacio em acucares, oli-
gossacarideos e polissacarideos. Do
ponto de vista fisiologico, a classifi-
cacao ¢ feita de acordo com a
digestibilidade no intestino delgado,
sendo que os carboidratos que apre-
sentam menor digestao pelo organis-
mo sao divididos em amido resisten-
te, polissacarideos diferentes de ami-
do e oligossacarideos nao fermenta-
veis (Voragen, 1998).

Alguns oligossacarideos nao
fermentesciveis sao denominados de
pré-bidticos e podem ser definidos
como substancias nao digeriveis que
afetam beneficamente o organismo,
estimulando seletivamente o cresci-
mento de um ndmero limitado de
bactérias do trato intestinal, benefici-

ando a saude. Estas substiancias, in-
cluindo oligofrutoses, polidis e alguns
oligossacarideos, sao fontes de ener-
gia para a microflora benéfica do
organismo (Przemyslaw & Piotr, 2003).

Estudos tém sido realizados so-
bre a agdo destes compostos na pre-
vencao de infeccoes intestinais e can-
cer de célon, na resposta imunologi-
ca e na reducio dos niveis de
colesterol no soro (Holzapfel &
Schillinger, 2002).

Frutooligossacarideos retardam
a homeostase das células da parede
intestinal, enquanto oligossacaride-
os constituidos por manose podem
impedir a adesio de E. coli nas
paredes do intestino (Przemyslaw &
Piotr, 2003).

As intmeras aplicacoes dos oli-
gossacarideos na agroindustria, na
cosmetologia e na industria alimenti-
cia, e, particularmente, suas aplica-
coes na area de saude, tornam neces-
sario o desenvolvimento de métodos
eficientes para a producao destas
moléculas em escala industrial
(Monsan & Paul, 1995).

Com o advento da glicotecnolo-
gia, novas aplicacdes dos oligossacari-
deos tém sido desenvolvidas nas dreas
de alimentos, racoes animais, firmacos,
cosméticos e também como agentes
imunomoduladores e pré-bidticos, que
requerem a sintese especifica de oli-
gossacarideos através de processos téc-
nica e economicamente vidveis
(Remaud-Simeon et al., 2000).

Estudos investigativos sobre a
agao catalitica de algumas glicosida-
ses na condensacao de monossacari-
deos em oligossacarideos e na trans-
feréncia de residuos glicosidicos tém
sido relatados (Pitson et al., 1993).
Os oligossacarideos podem ser obti-
dos através de sintese enzimatica por
reacoes de polimerizacao, policon-
densacao e alongamento da cadeia;
através da acao de glicosidases, gli-
cosiltransferases, fosforilases e
glicosintases artificiais. O maior pro-
blema deste tipo de sintese € a dispo-
nibilidade limitada de enzimas espe-
cificas (Kobayashi et al., 2001). A
incubacao de B-glucanases com altas
concentragoes de glucose podem re-
sultar na producio de trealose, gen-
tiobiose, isomaltose, celobiose e la-
minaribiose. Heterooligossacarideos

Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento - Edicdo n° 30 - janeiro/junbo 2003

101



102

podem ser obtidos pela incubac¢io de
glucose com outros aceptores
glucosidicos (Pitson et al., 1993).

Ning e colaboradores (2003) pro-
puseram que a atividade biologica da
lentinana, uma B-(1 - 3)-glucana pro-
duzida por Lentinus edotes, depende
de sua estrutura em oligossacarideos.
Estudos anteriores relataram que so-
mente fracoes de alta massa molecu-
lar (>10kDa) obtidos através de
hidrélise parcial com acido férmico,
apresentaram atividade antitumoral
(Sasaki appud Ning et al., 2003). Oli-
gossacarideos com ligacoes do tipo 3-
(1-3) e B-(1-06) foram sintetizados a
partir de 1,2,5,6-di- O-isopropilideno-
a-D-glucofuranose como aceptor gli-
cosidico inicial, sendo que alguns oli-
gossacarideos sintetizados inibiram tu-
mores em ratos, efetivamente. Sharp e
colaboradores (appud Ning et al.,
2003) relataram que hexa- e heptassa-
carideos derivados de 3-(1 - 3)(1 - 6)-
glucanas apresentaram maior ativida-
de biologica do que o proprio
exopolissacarideo.

A conversao enzimdtica dos
polissacarideos em seus respectivos
monodmeros e/ou oligbmeros pode
ser realizada pelo uso de hidrolases e
transferases de origem microbiana.
Enzimas como xilanases, inulinases,
alginases, levanases e glucanases
hidrolisam seus respectivos polimeros
de maneira especifica (Vandamme &
Soetaert, 1995).

Myanishi e colaboradores (2003)
compararam o efeito de polimeros
de B-(1-3)-glucana de Laminaria
digitata e de seus oligdmeros obti-
dos pela acao de B-1,3-glucanases
de Bacillus clausii NM-1, em
mielomas humanos. Os resultados
sugeriram que a atividade citotoxica
detectada foi derivada dos monocitos
estimulados pelos oligossacarideos,
uma vez que a despolimerizacao
enzimatica parece ter sido essencial
para a estimulacao dos mondcitos
pela B-(1 - 3)-glucana.

De acordo com esta revisao da
literatura, foi possivel constatar que
este campo da biotecnologia tem
futuro promissor, considerando que
o desenvolvimento das pesquisas so-
bre as polissacaridases irao vencer as
barreiras determinadas pela insolu-
bilidade dos polimeros que apresen-

tam atividade biolégica, gerando mo-
léculas de pequena massa molecular,
soliveis, mas que preservam esta
atividade.

