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RESUMO

O termo Biotecnologia abrange um vasto conjunto de técnicas que envolvem
a utilizagédo de sistemas biologicos tanto para a obtencdo de produtos com
interesse econémico como na salde. A Biotecnologia garante as ferramentas
necessarias ao progresso cientificamente sustentado dos sectores em que os
seres vivos integram processos produtivos. E por esta razao que desenvolvimentos
na Biotecnologia resultam em progresso cientifico em areas aparentemente
néo relacionadas, tais como a Medicina e a Agricultura, a Alimentacéo e o
Ambiente. Foi utilizando a Microbiologia que o Homem descobriu, e depois
produziu em larga escala, compostos tdo diferentes como os antibiéticos e
enzimas, esteroides, aromatizantes, entre outros. Os conhecimentos gerados
pela Biotecnologia permitiram dar um passo em frente no diagndstico e cura de
doencgas, no desenvolvimento de novos alimentos etiquetados de “naturais” e
na melhoria da qualidade dos existentes, e até no tratamento e aproveitamento
de residuos.

ABSTRACT

The word Biotechnology encompasses a large set of techniques involving the
use of biological systems in the production of commodities with economical
interest. Biotechnology provides the tools necessary to the scientifically sustained
progress of the sectors in which alive beings integrate production processes.
That is why developments in Biotechnology result in scientific progress in areas
apparently non-related, such as Medicine and Agriculture, Food industry and
Environment. It was through Microbiology that man has discovered and then
produced in large scale compounds as different as antibiotics and enzymes,
steroids, flavourings, amongst others. The knowledge generated by Biotechnology
allowed man to make a step forward in the diagnostic and treatment of
diseases, in the development of new food products labelted as “natural” and in
improving the quality of existing ones, and even in the treatment and recovery of
wastes.

BIOCATALISE APLICADA E ENGENHARIA GENETICA...

Wi




1. Introdugao

Biotecnologia, ou simplesmente a técnica da vida. Qualquer técnica que
utilize um organismo vivo para sintetizar um produto Gtil ou obter uma
reaccdo quimica desejavel € um exemplo de Biotecnologia. Desde tempos
| imemoriais que o homem tem feito uso de processos bioldgicos para a
‘ obteng&o de diversos produtos que, pela sua importancia, tém influenciado
o balango econémico das sociedades (Schmidt-Kastner, 1984). Mas a
compreenséo cientifica destes processos s6 comegou no século XIX com a
demonstragdo que a fermentagdo dependia da actividade de organismos
vivos, e somente a partir desta descoberta se pode aplicar o prefixo bio a
j 41 2 palavra tecnologia, criando assim um novo vocébulo que designava algo
i que na realidade ja existia ha milhares de anos. Deste modo, aquilo que
parece ser a novidade do mundo da tecnologia e da indistria dos nossos
dias, e que é geralmente referido como uma das mais recentes e
prometedoras areas da tecnologia, € ja uma antiquissima actividade. Mas a
verdade € que durante todo este tempo, esses processos a que podemos
chamar agora de biotecnolégicos foram sempre os mesmos e pouca ou
nenhuma evolugéo sofreram, sendo que s6 nas ultimas décadas, devido ao
desenvolvimento e diversificagdo da Biologia apoiada em ciéncias como a
Quimica, a Fisica, a Matematica e a Farmacologia, surgiu verdadeiramente 1
i a Biotecnologia, impondo-se como um campo vastissimo de multiplas [
aplicagbes e de perspectivas por vezes extraordinarias (Tanaka, 1993). |
Actualmente, a Biotecnologia tem sido amplamente expandida por meio da |
exploragdo da tecnologia do ADN (4cido desoxirribonucléico) recombinante, 1
para “construir” microorganismos que sintetizam novos produtos valiosos.
Os microorganismos, alterados geneticamente ou ndo, sdo utilizados
comercialmente porque sd3o capazes de transformar materiais em
substancias novas e com maior valor acrescentado, ou porque podem
transformar residuos poluentes em substéncias inofensivas e, em algumas
vezes, Uteis. As células microbianas ou os seus produtos sdo utilizadas
para a produgdo de vacinas, e alguns microorganismos sdo também
1 utilizados como insecticidas biologicos. Existem milhares de produtos
comercialmente  importantes, sintetizados pela manipulagdo de
microorganismos, desde os alimentos basicos até as vacinas ainda em fase
experimental contra a SIDA (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) e
agentes terapéuticos anti-tumorais. Os varios processos .industriais
utilizados para a sintese desses produtos microbianos podem ser divididos
| em quatro grandes categorias, com base nas aplicacdes futuras dos
| produtos finais: [ij produgdo de substancias quimicas farmacéuticas — os f
i antibidticos e os farmacos esterdides sio os representantes mais
proeminentes-deste grupo. Outros produtos farmacéuticos Uteis, tais como a
insulina e o interferon, sdo agora produzidos por bactérias geneticamente
construidas, e muitos outros novos produtos estdo-se a tornar disponiveis
por meio da engenharia genética; [ii] producdo de substancias quimicas de
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valor comercial — esta categoria inclui solventes e enzimas, bem como
varios compostos utilizados como matéria-prima para a sintese industrial de
outras substancias; [iii] produgdo de suplementos alimentares — a producgéo
em massa de leveduras, bactérias e algas, a partir de meios de baixo custo
que contém sais de azoto inorgénico e outros nutrientes imediatamente
disponiveis, pode fornecer uma oéptima fonte de proteinas e outras
substancias que s&o uteis como suplemento alimentar para o homem e para
os animais,; [iv] produgéo de vacinas — as células microbianas no seu todo,
partes delas ou produtos por elas produzidos, sdo obtidos em grande
quantidade e utilizados para a produgdo de vacinas. As técnicas de Biologia
Molecular e Engenharia Genética tém tornado possivel a transferéncia de
genes especificos de uma célula para outra. Este aspecto da Biotecnologia
tem revolucionado a Microbiologia industrial. Nio somente é possivel
transferir genes de um microorganismo para outro, como também é possivel
transferir genes de células de plantas ou de animais para uma bactéria ou
uma levedura. Estas técnicas tém gerado potencial quase ilimitado para
a produgéo microbiana de compostos Uteis. A promessa comercial da
Engenharia Genética tem gerado centenas de companhias biotec, as quais
ja estéo a produzir varias substancias com interesse terapéutico. O avango
recente e ja referido da Biologia, que por aplicagdo da Quimica e da Fisica
levou a um conhecimento profundo dos processos que ocorrem na célula e
no nucleo, permitiu novos desenvolvimentos nos processos de fermentacao,
na tecnologia enzimética e, mais recentemente, na engenharia enzimatica,
desenvolvimentos esses que introduziram novas e excitantes dimensdes na
area biotecnologica. As principais actividades afectadas pelos avangos
nesta area foram, e continuardo a ser, a produgéo alimentar, as industrias
farmacéutica e quimica, a reciclagem de materiais residuais e controlo
da poluigdo, a agricultura e a utilizagdo de fontes de energia alternativa.
Os processos biotecnologicos funcionam a baixa temperatura, consomem
pouca energia e baseiam-se em substratos econémicos para a biossintese.
As indUstrias biotecnologicas tiram partido de materiais renovaveis e reciclaveis
podendo,-por isso, adaptar-se as necessidades de uma sociedade em que a
energia é cada vez mais escassa e cara e em que se vive a ameaca do
esgotamento de muitos recursos naturais ndo renovaveis. Estes processos
prendem-se essencialmente com as fermentagdes efectuadas por micro-
organismos e que vao desde as mais antigas e tradicionais fermentagoes
como o fabrico de cerveja, pdo e vinho, até a producdo mais recente
de antibiéticos e de outros produtos quimico-farmacéuticos, simples ou
complexos, como acidos organicos, polissacarideos, enzimas, vacinas e
hormonas. Os efeitos da Biotecnologia avangada serdo eventualmente
sentidos por todo 0 mundo. Produtos agricolas e alimenticios, monitorizagéo
de produtos de excregdo e qualidade ambiental, matérias primas para a
inddstria quimica, novos produtos farmacéuticos e controlo de doengas
infecciosas s8o as areas nas quais certamente poderemos esperar a
ocorréncia de novas descobertas.
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2. Aplicacdes da Biotecnologia na Industria Alimentar

Desde a antiguidade que os alimentos tém vindo a ser transformados por
via biotecnolégica, de forma a prolongar o seu periodo de preservagio e
a melhorar as suas qualidades sensoriais. As enzimas sdo hoje em dia
utilizadas na indistria alimentar para acelerar determinadas reacgdes quimicas
especificas. Todas as enzimas em aplicagdes na industria alimentar tém
como origem seres vivos, i.e. plantas, animais e microorganismos, estando
a escolha da fonte enzimatica relacionada com a sua disponibilidade
(muitas enzimas s6 se encontram em células animais), a sua aplicabilidade
(existem enzimas resistentes a temperaturas elevadas), o seu custo (derivado
da relativa morosidade e fraco rendimento do processo de extracgio) e as
leis do mercado (procura de carne de vitelo). Hoje em dia, com o desenvolvi-
mento da engenharia genética, muitas das enzimas sao produzidas por via
recombinante, usando microorganismos como hospedeiros. Os recentes
desenvolvimentos na tecnologia do ADN recombinante criaram possibilidades,
nao apenas no sentido da melhoria do controlo dos processos alimentares
existentes e da criagdo de novas abordagens ao controlo de qualidade, mas
também a nivel do préprio desenvolvimento de novos produtos alimentares.
As potencialidades daquela tecnologia em termos da intfrodugao de beneficios
no processamento industrial de alimentos e na sua qualidade (p.ex. aparéncia,
textura, tempo de vida til, e valor nutritivo) s30 enormes, mas o seu impacto
economico é ainda dificil de quantificar sendo certo que, independentemente
da situagdo geografica ou da orientacso politica, a Biotecnologia oferece

ferramentas muito validas para ajudar a resolver as deficiéncias alimentares
mundiais.

2.1. Engenharia Enzimética

As transformagdes biotecnolégicas de alimentos repartem-se basicamente
por trés grandes tipos: transformacgao por catalise enzimatica (a qual requer
enzimas), transformacéo por catalise microbiana (a qual requer organismos
viaveis) e a transformagado genética (a qual requer alteragdes deliberadas
do ADN das células do proprio alimento, ou de microorganismos a adicionar
ao alimento). A catélise enzimatica como ferramenta para a transformacéao
de alimentos apresenta varias vantagens para a indistria alimentar, sendo
de destacar a possibilidade de produgdo em grande escala, a constancia
na qualidade final do produto, a possibilidade de realizar alteracbes nas
caracteristicas sensoriais de acordo com exigéncias do mercado, a acele-
ragdo do processo produtivo sem afectar as qualidades finais dos produtos,
e por fim a constituicdo de um conjunto de tecnologias “amigas” do ambiente
(meio aquoso, temperatura ambiente, pH neutro, pressdo atmosférica, e
niveis reduzidos de produtos residuais). Seguidamente, apresentar-se-ao
(Balcao et al., 2001a) de forma sistematica algumas transformacgdes de
alimentos por catalise enzimatica, na oOptica de raciocinio de que as enzimas
s&o solugbes em busca de problemas.
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Transformagédo enzimatica de ovos... O problema reside na reacgéo
entre o grupo aldeido da glucose e o grupo amina da albumina, aquando da
produgao de ovos desidratados em p6, originando o escurecimento do produto
(reacgdo de Maillard). Tal coloragédo é obviamente indesejavel se o produto
tiver como finalidade o fabrico de doces, maioneses e molhos. A solugéo
consiste entdo em adicionar a enzima glucose oxidase (oxidorreductase
proveniente, por exemplo, do fungo Aspergillus niger) ao produto, a qual
catalisa a oxidagdo da glucose a &cido glucénico.

Transformacgao enzimatica de pescado... O problema reside na crescente
procura, pelos consumidores, de filetes de peixe com pele, a aceitacdo dos
quais depende muito do aspecto visual, 0 que obviamente exige uma
descamacao eficiente (ou seja, remocgdo de todas as escamas deixando a
pele intacta e perfeita). Este objectivo é extremamente dificil de conseguir
por métodos manuais ou mecénicos. A solugdo encontrada (Svenning et al.,
1993) e que actualmente é utilizada na Noruega e no Japao consiste em
utilizar a enzima pepsina (hidrolase de origem marinha, extraida por
exemplo do bacalhau), a qual ataca o colagénio do tecido conjuntivo que faz
a ligagcdo das escamas a pele. Este tecido tende a ser menos estavel em
peixes pequenos ou peixes de agua fria, do que em peixes de maiores
dimensdes ou de aguas mais quentes. Assim, as condigbes de incubacgao
enzimatica sdo ajustadas consoante o tamanho e o tipo de peixe. As
escamas s&o removidas por tratamento com Hyzym™ (preparado enzimatico
comercial a base de pepsina de bacalhau), dissolvido numa solugdo de
acido acético a 0.5%, seguido de enxaguamento, de peixe inteiro ou
eviscerado pouco antes da filetagem. Um efeito secundério positivo deste
tratamento pode ser uma melhor higiene do produto final do ponto de vista
microbiano, devido a exposi¢io do pescado ao acido acético diluido durante
a incubacao enzimética.

Transformagao enzimatica de carne... O problema reside no facto de que
ap0s o abate dos animais o pH atinge um valor préximo de seis, conduzindo
ao estado de rigor mortis (perda de integridade celular,com sobreposigéo e
combinagdo dos filamentos de actina e miosina). Quanto menor for este
grau de interacgdo, mais tenra seré a carne, pelo que esta devera repousar
durante algum tempo apés o abate (processo de condicionamento) para
que as proteases enddgenas do musculo da carne possam actuar
espontaneamente sobre as proteinas e tornar a carne mais tenra,
provavelmente o qualificativo da carne mais procurado pelo consumidor. A
solugdo encontrada consiste em acelerar o processo de condicionamento
da carne, adicionando-lhe deliberadamente proteases tais como a papaina
(protease de origem vegetal, extraida da Carica papaya) ou a bromelaina
(protease de origem vegetal, extraida do Ananas comosus), sendo a
papaina a protease mais utilizada para tenrificar a carne devido ao seu
menor custo. As proteases de origem microbiana sdo as menos utilizadas
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comercialmente. Um dos processos de tenrificagcdo da carne consiste em
injectar o animal vivo com uma dose de papaina oxidada (forma inactiva)
poucas horas antes do abate. A enzima s6 é reactivada durante o periodo
post-mortem, possuindo a vantagem de estar uniformemente distribuida por
toda a carne. A alternativa consiste em pulverizar uma solugéio de enzima
sobre pegas pequenas de carne.

Transformagédo enzimatica de horto-fruticolas... O problema reside
no facto de que, sendo as pectinas polissacarideos, s3o0 os principais
constituintes da parede celular do fruto. Estas macromoléculas s3o libertadas
aquando do fabrico do sumo, sendo mais tarde as responsaveis pela
deposigéo indesejavel de particulas. A solugdo consiste em utilizar
pectinases (hidrolases, obtidas, por exemplo, do fungo Aspergillus flavus).
Estas hidrolases s&o utilizadas no fabrico de sumos (tomate, citrinos, etc.)
para proceder a hidrolise parcial de pectina de forma a obterem-se produtos
que fluam livremente, mas capazes de manter o nivel de viscosidade
suficiente para prevenir deposigéo indesejavel de particulas suspensas. No
caso do sumo de maga, provoca-se uma hidrélise mais intensa para que
haja precipitacdo da maior parte das particulas. No caso da producido de
vinho, a adigdo de pectinases as uvas esmagadas permite aumentar o
rendimento de produgdo de sumo e de extraccio dos corantes da casca.
Apb6s a fermentagéo do mosto, as pectinases desempenham ainda um papel
importante na clarificag&o, tornando mais facil a filtrago posterior do vinho.