Portanto, além dos estudos para
compreender a atividade das glucana-
ses, que sao de extrema importincia
em todos os estagios do ciclo da vida
fangica, novos conhecimentos sobre
a producio, sintese e regulacio, por
via fermentativa dos microrganismos
produtores, sao também de interesse
biotecnolégico, visto que estes pode-
rdo gerar novas tecnologias para a
obtencao de firmacos, alimentos nu-
tracéuticos e produtos que favorecam
o bem-estar da populagio.
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Biosseguranca
em Biotérios

As respostas alérgicas vao desde
espirros até anafilaxia sistémica e mor-
te. Aproximadamente 33% das pesso-
as que desenvolvem alguma atividade
em biotérios apresentam reacoes de
hipersensibilidade e isto constitui um
sério problema de saude ocupacional
(Chan-Yeung & Malo, 1994). Esse per-
centual € trés vezes maior que em
qualquer outra atividade.

Descamacao da pele, pélo, sali-
va, soro, urina e tecidos animais sao
as principais fontes produtoras de
alérgenos. O contato ocorre durante
as atividades de alimentacao, limpe-
za de ambientes e de materiais,
inoculacio, sacrificio, cirurgia, cole-
ta de tecidos e fluidos corpéreos e no
transporte de animais (Harries &
Cromwell, 1982). Roedores possuem
proteinuria persistente e a urina € a
maior fonte de producio de alérge-
nos das espécies desta Ordem.

Os alérgenos sao proteinas es-
pecificas e, em sua maioria, ja estao
identificadas e caracterizadas.

No camundongo (Mus musculus)
foram identificados trés alérgenos re-
levantes:

e Mus m1l, uma pré-albumina
encontrada na urina, foliculos
pilosos e descamacao da pele.
Essa proteina € produzida nas
células do figado e sua concen-
tracdo no sangue € na urina €
em torno de quatro vezes maior
nos machos que nas fémeas,
devido ao gene responsavel pela

Alergia: um risco sempre presente

sua producio ser testosterona
dependente.

e Mus m2, uma glicoproteina
originada nos foliculos pilosos
e na descamacao da pele, po-
rém nao encontrada na urina.
e Mus m3, uma albumina que
tem sido demonstrada em 30%
dos pacientes alérgicos a ca-
mundongo.

No rato (Rattus norvegicus), dois
alérgenos foram identificados na uri-
na, saliva e pele:

e Rat n 1A, uma pré-albumina
produzida no figado;

e Rat n 1B, uma globulina tam-
bém produzida no figado.

Alérgenos da cobaia (Cavia
porcellus) nao estao bem caracteriza-
dos, embora tenham sido identifica-
dos dois fragmentos antigénicos Cav
p 1eCavp 2. Ambos sao encontrados
na urina, no pélo e na descamacio da
pele. No coelho (Oryctolagus
cuniculus), dois alérgenos estao bem
identificados, Ory ¢ 1 € encontrado
no pélo, na descamacio da pele e na
saliva; e o Ory ¢ 2, que € encontrado
no pélo, na descamacio da pele e na
urina (Bush et al., 1998).

Em geral, os alérgenos sao
carreados por pequenas particulas,
que podem permanecer em suspen-
s30 no ar por extensos periodos e
serem facilmente respiraveis. A ina-
lacado ¢ o meio mais comum de
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sensibilizacao. O contato com mem-
branas, mucosas e pele também sdo
vias de sensibilizacao, porém menos
comuns. Apos um periodo de tempo,
que pode ser de meses a anos, ou
quando se inalam quantidades sufici-
entes de alérgeno, desenvolve-se a
sensibilizacao do organismo. Quan-
do exposto novamente a um alérgeno
especifico, os sintomas da alergia
aparecem (Bardana, 1992). Os sinto-
mas variam de brandos, como coriza
e espirro (rinite alérgica); irritacao
ocular e lacrimejamento (conjuntivite
alérgica); vermelhidao, prurido e
erupg¢ao na pele (dermatite de conta-
to); congestao nasal; resfriado pro-
longado e repetitivo, a graves, que
caracterizam a asma alérgica, cujos
sintomas podem ser distinguidos por
dificuldade respiratoria, tosse e
estertores pulmonares. Os sintomas,
muitas vezes, aparecem rapidamente
apos a exposicao ao alérgeno, mas,
normalmente, ocorrem de duas a oito
horas apos essa exposicao.

Todas as pessoas que manusei-
am animais estao propensas a desen-
volverem sintomas alérgicos, porém
aquelas que ja demonstravam sinais
ou sintomas alérgicos, antes de ativi-
dades com animais, estao mais pro-
pensas a desenvolverem alergias ou
mesmo a asma. Pessoas que desen-
volvem sintomas de asma, proveni-
ente de alérgeno animal, freqiiente-
mente melhoram ou se recuperam
completamente se param de se ex-
por ao contaminante.

Os fatores de risco estao relacio-
nados com a susceptibilidade indivi-
dual e a exposiciao aos alérgenos no
ambiente de trabalho. A susceptibili-
dade € basicamente genética. A expo-
sicdo aos alérgenos no ambiente de
trabalho estd diretamente relacionada
com o tipo de atividade desenvolvida
e com o tempo de contato direto com
o animal ou com seus subprodutos.
N2o so6 as pessoas diretamente envol-
vidas com os animais estao propensas
a esse risco. Secretarias e pessoal da
administracio, que trabalham em am-
bientes no mesmo prédio do biotério,
estdo sujeitos ao contato com alérge-
nos carreados por diversos meios.