Transformagdo enzimatica de cereais... Um dos problemas existentes
nesta area resulta do facto de que a indastria alimentar utiliza largamente
xaropes de glucose, os quais seriam muitissimo dispendiosos se fossem
produzidos a partir da sacarose. As amilases até agora estudadas nao
conseguem hidrolisar rapidamente o amido tal como este se encontra nas
plantas, pelo que para que este fique acessivel ao ataque enzimatico
é necessario provocar uma gelatinizagdo prévia (T>60°C, <30% m/m),
em que ocorre um rebentamento dos granulos de amido. Contudo, este
processo provoca um aumento significativo da viscosidade. O amido é um
polissacarideo natural com duas componentes: a a-amilose (ndo ramificada,
com ligagGes glicosidicas a-1,4) e a amilopectina (muito ramificada, com
ligacbes glicosidicas 0-1,4 e 0-1,6 nos pontos de ramificagédo). A solucéo
encontrada consiste em utilizar a enzima o-amilase (hidrolase, obtida por
exemplo da bactéria Bacillus subtilis), a qual ataca ao acaso as ligacOes
glicosidicas o-1,4 do polissacarideo, libertando oligossacarideos e por fim
unidades de glucose (processo designado por sacarificagéo). Este processo
é acompanhado pela diminuig&o da viscosidade da solug3o inicial de amido
(liquefagao). Um outro problema resulta do facto de que o substrato para a
fermentag@o alcodlica no fabrico da cerveja é a maltose. A maltose s6
se consegue obter em quantidades. industriais se se fizer uma hidrolise
especifica do amido. A solugio encontrada consiste em utilizar a enzima
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B-amilase (hidrolase, obtida por exemplo da bactéria Bacillus subtilis), a
qual ataca as ligagdes glicosidicas a-1,4 nas extremidades ndo redutoras
do polissacarideo, libertando sempre maltose. Xaropes com elevados teores
de maltose exibem propriedades diferentes daqueles com elevados teores
de glucose. Logo, a proporgéo relativa a utilizar destas duas enzimas depende
do resultado pretendido. Um ultimo problema resulta do facto de que o
amido pode ser hidrolisado a unidades de glucose, mas no entanto a
glucose ndo pode substituir directamente a sacarose porque é menos doce.
A solucéo encontrada consiste em utilizar a enzima glucose isomerase
(isomerase, obtida, por exemplo, da bactéria Lactobacillus brevis). Esta
enzima catalisa a isomerizacdo parcial da glucose (aldose) a frutose
(cetose), obtendo-se no equilibrio uma mistura equimolar de ambas. Esta
mistura exibe uma docura superior a da glucose sozinha e € um bom
substituto da sacarose. A produgdo de um xarope com elevado teor de
frutose & comercialmente muito mais vantajosa do que a extraccio da
sacarose de cana do agucar, e por isso hoje em dia muito procurado para o
fabrico industrial de bebidas, pastelaria, chocolataria, etc.

Transformagdo enzimatica de leite... O problema resulta do facto de que
a ordenha provoca uma contaminagdo microbiana do leite, uma vez que
este saiu do ambiente mamario naturaimente esterilizado. Como por vezes
ndo é possivel a refrigeracdo do leite, ou ndo existe equipamento para a
sua pasteurizagdo, os produtores adicionam peréxido de hidrogénio (H,O,)
ao leite (processo designado por pasteurizacao fria) de forma a reduzir e
controlar o crescimento microbiano. Contudo, este agente quimico permanece
no leite, pelo que a solugdo encontrada consiste em utilizar a enzima catalase
(oxidorreductase, obtida, por exemplo, do fungo Aspergillus niger). Esta
enzima € adicionada ao leite para eliminar o0 excesso de H,O,, hidrolisando
duas moléculas de H,O, em duas moléculas de H,O e uma molécula de O,.
Um outro problema reside no facto de que, quando o leite é ingerido, a
lactose (o aglcar constituinte do leite) € hidrolisada a galactose e glucose
por uma enzima que se encontra no intestino dos jovens. Com o envelhe-
cimento, ou falta de ingestao diaria de leite, o individuo perde a capacidade
de sintetizar esta enzima, o que provoca a nao degradacido da lactose.
A ma absorgdo da lactose no tracto intestinal leva a problemas gastro-
-intestinais (dores abdominais, vomitos, diarreias). A solugdo encontrada
consiste em utilizar a enzima B-galactosidase (hidrolase, obtida por exemplo
do fungo Kluyveromyces fragilis). Esta hidrolase catalisa a quebra da lactose
a galactose e glucose e pode ser adicionada ao leite (existindo ja no mercado
leite com lactose hidrolisada, tratado em reactores contendo B-galactosidase
imobilisada em membranas de triacetato de celulose), ou tomada em
comprimidos aquando da ingestéo do leite.

Transformagdo enzimatica de soro... O problema tem origem no facto de
que o soro de leite €, numa das suas aplicagdes mais frequentes, utilizado
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em formulagbes lacteas para bebés. A alergia ao leite de vaca em algumas
criangas esta relacionada com a heterogeneidade dos constituintes proteicos,
embora ela seja atribuida essencialmente a presenca de B-lactoglobulina
(B-Lg) uma vez que esta proteina ndo se encontra no leite materno. Varios
processos tém sido tentados para desenvolver um leite hipoalergénico,
contudo sem grande éxito: aquecimento (sem efeito, ainda potencia mais o
efeito alergénico da B-Lg), e precipitagdo com FeCl; (com efeito, mas a um
custo econémico muito elevado). A solugdo encontrada consiste em utilizar
a enzima tripsina (hidrolase, extraida, por exemplo, de pancreas animal).
Esta hidrolase (ou pepsina ou quimotripsina) pode ser imobilizada para
quebrar as caseinas do soro em peptideos. Provou-se que os hidrolisados
provocavam menos reacgdes alergénicas, sem contudo as eliminarem
completamente. A combinag&o do aumento do tempo de hidrélise com
separagéo por ultrafiltragdo permitira eliminar as proteinas do soro que nele
permaneceram intactas. Estes hidrolisados serdo um bom complemento
proteico hipoalergénico para a produgdo de alimentos para criangas.

Transformagdo enzimatica de queijo... O problema, se é que o podemos
encarar como tal, iniciou-se com o sedentarismo: o0 homem rapidamente
reconheceu o valor nutritivo do leite dos animais que criava, pelo que o
excesso de leite recolhido levou a necessidade de o guardar para posterior
consumo (em potes de barro ou sacos de estdmago). Contudo, o leite
também é um meio altamente nutritivo para alguns microorganismos, o que
leva a sua rapida acidificagdo e consequente coagulagdo. Ou, quando
guardado em sacos de estdmago, havia formagdo de um gel, o qual, apés
devidamente salgado e seco ao ar, produzia um alimento nutritivo de longa
duragéo (nascendo assim o fabrico do queijo). A solugéo, por assim dizer,
para despoletar o fabrico do queijo consiste em fazer uso da accao de
hidrolases (proteases) especificas que hidrolisam a ligagédo peptidica
Pheqos-Metios da K-caseina libertando dois peptideos: a para-x-caseina
(insolivel am &gua) e que na presenga de calcio (Ca®*) forma uma rede
proteica designada por coagulo; e o glicomacropeptideo (soluvel em agua)
que é eliminado aquando da remog&o do soro. O coagulante residual no
queijo também hidrolisa as o,- e B-caseinas dando origem a macropeptideos;
estes s&o depois hidrolisados pelas peptidases microbianas libertando
peptideos mais pequenos e aminoacidos, os quais s&o essenciais a
formagéo de sabor e aroma no queijo. As proteases adequadas ao fabrico
do queijo foram inicialmente de origem animal (quimosina, obtida do estémago
de vitelo jovem, ou renina, obtida do estémago de animal adulto) ou vegetal
(cardosinas, hidrolases de origem vegetal obtidas a partir da flor do cardo,
Cynara cardunculus L.). O coagulante mais utilizado é o de origem animal
(quimosina), mas a sua crescente escassez resultou ultimamente num
elevado custo, o que associado a problemas éticos ou de comportamento
dietético tem levado a sua substituicdo por coagulantes microbianos
(produzidos, por exemplo, pelo fungo Aspergillus niger). O coagulante
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vegetal é utilizado em muito menor escala a nivel mundial, estando
praticamente restrito a queijos ibéricos de fabrico tradicional.