A prevencao se baseia em evitar
o contato com os alérgenos, uma vez
que eles sio constantemente produ-
zidos pelos animais e estio sempre
presentes no ambiente de trabalho.

No entanto, ja estao definidos e
disponiveis, procedimentos e equi-
pamentos que podem reduzir, ou
mesmo eliminar, a exposicao ao ris-
co de sensibilizacdao. Sao eles:

Uso de roupa apropriada e de
uso exclusivo no biotério, as quais
nao devem ser utilizadas fora dessas
instalacoes, com vistas a nao carrear
alérgenos para outras areas. Nao
devem ser lavadas em casa para
evitar a exposicao dos familiares a
esse risco. O ideal € que sejam
higienizadas por firmas especializa-
das, as quais possuem métodos apro-
priados para manuseio e higieniza-
¢ao de uniformes.

A superficie do corpo deve ser
protegida para que se evite o contato
de alérgenos com a pele; recomen-
da-se, portanto, além do uniforme, o
uso de luvas, mdscara e gorro sempre
que houver manipulagdo de animais
ou de seus subprodutos.

Vestimenta
Bio-Manguinhos / Fiocruz

Manter sempre limpo ambientes,
moveis e gaiolas de animais: O p6 da
racao e da forracao das gaiolas sao
veiculos transportadores de alérge-
nos. Manter o ambiente limpo é dimi-
nuir a concentragio de alérgenos,
minimizando, conseqiientemente, o
risco. Durante a limpeza, devem ser
tomados cuidados especiais para evi-
tar a exposicao aos alérgenos.
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Higienizacao de ambiente
Bio-Manguinhos / Fiocruz

Na manipulacio de animais e de
seus derivados, fazer uso, sempre que
possivel, de cabines de contencio
biologica ou de cabines de fluxo
laminar. A cabine de contencao biol6-
gica garante a seguranca do operador
pela contencio de particulas e micro-
organismos na area interna de traba-
lho e filtra o ar de exaustao através de
filtros de alto desempenho, o mesmo
acontecendo com modelos de cabine

Manejo animal sob cabine de contencio
biologica - IPEN/CNEN/SP

de fluxo laminar. Esses equipamentos
devem ser certificados a cada 12 me-
ses se 0 proposito €é somente a con-
tencao de particulados.

Adequar, se necessario, o siste-
ma de ventilacao e exaustao mecani-
ca. A exposi¢ao aos alérgenos em
suspensao no ar € afetada pelo mo-
delo de fluxo de ar, filtracio, tipo de
material usado na forracao das gaio-
las (“cama”) e umidade relativa. O
recomendado para se manter um ni-
vel aceitavel de alérgenos no ambi-
ente ¢ de 15a 20 trocas de ar (volume
doambiente por hora). A elevacioda



Cabine para descarte de rejeitos

Bio-Manguinhos / Fiocruz

umidade relativa diminui o nivel de
alérgenos em suspensio no ar, po-
rém, para a adocao dessa medida,
deve-se considerar que a faixa de
umidade relativa recomendada para
roedores € de 55% +/- 5%. O sistema
de ventilacdo e exaustao das areas de
animais deve ser independente de
outras areas do biotério.

O direcionamento do ar deve
ser, sempre que possivel, do opera-
dor para a gaiola de animais.

O uso de microisolador (gaiola
com filtro), estante ventilada ou sis-
tema de médulos para microisolador
diminui substancialmente a presenca
de alérgenos no ambiente. O princi-
pio sobre o qual se baseia o
microisolador € muito similar a placa
de Petri usada em bacteriologia. Mé-
todos fisicos e/ou quimicos sao utili-
zados para a esterilizacao da superfi-
cie interna da gaiola, as quais siao
manipuladas posteriormente em sis-
temas assépticos. Da mesma forma
que o filtro impede a entrada de
contaminantes na gaiola, também im-
pede a saida, para o ambiente, de
particulas que carreiam alérgenos. A
utilizacdo de cabine de fluxo laminar
ou de cabine de contensao biolégica
na manipulaciao dos microisoladores
deve garantir que a contaminacao
nao ocorra nesse momento, ou Seja,
esses equipamentos devem estar cer-
tificados e com seus instrumentos
calibrados. A utilizacao de estante

ventilada com sistema de filtracao de
ar permite o uso de gaiolas abertas.

Existem varios modelos de es-
tantes para alojamento de animais e
algumas com portas. Esses equipa-
mentos promovem um fluxo de ar
filtrado nos compartimentos inter-
nos que renovam o ar do interior das
gaiolas e possuem filtros de exaustio,
garantindo a contensao dos alérge-
nos. Esse sistema nao garante a
contenc¢ido de particulas para o am-
biente quando as portas sao abertas.
O uso de microisoladores em con-
junto com estantes ventiladas per-
mite um controle mais efetivo da
contaminag¢ao do ambiente por alér-
genos, bem como propiciam um
microambiente mais favordavel aos
animais, uma vez que a ventilacao
forcada favorece a troca de ar, dimi-
nui a umidade relativa e os odores
no interior da gaiola. Sistemas para
microisoladores baseiam-se em in-
jetar e exaurir o ar diretamente dos
microisoladores e de forma indivi-
dual. Dessa forma, o microambiente
¢ individualizado, sendo que o siste-
ma fechado garante a condi¢ao mi-
crobiolégica interna da gaiola e nao
permite a exteriorizacao dos
contaminantes no ambiente. Tanto
as estantes ventiladas como o siste-
ma para microisoladores se torna
mais efetivos no controle de alérge-
nos quando o sistema de exaustao é
direcionado para fora da edificacao.