Transformagao enzimatica de manteiga... O problema tem por base
as gorduras, componentes essenciais da dieta humana que fornecem um
elevado nivel de palatabilidade, sabor e saciedade, bem como a textura ou
sensacgdo na boca a que a maior parte das pessoas dificilmente consegue
resistir. A gordura do leite tem sido identificada como hipercolesterolémica
porgue contém colesterol e é essencialmente saturada, pelo que um excesso
crescente de gordura do leite pode ser esperado no futuro devido a cada
vez maior procura por parte do consumidor de alimentos com baixo teor de
gordura saturada e colesterol. A solugdo encontrada consiste em tirar
partido da nao-especificidade (lipase proveniente de pancreas animal ou da
levedura Candida cylindracea) ou especificidade-1,3 (lipase proveniente do
fungo Mucor circinelloides) de algumas lipases para retirar dos triacilglicéridos
nativos da manteiga aqueles acidos gordos identificados como hipercoleste-
rolémicos (nomeadamente o laurico, o miristico e o palmitico) e introduzir
em seu lugar acidos gordos (mono- ou poli-) insaturados identificados como
benéficos para a saude (tais como o acido oleico, o acido eicosapentaendico -
EPA, ou o acido docosahexaendico - DHA). Esta litima hidrolase catalisa
reacgdes de interesterificacéo entre os triacilglicéridos e acidos gordos livres
deliberadamente adicionados & manteiga. O ponto de fusZo da manteiga
modificada fica mais alargado, o que permite o seu melhor espalhamento
apods sair do frigorifico. A manteiga modificada enzimaticamente apresenta
ainda propriedades funcionais (abaixamento do ponto de fusdo) e nutricionais
(o teor de acido oleico aumenta em 27%, o de &acido laurico diminui em
7.5%, o de acido miristico diminui em 5.7%, o de acido palmitico diminui
em 6.1%; o teor de triacilglicéridos saturados diminui em 26.6%, o de
triacilglicéridos mono-insaturados aumenta em 20.5% e o de triacilglicéridos
poli-insaturados aumenta em 16.6%) melhoradas (Balcdo e Malcata, 1997,
1998a,b, 2001; Balcao et al., 1998 a,b).

2.2. Engenharia Genética

O que a Biotecnologia ja fez e o que ainda pode fazer... A manipulagio
genética de plantas e animais ndo & um conceito novo. Antes pelo contrario,
a selecgéo de cultivares é praticada desde tempos ancestrais ainda que de
forma empirica, muito antes de ser conhecido o mecanismo que esta na sua
base molecular. O processo de selecgdo, que resultou na formulagdo das
classicas leis Mendelianas, esta limitado ao cruzamento das caracteristicas
inerentes a uma espécie entre individuos da mesma espécie {p.ex. uma
tulipa negra n&o pode ser obtida por técnicas de cruzamento, uma vez que
o gene que codifica esta caracteristica ndo é inerente a essa espécie de
planta). Mas um gene oriundo de outra planta e capaz de codificar esta
cor pode ser introduzido para que se crie uma tulipa negra. Duas razdes




principais diferenciam a nova tecnologia do ADN recombinante dos processos
classicos de selecgéo, uma vez que esta acelera o processo natural aleatério
de mutagdo, permitindo assim alcangar os resultados desejados de uma
forma mais rapida e previsivel, e permite ultrapassar a barreira entre

espécies (por ex. de um animal para um microrganismo, ou de um
microorganismo para uma planta).

A grande maioria dos alimentos sujeitos a manipulagdo genética sdo de

origem vegetal, sendo normalmente utilizado como vector um plasmideo da

bactéria Agrobacterium tumefaciens (patogénica para as plantas) desde

que a sua capacidade para as infectar tenha sido previamente eliminada.

420 Esta bactéria dissolve a parede celular da planta e insere o seu plasmideo

(contendo o gene pretendido) no genoma da planta. A partir desta célula

transformada cresce uma nova planta, designada correntemente como

transgénica ou geneticamente manipulada. As colheitas alimentares modernas

séo hibridas de espécies diferentes, resultado de manipulagio genética por

parte da Natureza ao longo de milhares de anos. Como ja se disse, quando

um gene de uma espécie é transferido para outra espécie, o organismo

modificado & chamado de “transgénico”. E surge entdo a questdo: o que

podem os alimentos transgénicos fazer para melhorar a nossa qualidade de

vida? Empresas de Biotecnologia agricola tais como a Calgene (agora parte

da Monsanto), DuPont, Union Carbide, e DNA Plant Technology Corp.,

estdo a usar a Biotecnologia para [i] aumentar o valor nutritivo dos alimentos

provenientes das colheitas, [ii] modificar plantas geneticamente para controlar

infestacbes por pragas e [iii] desenvolver plantas cujos frutos possam ser

| colhidos sem estarem maduros para assim sobreviverem ao transporte,
mas que possuam o sabor e aroma de frutos colhidos maduros.

Aumento do valor nutritivo dos alimentos... A primeira aplicagdo da
Biotecnologia em alimentos e produtos alimentares foi a produgao da enzima
quimosina, produzida por bactérias transgénicas. A quimosina funciona
exactamente como a renina, uma enzima necessaria & produgdo de queijo
que era tradicionalmente obtida a partir do estémago da vaca (Weinberg,
1996). Mais de 800 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem o efeito
da fome ou estdo com malnutrigio cronica. Para poder fazer face as
necessidades crescentes de alimentos, os agricultores tém de aumentar a
sua produgdo em cerca de 40% até ao ano 2020 (Tangley, 2000). Mesmo
em paises com as terras mais férteis, a produgdo de colheitas atingiu um
patamar. A Engenharia Genética possui o potencial para produzir plantas
transgénicas que poderiam aumentar o rendimento da producio, resistir as
pragas e aumentar a qualidade nutricional dos alimentos. No México, os
cientistas desenvolveram ja milho transgénico e plantas de arroz que
toleram niveis toxicos de aluminio, problema comum em solos tropicais
(Tangley, 2000). Cientistas do Instituto Federal de Tecnologia em Zurique
criaram ja “arroz dourado” contendo B-caroteno, o qual é convertido em
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vitamina A. A deficiéncia nesta vitamina torna 230 milhdes de criangas em
todo o mundo mais vulneraveis as infec¢des. Contrastando com a maior
parte das plantas transgénicas, a equipa cientifica deste Instituto de
investigacdo inseriu trés genes na variedade nativa do arroz, dois de um
narciso € um de uma bactéria. Ao mesmo tempo, investigadores Filipinos
esperam cruzar “arroz dourado” com outra variedade que seja consumida
na Asia. A equipa do Instituto Suigo inseriu outros dois genes adicionais no
arroz, que duplicam o teor de ferro e aumentam a sua absorgdo. Desta forma,
combate-se a anemia por deficiéncia em ferro, a desordem nutricional mais
comum a nivel mundial. Um outro exemplo de sucesso comercial de um
horto-fruticola geneticamente modificado prende-se com a introdugdo na
batata de genes previamente obtidos a partir de um genoma bacteriano,
destinados a aumentar a quantidade de amido do tubérculo e, assim, diminuir
a absorgao de Oleo pela batata durante a operagao de fritura. Obviamente,
as cadeias de fast food preferem este tipo de batata nas suas aquisigdes
de matéria prima (Nottingham, 1998). Genes codificando a sub-unidade
de gluten de elevado peso molecular tém ainda sido incluidos em centeio,
com o objectivo de permitir as massas produzidas a partir deste cereal reter
maiores quantidades de agua e de didxido de carbono produzido pelo agente
levedante, traduzindo-se globalmente num amaciamento da referida massa.

Resisténcia as pestes... O uso de pesticidas tem criado problemas
ambientais e de saude. A Biotecnologia possui a capacidade de reduzir a
quantidade e os tipos de pesticidas através do desenvolvimento de plantas
modificadas por bicengenharia que sejam resistentes as pestes e a
organismos causadores de doengas e virus (Verberne, 2000). Vejamos
alguns exemplos: cientistas Nigerianos trabalham num projecto para mapear
0 genoma da mandioca. A mandioca constitui um alimento base em toda a
Africa. A informagdo resultante deste projecto ajudara os investigadores a
introduzir genes que tornardo a mandioca resistente aos insectos e as
doencas (Verberne, 2000). Na Venezuela, cientistas produziram ja com
sucesso uma planta de arroz transgénica que é resistente ao virus “hoja
blanca”, o qual reduz o rendimento das colheitas a metade. Investigadores
em Cornell desenvolveram uma arvore da papaia geneticamente alterada
que é resistente ao virus “mancha em anel’, mortal em papaias cultivadas
no solo vulcanico do Hawaii, e apresentaram ja uma peticao a United States
Drug Administration (USDA) para que esta permita a utilizagcdo comercial da
planta. O Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria do solo que produz um
composto quimico natural toxico para os insectos. Elevadas quantidades de
biopesticidas a base de Bt tém sido usados nos Ultimos anos mas, devido
a sua fraca estabilidade quimica e elevado custo de producgéo, estes
pesticidas ndo atingiram a quota de mercado pretendida. Com o intuito de
se tentar ultrapassar esta limitag@o, alguns genes codificando proteinas de
Bt foram transferidos para plantas, permitindo assim um aumento in vivo da
sua resisténcia a pragas. Em finais do século passado, algumas variedades
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de milho produzindo proteinas Bt, designadamente contra a broca do milho,
comegaram a ser testadas em campos experimentais (incluindo Portugal),
tendo o primeiro milho transgénico sido comercializado em 1996 apos ter
recebido autorizacdo das autoridades competentes da UE, EUA, Japio,
e Canada (Nottingham, 1998; Roller e Harlander, 1992). Milho, batatas e
plantas do algodao foram j4 aiterados geneticamente para conter o gene Bt
(Verberne, 2000). A folhagem das plantas produz a sua prépria toxina para
manter as pestes afastadas. Quando as plantas sao invadidas por agentes
patogénicos, produzem grandes quantidades de acido salicilico, o que leva
a uma resisténcia sistémica adquirida a infecgdes secundarias por um
grande nimero de agentes patogénicos. Os cloroplastos de uma planta do
tabaco foram transformados usando dois genes bacterianos que codificam a
producao de acido salicilico. O fendtipo da planta n3o foi alterado, mas esta
reagiu a infecgdes bacterianas e virais com uma resisténcia semelhante a
resisténcia sistémica adquirida em plantas nao transgénicas. Outras plantas
modificadas geneticamente aprovadas para venda incluem milho resistente
a destruidores de cereais, batatas resistentes ao escaravelho, abéboras
resistentes a virus, e feijdes de soja resistentes ao herbicida glifosato, vendido
comercialmente com o nome Roundup™ (Weinberg, 1996). Este herbicida
pode ser usado em campos com colheitas sem matar as plantas de soja.

Amadurecimento retardado e transportabilidade... O transporte dos
alimentos constitui um problema importante, especialmente devido as
distancias que estes produtos tém que ser transportados, a flutuagdes de
temperatura durante o acondicionamento e expedicdo, e a custos de
expedicdo. Para que os alimentos cheguem ao consumidor antes de se
deteriorarem, tém de ser colhidos antes de amadurecerem, expedidos, e
depois induzidos a amadurecer em armazéns. Bioengenheiros em todo o
mundo tém trabalhado para desenvolver plantas cujos produtos atinjam o
tamanho desejado mas que amadurecem muito mais lentamente (Unger,
1992). A empresa Calgene desenvolveu um tomate que pode permanecer
no campo durante mais tempo para desenvolver mais aroma e textura, e
que permanece firme e fresco durante 7 a 10 dias mais do que os outros
tomates (Unger, 1992). O tomate Flavr Savr™ foi desenvolvido alterando
um gene para a produgédo da hormona etileno. O gene alterado foi um dos
proprios genes do tomate mas introduzido no genoma ao contrario (chamado
gene anti-senso). O etileno & um gas que amadurece os frutos. Alterando o
gene, o tomate n&o produz a quantidade normal de etileno e entdo pode
permanecer durante mais tempo no campo. No entanto, problemas com o
tomate Flavr Savr™ original (a sua pele era demasiado fina) levaram a que
a Calgene o retirasse do mercado até que um tomate de qualidade melhorada
pudesse ser desenvolvido (Unger, 1992).

Alergias alimentares... As alergias alimentares estdo na base das
preocupagdes quando se avaliam organismos modificados geneticamente.
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As alergias podem desenvolver-se em adultos sem qualquer histéria prévia
de alergias. Os alergenos sé&o proteinas que estimulam uma resposta alérgica.
Evitar o alimento é a unica forma de prevenir a alergia a esse alimento.
Colheitas geneticamente manipuladas podem desenvolver novas proteinas,
ou o contexto do padrdo genético pode ser alterado de tal forma que os
produtos genéticos sdo misturados de formas novas.

Introdugdo de novos produtos alimentares... Introduzir novos produtos
alimentares numa populagdo pode despoletar o aparecimento de alergias
entre os membros da populacéo. Por exemplo, a alergia aos amendoins é
relativamente rara em popula¢des Africanas, as quais usaram os amendoins
como alimento base durante geragdes. No entanto, em populagdes Europeias
a alergia aos amendoins é uma realidade. Alergias alimentares comuns séo
causadas por amendoins, feijao de soja, trigo, nozes, crustaceos, peixe,
leite e ovos. Incorporar genes de alimentos alergénicos como estes pode
causar uma reacg¢ao alérgica (Weinberg, 1996; Cummins, 1997).

Os nossos receios... Uma das questdes mais controversas associada a
introdugéo em plantas de mecanismos de resisténcia a herbicidas reside na
possibilidade de a planta se vir a tornar ela prépria daninha, passando a
destruir outros cultivares ou plantas nativas. Porém, as caracteristicas de
uma planta daninha sdo geraimente controladas por mais de um gene,
formando no seu conjunto um sistema complexo, o qual torna altamente
improvavel a possibilidade de a alteragdo genética (introdugdo de um gene)
num cultivar propiciar a sua propagacao incontrolavel no ambiente. Mais
preocupante, embora meramente no campo das probabilidades, é o risco de
0 gene que confere a resisténcia ao herbicida se disseminar através do
polen do cuitivar transgénico para plantas que ja sdo daninhas. Apesar de
os inumeros estudos de campo realizados até a data mostrarem que o
polen raramente é transferido a grandes distancias, tal probabilidade existe,
sendo comprovada pela existéncia de alguns casos historicos conhecidos,
relativos a genes transferidos entre organismos, por mecanismos desconhe-
cidos, nos ultimos milhdes de anos. No entanto, as referidas ocorréncias
s8o tdo raras que se torna impossivel acompanha-las na escala de tempo
de apenas uma, ou algumas, geragdes. No caso da planta do milho, nio
existem mecanismos naturais para a disperséo de sementes, uma vez que
estas se encontram retidas no interior de uma espiga: portanto, o risco de
transferéncia de genes entre esta planta e outras é menor que no caso de
outras plantas (p.ex. o centeio ou a planta do algodao). Por outro lado, nos
EUA, principal produtor mundial de milho, ndo existem plantas selvagens
nativas parentes do milho, pelo que o risco de transferéncia de genes é
ainda menor. Em contrapartida, no México e noutros paises da América
Central, de onde a planta do milho é originaria, existem cultivares selvagens
desta planta, pelo que a introdugdo de milho transgénico nestas regides é
mais arriscada, devendo ser rodeada de grandes cuidados. Novamente
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se conclui que, antes de se proceder a cultura sem restrigbes de plantas
transgénicas, devem ser realizadas analises minuciosas dos riscos envolvidos.

3. AplicagGes da Biotecnologia em Medicina e Farmacologia

Actualmente, a ciéncia encontra-se no limiar de uma nova era, uma era que
ira mudar o mundo. Esta a iniciar-se uma nova revolugdo no conhecimento
humano, sendo possivel efectuar pesquisas antes impossiveis de imaginar.
Os recentes desenvolvimentos na Biotecnologia tém levado a emergéncia
de tecnologias inovadoras usadas na terapéutica. Algumas delas tém
repercussdes significativas na prevencéo, diagnéstico e tratamento de
patologias humanas e animais. A terapia celular, a terapia génica, a
engenharia de tecidos e o xenotransplante sdo exemplos destas tecnologias
emergentes, as bases da terapéutica do presente e do futuro préximo. A
descoberta da sequéncia do genoma humano e os avangos da Biologia
Molecular contribuem para a rapida identificacdo e desenvolvimento de
produtos que permitem potenciais beneficios clinicos. Alguns bons arquétipos
de trabalhos ja em andamento s3o, por exemplo, a deteccdo automatizada
do cancro de mama e lesdes intracranianas, as proteses vivas de pele
humana, a utilizagéo de vacina viva para combater, controlar e atenuar
a SIDA, os biomateriais para fixagdo de proteinas, e as microesferas
biodegradaveis, entre diversas outras pesquisas em desenvolvimento. A
producdo de compostos farmacéuticos tais como antibiéticos, eritropoietina,
esterdides, hormonas e vacinas, quer por via enzimética quer por via gené-
tica, s&o outros exemplos simples da aplicagdo industrial da Biotecnologia
no dominio da medicina e da farmacologia.

3.1. Engenharia Enzimatica

As enzimas s&o catalisadores biolégicos de natureza proteica que intervém
em todas as reacgdes metabdlicas energeticamente possiveis, acelerando-as
de forma especifica. Elas permitem atingir rapidamente o estado de equilibrio
sem modifica-lo, e constituem assim as verdadeiras ferramentas-chave da
Biotecnologia e da industria farmacéutica (Davies, 1989; Tanaka, 1993). As
enzimas estdo presentes em todas as células vivas onde desempenham
uma fung&o vital, controlando os processos catabélicos/anabolicos mediante
0s quais os nutrientes sdo convertidos em energia e em novo material celular.
Algumas das enzimas mais conhecidas s&o encontradas no tracto gastro-
intestinal, onde a pepsina, a tripsina e as peptidases hidrolisam as proteinas
em aminodcidos, as lipases hidrolisam as gorduras em glicerol e &cidos
gordos livres, e as amilases hidrolisam o amido em aglcares mais simples.