Microisolador Centro de Biologia
Molecular — TPEN/CNEN/SP

“;'?!-.._J'-E?-'k'. .

Estantes ventiladas
Bio-Manguinhos/Fiocruz

Microisoladores dentro de Estantes
Ventiladas - IPEN/CNEN/SP

Outras priticas ou procedimen-
tos que auxiliam no controle de alér-
genos sao:

e Diminuir a densidade animal
(animal/m?).

e Fazer uso de material absor-
vente e nao gerador de particu-
las na forracao das gaiolas a fim
de diminuir consideravelmente
a concentracao de alérgenos em
suspensao no ar. O sabugo de
milho € preferivel a maravalha
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de madeira devido a sua maior
capacidade de absorcdo e seu
menor percentual de po.

e Trabalhar, se possivel, com
espécies animais que produ-
zam menos alérgenos, incluin-
do os de sexo que também
produzam menos alérgenos.

e Providenciar e colocar a dispo-
sicdo todos os equipamentos de
protecao individual. O uso de
protetores respiratorios pode ser
uma solucdo para certas situa-
¢oes, porém nao substitui as reco-
mendacoes anteriormente citadas.
e Treinar e educar todos os
envolvidos com animais ou com
derivados de animais, bem como
com atividades correlacionadas
para esse tipo de risco.

e Providenciar monitoramento de
saude de forma regular para todos
e apropriado aconselhamento
médico para os que desenvolve-

Sistema de microisoladores (Racks ventilados)

[PEN/CNEN/SP

rem sintomasalérgicos. Essas duas
acoes auxiliam na reducao de
efeitos adversos a satde.

Finalmente, ha casos em que
somente a mudanca de atividade € a
solucio para o problema de satde.
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A Biotecnologia e a Extingiio

de Espécies

Crise da modernidade

Ofantasma da extin¢ao de espé-
cies biologicas torna-se cada vez mais
presente e ameacador. A drastica
reducio das florestas tropicais ele-
vou as taxas estimadas de extingao
de espécies biologicas a cifras signi-
ficativamente altas. Ainda que esses
ndmeros sejam imprecisos € mesmo
considerando os processos naturais
de extingao de espécies, aventa-se
que o homem tenha elevado essa
taxa de extin¢do para algo em torno
de 100 a 1.000 vezes. Tomando-se
por base uma taxa anual da ordem de
uma espécie para cada milhdo de
espécies, valor médio para todos os
grupos, cuja taxa de extincio esteja
bem documentada pelo registro f6s-
sil (WILSON, 1997; WILSON, 2002),
SANDES e DI BLASI (2000), estimam-
se que mil espécies sejam extintas
por ano no planeta, o corresponden-
te a 3 espécies por dia. Afirmam
ainda que, se a destrui¢io continuar
no ritmo atual, até o ano 2015, de 4%
e 8% de todas as espécies vivas
presentes nas florestas tropicais po-
dem desaparecer; algumas sem nem
mesmo terem sido descritas, catalo-
gadas ou estudadas.

Os danos acumulados pela onda
crescente de extincao de espécies e
de ecossistemas nao podem ser repa-
rados dentro de uma escala de tempo
tangivel. A paleontologia revela que
novas faunas e floras levam milhoes
de anos para atingir a diversidade que
possuiam na época em que o homem
apareceu no planeta. Quanto mais
permitirmos que as perdas se acumu-
lem, maiores serdo os prejuizos das
futuras geracoes, tanto os ja conheci-
dos quanto daqueles que serao certa-
mente descobertos mais tarde.

Portanto, nao restam duavidas
quanto a gravidade do quadro im-
posto pelas interferéncias perpetra-
das pelo homem nos ambientes natu-
rais. A hecatombe de extingdes de
espécies da fauna e da flora, fendme-
no sem precedente historico, atinge
hoje entre 70.000 a 240.000 espécies.
O impacto maior, sem duivida, € sen-
tido nas florestas tropicais, que, co-
brindo cerca de 7% da superficie
terrestre do planeta, abrigam, pelo
menos, 50% de todas as espécies.
Dados da FAO — Organizacio das
Nacoes Unidas para a Alimentacao e
Agricultura, e o PNUMA — Programa
das Nag¢oes Unidas para o Meio Am-
biente, ja indicavam, no inicio da
década de 80, que, a cada ano, entre
76.000 e 92.000 quildbmetros quadra-
dos de florestas tropicais eram
destruidos. Outros 100.000 quiléme-
tros quadrados grandemente pertur-
bados. O mais inquietante € consta-
tar que nas décadas seguintes essas
médias continuaram aumentando.

As “Listas Vermelhas” da Uniao
Mundial para a Conservacao da Na-
tureza (IUCN), atualizadas ano a
ano, mostram a progressividade do
problema. A lista da Fauna Brasilei-
ra Ameacada de Extincido, editada
em 1989, relacionava 218 espécies.
A lista atual, concluida em 2002,
revela que 627 espécies estio ame-
acadas, 2 extintas na natureza e 9
definitivamente extintas. Na lista
atual, encontramos 69 mamiferos,
153 aves, 20 répteis, 15 anfibios, 165
peixes, 93 insetos, 21 invertebrados
terrestres e 91 invertebrados aquati-
cos. Considerando a grandiosidade
da biodiversidade brasileira e os
escassos investimentos aplicados no
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seu estudo, fica evidente que os
numeros apresentados mostram ape-
nas uma débil aproximacao do pro-
blema. A lista oficial das espécies da
flora brasileira ameacada de extincao,
editada em 1992 (Portaria IBAMA
037-N), por sua vez, relaciona um
total de 107 espécies. O grau de
precisao dessas listas € frequente-
mente questionado, o que ilustra
mais uma vez a caréncia de conhe-
cimento sobre a nossa biodiversida-
de. Por exemplo, no inicio da déca-
da de 90, periodo em que se editou
a lista oficial da flora, foi relaciona-
do um nimero superior a 1.000 es-
pécies raras e/ou ameacgadas de
extincao, somente no Estado de Santa
Catarina (KLEIN, 1990).

O Brasil € considerado o pais
que apresenta a maior diversidade
genética vegetal do mundo, com cer-
ca de 55.000 espécies catalogadas de
um total estimado entre 350.000 e
550.000 espécies (SANDES e DI
BLASI, 2000). E interessante salientar
que, como em outras partes do pla-
neta, no Brasil também, a expansao
agricola e a urbanizagdo, com a con-
sequente eliminacao dos habitats,
sdo as principais causas da elevacao
nas taxas de extin¢dao das espécies.

Ainda que pareg¢a paradoxal,
uma das criticas que se fazem ao
atual modelo de protecao das espé-
cies da fauna ameacada ¢ a falta de
uma politica de regulamentacio da
caca amadora e esportiva. Os argu-
mentos utilizados em defesa da tese
de que a caca amadora possa ser
uma estratégia de protecao as espé-
cies ameacadas de extincio basei-
am-se no fato de os Estados Unidos
da América manterem estavel, ha
mais de duas décadas, o numero de
espécies de aves e mamiferos ame-
acados, com o uso de um modelo de
protecio baseado na caca amadora.
Segundo seus defensores, esse mo-
delo funciona porque a caca amadora
exige grandes investimentos e so-
mente se sustenta com abundancia
de caca durante décadas seguidas;
ou seja, os investidores do setor
passam a ser os principais interessa-
dos em que se mantenham popula-
¢oes viaveis, a fim de garantir o
sucesso de seus empreendimentos.

O mesmo modelo é empregado na
pesca esportiva, mesmo no Brasil,
onde regides como a do Médio Ama-
zonas e a do Pantanal ji vém se
destacando como pélos de atracao
de turistas provenientes das mais
variadas partes do mundo. Nao po-
demos esquecer, contudo, que essa
estratégia normalmente direciona
seus esforcos apenas para a prote-
¢ao de algumas poucas espécies,
nao contemplando uma abordagem
ecossistémica. Novamente o mode-
lo norte-americano pode ser resga-
tado a titulo de exemplo. O proprio
U.S. Fish and Wildlife Service, Or-
gao do Departamento do Interior
responsavel pela protecao das espé-
cies ameacadas, ja em 1995 concluia
que menos de 10% das espécies
legalmente protegidas estavam au-
mentando, 40% estavam diminuin-
do e as espécies restantes permane-
ciam na mesma ou sua situacao era
desconhecida.

E inquestiondvel que o proble-
ma da extinc¢ao crescente de espéci-
es bioldgicas esteja ainda muito lon-
ge de uma solucao adequada e satis-
fatoria. E certo também que, consi-
derando os danos ja perpetrados,
nunca teremos uma forma efetiva de
remediacio desse impasse criado
pela espécie humana. Essa constata-
¢do, ainda que verdadeira, jamais
deverd constituir um 4libi para a
acomodacdo e o descaso, notada-
mente dos responsaveis pela formu-
lacao e operacao de politicas publi-
cas setoriais.

O Brasil ainda é considerado
um pais ecologicamente vulneravel.
No balanc¢o de 2002, o pais mostrou
recordes nada invejdveis. Naquele
ano registrou-se a maior apreensio
de madeira de toda a historia, na sua
maior parte mogno (Swietenia
macrophylla), uma das espécies ma-
deireiras mais visadas e ameacadas.
As queimadas também cresceram
vertiginosamente naquele ano, algo
em torno de 136% , considerando-se
a média dos ultimos cinco anos. Por
causa dos desmatamentos e das quei-
madas na AmazOnia, o Brasil esta
rapidamente se aproximando dos
lideres na emissao dos gases de
efeito estufa, como nos mostram os
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dados revelados no Inventdrio Bra-
sileiro de Emissoes, elaborado pelo
IBGE — Instituto Brasileiro de Geo-
grafia e Estatistica.