A engenharia enzimdtica... tem tido um grande desenvolvimento associado
as areas de farmacologia e toxicologia. Os estudos de interacgbes enzima-
inibidor n@o s6 permitiram a identificagdo de muitos centros activos, mas
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tornaram igualmente a produgdo de medicamentos mais eficaz e de menor
custo. O avango da enzimologia tomou possivel o diagnostico e monitorizagao
de patologias por deficiéncia (ou, em alguns casos, por excesso) de certas
enzimas, e a eliminagdo (recorrendo-se a administragdo de enzimas
especificas) de produtos tdxicos tais como os radicais livres. Neste contexto,
podem citar-se como exemplos, o caso mais usual das enzimas digestivas
utilizadas em situagdes de remogao cirdrgica pancreatica ou estomacal, ou
a administracdo de anti-inflamatérios com funcdes similares as enzimas
superdxido dismutase ou catalase, ou ainda a uroquinase e a estreptoquinase,
utilizadas principalmente na destruicdo de coagulos sanguineos responsaveis
por sérias complicagdes cardiovasculares. Obtém-se, ainda, uma acgao
fibrinolitica directa utilizando-se a enzima sérica plasmina.

Numa perspectiva de Quimica Clinica... certas enzimas proteoliticas
(proteases) s&o utilizadas nos testes de identificagdo e doseamento de
farmacos, ou seus metabolitos, em amostras bioldgicas de tecidos e
sangue. A razao desta aplicagéo baseia-se no facto daqueles compostos se
ligarem as proteinas plasmaticas estando, portanto, somente uma pequena
fracg&o livre para ser doseada através de uma analise quimica directa. O
tratamento prévio de uma amostra com enzimas proteoliticas dissolve a
proteina do complexo e liberta o farmaco ou o seu metabolito, os quais
podem, entdo, ser facilmente extraidos e analisados (Walsh, 1994).

A nivel da industria farmacéutica... a penicilina, quimicamente um
A antibidtico [B-lactamico, foi o primeiro antibidtico a ser produzido e
comercializado em grande escala. Desde meados dos anos 40 do século
passado foram descobertos muitos outros antibiéticos com estruturas
quimicas diferentes, mas as penicilinas ainda sdo os mais amplamente
utilizados (Sousa, 1988). Os antibidticos B-lactamicos (penicilinas e
cefalosporinas) constituem o grupo de antibidticos mais importante, dada a
sua eficacia terapéutica e a sua baixa toxicidade para o Homem. Para além
do nucleo fundamental das penicilinas e cefalosporinas, pode observar-se
ainda a existéncia de radicais diversos, cuja composigio modifica o espectro
antibacteriano e pode tornar resistente, ou n3o, ao succ gastrico ou pode
conferir uma farmacocinética diferente. As Gnicas penicilinas produzidas em
grandes quantidades por fermentag&o s&o a penicilina G (benzilpenicilina)
e a penicilina V (fenoximetilpenicilina), sendo a cadeia lateral do anel
B-lactamico a unica diferenga entre elas. Em consequéncia do aparecimento
de bactérias mutantes resistentes a estes antibitticos, e com o objectivo de
se ampliar os seus espectros de acgdo, procedeu-se & remogdo e/ou
substituicdo das cadeias laterais. As penicilinas semi-sintéticas resultantes,
nomeadamente as isoxazolilpenicilinas, tém-se mostrado eficazes principal-
mente contra as bactérias produtoras de B-lactamases. Para além disso,
r as novas penicilinas exibem propriedades farmacocinéticas distintas das
evidenciadas pelas penicilinas G e V. E o caso da feniticilina e da propicilina,
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as primeiras penicilinas semi-sintéticas que apresentam uma melhor absorgao
oral. O nucleo base da maioria das penicilinas semi-sintéticas € o &cido
6-aminopenicilanico (6-APA). Para se obter o 6-APA, a cadeia lateral V
pode ser removida da penicilina V através de um processo enzimatico,
utilizando-se a acilase da penicilina V (Avendario, 2000; Legoy, 1989;
Sousa, 1988). Da mesma forma, a penicilina G pode ser convertida em
6-APA por hidrélise enzimatica da cadeia lateral na posi¢cdo 6-amino, por
uma penicilinamidase (Avendafio, 2000). Processos quimicos alternativos,
mais complexos, para a produgdo do 6-APA, envolvem a aplicagdo de
solventes, mas, actualmente, a conversido enzimatica €, sem duvida, a
técnica mais utilizada. Outro ndcleo basico dos B-lactdmicos semi-sintéticos
€ designado por acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) (Avendarfio, 2000;
Garrett, 1982; Sousa, 1988). E um intermediario para a produgdo de um
grupo de cefalosporinas semi-sintéticas, dado que é possivel a modificagdo
do 7-ACA em C; e C; e na cadeia lateral acilo. Uma via de produgao do
7-ACA é através da modificagdo quimica da penicilina V para V-ACA
e, posteriormente, hidrolisar este Ultimo composto recorrendo-se a uma
semicilase. Comparativamente com os métodos quimicos convencionais, a
solugéo enzimatica & um procedimento mais simples e muito mais barato
para a sintese de 7-ACA.

Os aminoéacidos... ocupam um lugar importante na quimica de sintese.
As sinteses assimeétricas permitem seleccionar a sua estereoquimica e
tém sido objecto de trabalhos de pesquisa no plano industrial como, por
exemplo, a obtencdo de D-L-metionina e de L-Dopa. As fontes tradicionais
de aminoacidos, como a extracgdo a partir de elementos protéicos, estdo a
ser suplantados pelas técnicas de fermentagdo. Resta a quimica de sintese
uma possibilidade de ganhar o terreno perdido que consiste em explorar a
bioconvers&o de substratos obtidos em massa a baixo prego e valorizados
gragas a utilizagdo da reacgdes enzimaticas em continuo, com o uso de
enzimas imobilizadas capazes de biotransformar esses substratos (Davies,
1989; Tanaka, 1993). A especificidade das enzimas e a sua capacidade de
catalisar, & temperatura ambiente e pressdo atmosférica, reacgbes que
exigiriam uma elevada energia de activagdo, explicam o desenvolvimento
recente de investigagbes com vista & aplicagdo na indlstria farmacéutica.
A utilizagdo de enzimas na sintese de aminoacidos é particularmente
interessante, designadamente para aminoacidos que s3o dificeis de produzir
por fermentagéo (L-alanina) ou para aminoacidos racémicos (L-fenilalanina,
L-metionina, L-valina, L-triptofano) produzidos por sintese com o objectivo
de se obter, através da enzima aminoacilase, o L-aminoacido opticamente
puro (a forma natural e fisiologicamente activa dos aminoacidos com interesse
em medicina e na alimentacgo).

Os esterdides... sdo compostos que contam na sua constituigdo
uma estrutura de quatro anéis, o nucleo ciclopentanoperidrofenantreno.



Compreende esta estrutura, além dos corticosterdides, o colesterol, os
estrogéneos, a testosterona, os acidos biliares e ainda substancias vegetais
como os glicosideos digitélicos e a diosgenina. S3o véarias as enzimas
necessarias na biossintese dos corticosterdides (Avendafio, 2000; Garrett,
1982). A sua deficiéncia, tanto de origem congénita como adquirida tem,
como seria de prever, consequéncias importantes. Uma vez descrita
a constituicdo dos corticosterdides naturais, a investigagao farmacolégica
sobretudo ligada & grande industria langou-se no estudo sistematico de
modificacbes dos corticosterdides de forma a produzir analogos sintéticos.
Sintetizaram-se centenas de compostos, 0 que permitiu um bom estudo
da relagéo estrutura-acgéo terapéutica. Destes compostos apenas cerca
de uma duzia tém interesse simultaneamente terapéutico e econémico,
referenciando-se principalmente a cortisona, um potente anti-inflamatorio
utilizado na terapéutica da artrite reumatoide, para além de poder ser usada
como terapéutica substitutiva em patologia endécrina, ou como farmaco
estimulador da maturagdo puimonar fetal, ou ainda em diversos estados
alergicos. A sintese quimica da cortisona exige numerosas e complexas
etapas coordenadas. Contudo, através de sistemas enzimaticos, alguns
dos quais presentes em certos microorganismos, pode substituir-se
vantajosamente esses métodos quimicos e, por vezes, realizar o processo
num s6 passo. De facto, a cortisona pode ser obtida quimicamente em trinta
e sete etapas a partir do acido desoxicélico. Sao necessarios 635 g deste
acido biliar para se obter 1 g de cortisona com um rendimento de 0.16%. O
microorganismo Rhizopus arrhizus pode converter a progesterona (esteroide
fabricado a partir da diosgenina, extraida de uma Dioscoreacea existente no
México), em 11-a-hidroxiprogesterona, um precursor da cortisona (Roberts,
1998). Com a descoberta deste catalisador microbiolégico, foi possivel o
desenvolvimento de uma nova tecnologia que ganhou maior relevo devido a
relagao de proporcionalidade inversa estabelecida entre o preco de venda
dos produtos e a sua produtividade.