Na Mata Atlantica, um dos biomas
mais ameacados do planeta, as pres-
sOes nao cessaram, mesmo depois de
cinco séculos seguidos de explora-
¢ao predatéria e irracional, conforme
relata detalhadamente DEAN (1998).
Ainda que o ritmo de desmatamento
nas dreas de florestas originais tenha
diminuido nos ultimos anos, consi-
derando-se os pequenos fragmentos
de florestas e as dreas mais alteradas,
esse ritmo ainda € o mesmo registra-
do ha 15 anos atras. Segundo dados
do Atlas dos Remanescentes Flores-
tais da Mata Atlantica, publicacao da
Fundacao SOS Mata Atlantica e do
Instituto Nacional de Pesquisas Espa-
ciais (INPE), no periodo de 1995 a
2000, a extensao da Mata Atlantica,
nos seus remanescentes florestais
bem conservados, foi reduzida para
7,1% da sua area original. Esse qua-
dro € bastante grave e nos mostra
que, a despeito da propalada
conscientiza¢ao publica frente a fra-
gilidade desse bioma, o desmata-
mento se mantém; ou seja, nossas
praticas aparentemente pouco se al-
teraram.

Como prentncio de novos tem-
pos, o século XXI € saudado com o
CONAMA - Conselho Nacional do
Meio Ambiente- estabelecendo, com
a Resolucao n° 278/2001, regras e
diretrizes para o trato com espécies
da flora brasileira ameacada de
extin¢ao. Posteriormente, com a Re-
solucio n° 317/2002, o CONAMA
complementou essas diretrizes, de-
terminando a realizacio de Planos
Estaduais de Conservacao e Uso das
Espécies da Flora Ameacada de
Extin¢do na Mata Atlantica. E impor-
tante lembrar que essa intervencao
do CONAMA numa questio, a rigor
tao preocupante, somente se deu
apos inimeras e insistentes provo-
cacoes do movimento ambientalista.
A absurda situaciao criada com a
exploracao florestal indiscriminada
no sul da Bahia e em Santa Catarina,
principalmente, foi a indutora dessa
postura do CONAMA. A prévia inter-
feréncia do judicidrio, com uma de-
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Foto 1: Regeneracao in vitro de plantulas de
cedro (Cedrela fissilis) a partir da cultura de
segmentos nodais.

Foto 2: Tronco de drvore antiga de pinheiro-
brasileiro (Araucariaangustifolia). Exemplares
como esse, encontrado nas florestas de Cam-
pos Novos (SC), sao cada vez mais raros.

cisao favoravel ao pleito dos ambi-
entalistas no caso da exploracao
madeireira das espécies ameacadas
de extincio no Estado de Santa
Catarina, teve um efeito bastante
decisivo, forcando objetivamente o
CONAMA a se posicionar com a
agilidade que o caso exigia. A lega-
lizacao do processo de exploracao
madeireira de espécies ameacadas
de extincdao, dentro dos escassos
remanescentes de Mata Atlantica,
concedida pelo proprio IBAMA —
Instituto Brasileiro do Meio Ambien-
te e dos Recursos Naturais Renova-
veis, 6rgao executivo do SISNAMA —
Sistema Nacional do Meio Ambien-
te, conferiu conotacio verdadeira-
mente escandalosa ao processo.

Em Santa Catarina, um dos ualti-
mos Estados a promover a instalacao
do Comité da Reserva da Biosfera da
Mata Atlantica, as apreensoes de car-
regamento de madeira e as notifica-
coes de desmatamentos, infelizmen-
te sao ainda quase rotineiras. Basta
uma rapida consulta aos jornais lo-
cais para se constatar a preocupante
freqiiéncia com que sao apreendidos
carregamentos de pinheiro-brasilei-
ro (Araucaria angustifolia), canela-
preta (Ocotea catharinensis), imbuia
(Ocotea porosa), sassafrds (Ocotea
odorifera), entre outras. Sao recor-
rentes também os casos de desmata-
mentos sem qualquer autorizac¢io,
em geral para “limpar” dreas que
serdo usadas para receber o plantio
de Pinus elliottis.

A extensiva progressao dos plan-
tios de esséncias florestais exdticas
tem sido um dos fatores de maior
pressao sobre os remanescentes flo-
restais nativos. Por um lado, argu-
menta-se que o mercado de madeira
forca uma ampliacio da area planta-
da com espécies de riapido cresci-
mento; por outro, sem qualquer base
técnica ou cientifica consistente, apre-
goa-se a viabilidade de um pretenso
manejo florestal sustentavel nas are-
as de remanescentes naturais. Tanto
de um lado quanto de outro, a ampli-
acao das areas de risco das espécies
ameacadas torna-se a Unica garantia.

DOUROJEANNI (1987) relata,
com base em uma revisao da situacao
do manejo florestal no continente
latino-americano até 1986, que nao
existia nenhum exemplo de manejo
florestal tecnicamente consistente.
Mesmo que em alguns casos o suces-
so inicial se mostrasse animador, nor-
malmente isso nao perdurava. Quase
todos os ensaios falharam ou foram
abortados depois de uma ou duas
décadas, no maximo. Em geral, essas
florestas manejadas foram converti-
das em pastagens ou destinadas a
agricultura migratoéria.

Também no Estado de Santa
Catarina, recentemente se explicitou
uma situa¢do que bem retrata a insu-
ficiéncia de informacoes sobre a bio-
diversidade, a precaria divulgacio
dessas informacdes e o completo
descompasso entre os discursos e a

pratica. No processo de licenciamento
para a construcio de uma pequena
hidrelétrica no Rio Itajai-acu, foi negli-
genciada a citagdo de ocorréncia ali
de uma espécie endémica, no caso
uma planta arbustiva que explora as
margens pedregosas do rio, descrita
em 1961 e denominada Raulinoa
echinata (COWAN e SMITH, 1973).
Nio fosse a mobilizacio dos ambien-
talistas locais, a espécie poderia estar
hoje engrossando a lista daquelas de-
finitivamente extintas. O episodio mos-
tra a amplitude do problema, quando
nao se inclui na analise as chamadas
espécies endémicas. Isso porque
muitos desses endemismos sao ilus-
trados por populacodes extremamente
restritas e, portanto, altamente sus-
ceptiveis. Registra-se que a América
Latina € a regido com a maior diversi-
dade biologica e também com o maior
numero de endemismos do planeta,
ficando o Brasil com o quarto lugar na
lista dos paises detentores dos maio-
res nimeros de espécies endémicas.

E necessario entender que o co-
nhecimento por si s6 nada garante.
Desde 1990, o Estado de Santa
Catarina dispoe de uma listagem bas-
tante abrangente de espécies raras
ou ameacadas de extincao (KLEIN,
1990; KLEIN, 1996; KLEIN, 1997),
onde se constata, com certa dose de
indignacao e surpresa, no item “me-
didas conservacionistas tomadas”,
uma avassaladora repeticao do ter-
mo Nenhuma.

Num cendrio tdo inquietante,
com certa freqiiéncia nos questiona-
mos: Como prever o valor que uma
espécie de animal, planta ou
microorganismo terd no futuro? As
possibilidades estao distribuidas por
um largo espectro de necessidades
humanas, algumas ja conhecidas e
muitas outras ainda desconhecidas.
Nosso conhecimento com relacdo as
proprias espécies € ainda por demais
insatisfatorio. Menos de dois milhoes
estao catalogadas nos registros cien-
tificos, com um nome formal, en-
quanto um numero estimado entre
cinco a cem milhoes de espécies —ou
mais —esperam para ser descobertas.
Das espécies conhecidas, menos de
1% foi submetido a nio mais que um
exame sumdrio. No tocante as flores-
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Foto 3: Fruto de canela-preta (Ocotea
catharinensis)

tas tropicais, segundo KAGEYAMA e
LEPSCH-CUNHA (2001), os estudos
genéticos em populacoes de espéci-
es arboreas tropicais sao recentes e
foram realizados com amostragem
de espécies pouco representativas
das comunidades, servindo mais para
orientar os futuros trabalhos na drea
do que para conclusdes e orienta-
coes de como utilizar esses dados,
por exemplo, para programas de
conservacao.

Confirmada a manutencao da
pressao antropica sobre as espécies e
0s ecossistemas, pode parecer ilogi-
ca a pretensio de se justificar esfor-
cos na busca de alternativas tecnol6-
gicas inovadoras para se conterem as
taxas atuais de extin¢ao. No entanto,
assumindo-se o valor intrinseco que
cada ser vivo possui, essa logica
torna-se aceitivel. Nao €, contudo,
generalizada a aceitacao e o reco-
nhecimento desse valor pela socie-
dade moderna. Por essa razio, na
maioria dos casos, os estudos
biotecnolégicos, mesmo quando tém

por objeto espécies ameacadas de
extingdo, procuram agregar justifica-
tivas adicionais de ordem econémi-
ca, buscando, assim, tanto maior fa-
cilidade de financiamento quanto de
aceitacao, e, por conseguinte, maior
disseminacao de seus resultados e
potencialidades. Trabalhos com
Swietenia macrophylla (LEE e RAO,
1988), Cedrela odorata(MARUY AMA
et. al., 1989; MARUYAMA et. al.,
1997), e C. fissilis (foto 1)(NUNES et.
al., 2002), mostram-nos alguns exem-
plos, largamente enfatizados, com
potencial para implantar refloresta-
mentos comerciais, dinamizar pro-
gramas de melhoramento genético,
desenvolver técnicas de controle
silvicultural ou de obtenciao de
insumos fitoquimicos e/ou farmaco-
logicos. KAGEYAMA e LEPSCH-CU-
NHA (2001 afirmam que o fator
econOmico é determinante no inte-
resse pelas florestas tropicais, nota-
damente pelo uso potencial da biodi-
versidade pela indastria farmacéuti-
ca e quimica, através da biotecnologia.

A rigor, a valorizacao da biodi-
versidade, por si s, pouca melhoria
tem trazido para as espécies ameaca-
das de extin¢dao. Mesmo para espéci-
es emblematicas, como é o caso do
pinheiro-brasileiro (Araucaria
angustifolia) (foto 2), a ampliacao
do seu valor econémico, que foi
impulsionado exatamente pela sua
escassez crescente, soO fez com que
suas derradeiras reservas naturais
fossem ainda mais dizimadas. KLEIN
(1990), ja alertava que o valor econd-
mico, industrial, alimentar ou medi-
cinal, de um niimero consideravel de
espécies pode condicionar o seu de-
saparecimento. Entre essas espécies
KLEIN destaca o proprio pinheiro-
brasileiro (Araucaria angustifolia),
a imbuia (Ocotea porosa), a canela-
preta (Ocotea catharinensis) (foto
3), a canela sassafras (Ocotea
odorifera), o palmiteiro (Euterpe
edulis) e a erva-mate (Ilex
paraguariensis). Mesmo com a con-
corréncia de uma legislacao proteto-
ra, a pressiao econdmica, aliando-se a
uma fiscalizacdo deficitaria e inerte,
complementada com uma intrincada
rede de corrupcao, tém sido geradas
poucas perspectivas positivas para
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as espécies ameacadas de extin¢ao,
mesmo para aquelas oficialmente re-
conhecidas nessa condicao. LIMA
(2001), numa avaliacio minuciosa da
tutela juridica das espécies da flora
ameacada de extin¢ao na Mata Atlan-
tica, afirma que, ao continuar com a
exploracao econdmica de tais espé-
cies, sem qualquer estudo de viabili-
dade ecologica e genética, certamen-
te estaremos, todos nos, inclusive o
proprio IBAMA, assistindo a exclu-
sdo dessas espécies da lista oficial,
pois estardo extintas em breve.