O problema da estabilidade enzimatica do ponto de vista estrutural...
adquire uma proeminéncia especial quando os complexos enzimaticos (tais
como as proteinas multiméricas) s&o utilizados, dado que estas proteinas
séo constituidas por diversas subunidades que devem estar adequadamente
juntas para exibirem uma determinada actividade catalitica. A estabilizago
funcional e estrutural de enzimas multiméricas tem, por conseguinte, um
grande interesse em muitas situacbes, especialmente na prevengdo da
inactivagdo enzimatica resultante da dissociacdo das subunidades. Este
facto toma uma relevancia significativa no caso das enzimas utilizadas em
aplicagbes biomédicas, onde a libertagdo de subunidades pode promover
ndo s6 a inactivagao enzimatica mas também o desenvolvimento de reaccdes
alérgicas indesejaveis. A L-asparaginase é uma enzima tetramérica que
hidrolisa a L-asparagina em acido L-aspartico e amoénia, uma reaccao que,
em condigbes fisiolégicas, é essencialmente irreversivel. Esta enzima é, de




um ponto de vista clinico, amplamente utilizada como agente anti-tumoral
no tratamento da leucemia aguda e do linfossarcoma. A L-asparaginase &,
igualmente, eficaz contra neoplasias que consomem a asparagina existente
nas reservas plasmaticas circulantes, provavelmente em consequéncia da
diminuicdo da express@o da asparagina sintetase por parte das células
cancerigenas. A actual terapia recorre a administragcio endovenosa da
enzima soluvel, mas é eficdz somente em certo grau devido a duas
principais deficiéncias: a L-asparaginase possui um tempo de semivida
curto dentro do corpo humano (devido a acgio do sistema imunitario) e a
sua hidrolise desencadeia efeitos laterais imunolégicos adversos, como
resultado da presenga de uma proteina alienigena no interior do corpo
428 humano. A gravidade destas respostas pode classificar-se desde uma
reaccao alérgica média até ao choque anafilatico. Estudos efectuados por
Balcao et al. (2001b) basearam-se no desenvolvimento de estratégias que
permitissem a estabilizagdo da estrutura quaternaria da L-asparaginase
através da imobilizagdo da enzima em suportes de agarose altamente
activados, seguido do intercruzamento inter-subunidades em fase sélida
(por ligagGes covalentes cruzadas) com polialdeidos obtidos de dextranos
de elevado peso molecular. Tais derivados tinham como objectivo uma
possivel utilizacdo em dispositivos extracorporais para o tratamento da
leucemia. Estes permitem a eliminagdo da asparagina plasmatica, exibindo
claramente duas vantagens: por um lado, a estabilizagio estrutural impede
a libertagdo das subunidades da enzima na corrente sanguinea, com a
subsequente diminuicdo das reacgbes alérgicas e, por outro lado, a
estabilizagao funcional aumenta o tempo til do dispositivo extracorporal,
diminuindo desta forma os custos operacionais. No contexto da co-imobili-
zacéao, estao igualmente descritos na literatura (Balczo et al., 2001c) trabalhos
efectuados com a glutamato desidrogenase, uma enzima que catalisa a
desaminac&o oxidativa reversivel do glutamato em aménia e a-cetoglutarato.
A regulagéo enzimatica do glutamato possui uma importancia Unica a nivel
cerebral, uma vez que aquele composto & um potente neurotransmissor.

3.2. Engenharia Genética

A engenharia genética inclui a analise, produgao e aplicagado de organismos
geneticamente modificados, oferecendo novas possibilidades para a produgdo
industrial de enzimas ou proteinas terapéuticas, para a produg&o transgénica
de plantas e animais e constitui ainda um novo meio de intervencéo contra
a doenga.

A revolugdo pela qual a Biotecnologia passou na ultima década com o
crescente desenvolvimento da tecnologia genética, causou um grande
impacto na industria farmacéutica. A tecnologia dos genes permite a
manipulagéo destes como entidades bioquimicas, possibilitando a introdugao ;
de segmentos de ADN especificos em organismos procariotas ou eucariotas
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e correspondente replicagdo, ou seja, possibilitando a clonagem a genes.
A engenharia genética e a experiéncia adquirida com quatro tipos de
microorganismos, nomeadamente Bacillus e Escherichia (bactérias),
Aspergillus (fungo) e Saccharomyces (levedura), mudaram significativamente
a natureza de produgdo de proteinas, com ou sem actividade catalitica.
Estes microorganismos estdo bem estudados e ficou, desde ha muito,
comprovado que s&@o de manipulagéo segura, de crescimento rapido e com
elevada capacidade de produgio de proteinas com altos rendimentos,
frequentemente expelindo-as no meio de fermentagdo. Uma vantagem
adicional daqueles microorganismos reside no facto de que o meio em que
crescem ja € bem conhecido, o que diminui a necessidade de se realizar
dispendiosas experiéncias com a finalidade de se optimizar as condi¢des
de fermentag&do. Desta forma, torna-se a partida possivel a producdo de
proteinas com interesse terapéutico, transferindo-se para tal o material do
codigo genético da sua estrutura para um dos microorganismos hospedeiros
adequados.