Mesmo considerando que os
avancos tecnologicos possam me-
lhorar o problema da crise de
extin¢ao, ou ainda que tecnologias
inovadoras venham suprir servicos
ambientais outrora fornecidos por
ecossistemas, seria um erro de calcu-
lo, na visao de WILSON (1997), acre-
ditar que a resposta esteja na
tecnologia.

Na preservacao da biodiversida-
de, o uso da tecnologia é o ultimo
recurso. Em situacdes cada vez mais
freqiientes, passa a ser o Unico. A
fragmentacao e o isolamento dos re-
manescentes florestais podem deter-
minar a inviabilidade da manutencao
de populacoes inteiras de plantas e de
animais. Em casos assim, tecnologias
de intervencao sao indispensaveis para
que se restabeleca um fluxo génico
minimamente satisfatorio. O proble-
ma maior € que grande parte das
perdas de biodiversidade e de servi-
¢os ambientais que ja provocamos,
estao muito além da capacidade hu-
mana de recupera-las. Adicionalmen-
te, nao podemos negligenciar o custo
da utilizacao da alta tecnologia e o
fato de que os recursos hoje disponi-
veis se encontram quase sempre nos
paises ricos do norte, enquanto as
grandes perdas de biodiversidade
ocorrem majoritariamente nos paises
pobres dos tropicos. Assim, notada-
mente para esses paises megadiver-
sos e pobres, a preservacao de habitat
€ vista como a estratégia viavel e
realistica.

A clonagem de espécies critica-
mente ameagadas, quando os demais
métodos falharem, por exemplo, tem
sido indicada como estratégia de con-
servacio. Da mesma forma, a expan-



sdao de bancos de sementes e esporos,
a manutencao de estoques de tecidos
e de embrides congelados em nitro-
génio liquido (-196 C) ou em seu
vapor (-150 a -180 C). Pode-se
também criopreservar dpices, embri-
oOes somaticos encapsulados em
alginato de sodio, técnica conhecida
como encapsulacdo (VIEIRA, 2000).
Esses métodos, contudo, siao dispen-
diosos e de eficicia relativa, notada-
mente para bactérias, arqueanos,
protistas, fungos, insetos e outros
invertebrados que formam a base da
biosfera. A Unica forma segura de
salvar espécies, além de ser a mais
barata e sensata, é preservar 0s
ecossistemas naturais em que vivem
atualmente essas espécies. Como afir-
mam DOUROJEANNI e PADUA
(2001), lamentavelmente, até agora, o
génio humano niao descobriu outra
forma mais eficiente que as Unidades
de Conservacio para preservar a bio-
diversidade.

Dizer que a conservacao in sifu é
hoje a melhor estratégia para a prote-
¢ao de espécies ameacadas, nao signi-
fica dizer que outros esforcos niao
sejam técnica e eticamente defensd-
veis e necessdrios. Precisamos
implementar e reforcar uma é&tica
conservacionista, calcada em o ho-
mem admitir sua responsabilidade na
criacdo de uma crise planetiria e de
perceber inequivocamente que a mo-
ral vigente n2o a tem admitido. Frente
a esses pressupostos, torna-se absolu-
tamente necessario rever nossos mo-
dos de producao e consumo, fazendo
com que, com esse novo paradigma
humano, se reflitam sobre as demais
espécies biologicas, e que, paralela-
mente, se eliminem os antropocéntricos
questionamentos referentes aos inves-
timentos direcionados para a protecio
dasespécies. O fato concreto € que, até
0 momento, muito pouco se fez para
frear essa onda de extingoes que a
modernidade humana promoveu. In-
vestimentos feitos, tanto pelos paises
ricos quanto pelos pobres, empresas
publicas ou privadas, sao limitados e
instaveis. Quase sempre insuficientes
e mal aplicados.

A tecnologia nao deve ser en-
tendida e propagada como uma pa-
nacéia para o mal da extin¢ao. Ainda

que como paliativo, deve ser perse-
guida e aprimorada. Mesmo que,
como ferramenta, se desenvolva a
partir de nossos interesses de base
econdmica, suas possibilidades de
uso na minimizacao do impacto da
extin¢ao de espécies biologicas pre-
cisa ser cada vez mais considerado.
Por outro lado, direcionar nossos
esforcos unicamente em torno dos
interesses econdmicos da biodiversi-
dade seria um grande equivoco. Pri-
meiramente, porque nosso escasso
conhecimento acerca da biodiversi-
dade, fez, na pratica, com que a
sociedade nao identifique qualquer
valor na imensa maioria das espécies
de plantas e animais viventes, e,
adicionalmente, porque a logica eco-
ndmica é essencialmente excludente,
nao mostrando a menor habilidade
sequer de repartir seus beneficios
entre diferentes nucleos de popula-
¢oes humanas.
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