Para levar a cabo estes procedimentos de clonagem é necessario que, em
primeiro lugar, a sequéncia de ADN a clonar esteja disponivel, recorrendo-se
a endonucleases de restrigdo para se proceder ao corte especifico e ao
subsequente isolamento do ADN para clonagem. Em segundo fugar, a
sequéncia de ADN tem de ser incorporada, através de enzimas de restrigéo,
num vector, designadamente num plasmideo ou fago. Finalmente, o vector
escolhido com o ADN inserido tera de ser introduzido por transformacao
numa célula hospedeira, onde o vector consiga replicar o “material inserido”
de uma forma estavel. O uso crescente da tecnologia de cultivo de células
animais culminou no desenvolvimento e comercializagdo com sucesso de
uma variedade de agentes terapéuticos para uso em seres humanos. Por
forma a poder utilizar culturas celulares para produzir grandes quantidades
de um produto, o processo inicia-se com uma pequena quantidade de
“células trabalhadoras”, as chamadas culturas de arranque, as quais sdo
utilizadas para inocular algumas centenas de mililitros de meio. Apbs o seu
crescimento, esta cultura de arranque & escala laboratorial é utilizada para
inocular o biorreactor a escala de produgdo, o qual contém normalmente
varios milhares de litros de meio. Algumas empresas estdo a utilizar a
tecnologia de cultura de células para produzir anticorpos monoclonais.
Estes anticorpos podem ser usados em procedimentos de diagndstico ou no
tratamento de doengas. Uma empresa de Biotecnologia sediada na Califérnia,
a Immunex, utiliza células dos ovérios de ratos Chineses para produzir um
tratamento para a artrite reumatdide, de nome comercial Enbrel™. Existem
mais de nove medicamentos a base de anticorpos monoclonais aprovados
para comercializagdo hoje em dia. Estes incluem a Herceptin™ (comer-
cializado pela Roche e pela Genentech Inc.) para o tratamento do cancro da
mama, o Rituxan™ (Genentech Inc. e Idec Pharmaceuticals Corporation)
para o tratamento do linfoma, e o Remicade™ (Johnson & Johnson) para o
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tratamento da doenga de Crohn e da artrite reumatoéide. Existem, no
entanto, mais de 70 farmacos baseados em anticorpos monoclonais em
testes clinicos. Estdo ainda em desenvolvimento anticorpos para a asma, a
psoriase, deterioracédo da visdo, infecgdes bacterianas, ataques cardiacos
e rejeicao de orgdos transplantados. As novas técnicas de produgio de
anticorpos incluem o desenvolvimento de ratos alterados geneticamente
que podem produzir anticorpos completamente humanos, e a utilizacéo de
técnicas fagicas. Os genes humanos do anticorpo s&o inseridos no fago,
que os exibe na sua superficie. Cada fago produz um anticorpo diferente.
A utilizagdo de tecido regenerado para substituir estruturas doentes ou
danificadas tornou-se uma possibilidade com a tecnologia da célula-
-pluripotencial. O tecido da cérnea pode ser crescido em placas de laboratorio
e transplantado com sucesso para os olhos danificados de alguns pacientes.
Este procedimento usa as células-pluripotenciais da cornea para reabastecer
células gastas. A utilizagcdo de tecnologia de ADN recombinante tornou
possivel a produgao de substancias em quantidades apreciaveis, como por
exemplo o caso de insulina para o tratamento da Diabetes Mellitus, ou o
interferon o-2b indicado para o aumento da resposta imunitaria, no tratamento
de doentes com tricoleucemia, leucemia mieldide cronica, hepatite B cronica
ou Sarcoma de Kaposi associado a SIDA, entre outras situagdes de
carcinoma e condiloma (Garrett, 1982). Também foram desenvolvidas por
esta técnica vacinas, hormona de crescimento e anticorpos monoclonais. O
tratamento da diabetes era feito normalmente com insulina suina ou bovina.
No entanto, verificou-se que um grande nimero de doentes ndo tolerava a
hormona sintetizada por estes animais e desenvolviam graves problemas
alérgicos. Para eles, a Unica alternativa residia no uso de insulina sintetizada
via engenharia genética. Em 1982, o gene que produz a insulina humana foi
isolado e transferido para uma bactéria, a Escherichia coli. Enquanto essas
bactérias crescem e vivem em tangues de fermentagéo, elas produzem a
proteina insulina que é, entao, isolada e purificada para o tratamento da
diabetes. Desta forma, este processo de tecnologia recombinante de ADN
permite combinar caracteristicas (nicas de células tao diferentes como uma
célula bacteriana e uma célula humana. Um outro exemplo de projecto que
visa a producao microbiana de biomoléculas de elevado valor acrescentado
com aplicagéo nas industrias alimentar, cosmética e farmacéutica, prende-se
com a produg&o de carotendides, antioxidantes naturais apontados como
estando envolvidos na prevengdo de doencas cardiovasculares e tumorais.
Os carotendides s&@o actualmente produzidos por via quimica ou extraidos
de plantas ou algas. O conhecimento do material genético levou os
investigadores a procurarem saber se ele podia ser alterado, de modo a
constituir um novo meio de intervengdo contra a doenga. E possivel que,
entre as varias estratégias em investigagdo, a terapéutica génica (Stollerman,
2001) seja a de maior relevo e a mais facil de compreender. A ideia
fundamental consiste em administrar um gene funcional, de modo a fornecer
a determinadas células alvo uma nova capacidade para produzirem proteinas.
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Em determinadas situacdes, esta capacidade deveria estar presente, mas
ou nao existe ou tem um defeito, e noutras situagdes nio existe em
condigbes normais. No primeiro caso, o tratamento dirige-se a doencas
monogenéticas ou Mendelianas; no segundo, torna-se aplicavel sobretudo a
doencas adquiridas, onde se incluem as doengas cardiacas e cancerigenas,
situagbes em que, em dltima analise, a terapéutica génica tem um maior
impacto na saude publica. Independentemente da situagdo, o sucesso
terapéutico avalia-se através do desempenho do gene adicionado. Os
maiores problemas residem na entrega do gene no seu destino correcto e
em manté-lo em fungéo durante um periodo util, produzindo quantidades
suficientes da proteina desejada. Os primeiros estudos incidiram sobre a
deficiéncia na enzima adenosina desaminase (ADA), uma situac&o rara de
transmiss@o autossdmica recessiva, em que a inexisténcia no organismo de
uma determinada enzima tem efeitos particularmente nocivos a nivel do
sistema imunitario. A auséncia de ADA provoca a morte prematura dos
linfocitos T, conduzindo a uma situagéo de imunodeficiéncia. Investigadores
do National Institute of Health (Estados Unidos) transferiram um gene normal
da ADA para os linfocitos de uma crianga que nasceu com a doenga. Em
ensaios clinicos posteriores, o gene foi transferido para células da medula
6ssea. Ambas as estratégias utilizaram uma manipulagcdo ex vivo —
isolaram-se as células de um doente, expuseram-se essas células a
um retrovirus que transportava o gene terapéutico e, posteriormente,
reintroduziram-se as células no doente. As varias experiéncias realizadas
proporcionaram nitida evidéncia que esta técnica era praticavel e segura,
apesar de n&o terem sido avaliados os beneficios clinicos. Em geral, as
mutacdes que alteram a actividade de uma determinada enzima podem
conduzir a acumulagdo de substratos toxicos ou & redugdo de compostos
vitais & manutencgao e a vida celular. E sabido que as mutagées em genes
que codificam para proteinas estruturais estdo na base de anomalias da
arquitectura tecidular. Contudo, como ja se disse, estas deficiéncias s&o
passiveis de correcgdo pela terapia génica, que consiste, basicamente, na
introdug&o no organismo do gene ndo mutado para a produgéo da enzima
funcionalmente activa, ou alternativamente, substituir a base mutada pela
base normal, de modo a evitar a produgio de proteinas funcionalmente
deficientes ou toxicas para as células e/ou tecidos. Um outro exemplo de
sucesso desta terapia € o tratamento de doentes homozigéticos com
hipercolesterolemia familiar, situagédo patolégica caracterizada pela auséncia
de receptores hepaticos para as lipoproteinas de baixa densidade (LDL - Low
Density Lipoproteins) e, consequentemente, pela acumulagéo de colesterol
na corrente sanguinea. Neste caso, cerca de 15% do figado de um doente
foi removido, os hepatécitos isolados e transfectados com o gene do receptor
das LDLs e, subsequentemente, reintroduzidos no figado do doente.
Verificou-se uma melhoria na condig&o geral do doente, com uma diminuigéo
do perigo de rejeigdo imunologica, por se recorrer a utilizagdo de células
autélogas do proprio doente. Para além da hipercolesterolemia familiar,
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outras patologias resultantes de deficiéncias monogénicas (como a doenga
de Gaucher, a hemofilia B, a fibrose quistica, entre outras) ou multi-
génicas adquiridas (carcinoma, rectal, melanomas e o cancro colo-rectal)
tém igualmente sido objecto de ensaios clinicos recorrendo a terapia
geénica (Simdes, 1999). Apesar de existirem, certamente, aplicagdes para a
terapéutica génica ex vivo, a tendéncia mais recente tem consistido na
utilizagéo de métodos in vivo. A grande vantagem deste tipo de estratégia
reside no facto de ndo exigir a infra-estrutura elaborada e as técnicas
especiais necessarias para a remog¢do, manipulagdo e restituicido das
células ao doente. Em vez disso, o gene terapéutico é simplesmente
administrado através de um processo muito semelhante ao utilizado com
os farmacos; a captagcdo do gene/reagente por parte das células-alvo
condiciona o sucesso desta via de administragao de produtos génicos, bem
como o transporte do produto na sua forma ndo degradada. Uma das
primeiras tentativas levada a cabo em muitos centros de investigagao,
consistiu na entrega do CFTR (gene dos canais dos cloretos) as vias aéreas
de doentes com fibrose quistica, uma doenga autossémica recessiva que
tem origem numa mutagcdo do CFTR. Apesar de ficar demonstrado, mais
uma vez, que esta terapéutica génica era praticavel e segura, o nivel de
expressao do gene foi de curta duragdo e o beneficio terapéutico nao foi
evidente. Se fosse possivel entregar a proteina nao seria necessario utilizar
o gene. Na maioria das situagbes, o problema reside no facto de n3o ser
possivel colocar a proteina onde & necessario. Por exemplo, é 6bvio que a
insulina injectada n&o consegue controlar a glicemia suficientemente bem
de modo a evitar todas as crises diabéticas. Como nao & possivel fazer uma
entrega satisfatoria da proteina necessaria, procuramos como alternativa
entregar o gene. As proprias células produzirdo depois a proteina e
controla-la-80. Na actual fase do desenvolvimento da terapéutica génica,
ainda se tem que obter o controlo fisiologico da expressao génica. No outro
grande tipo de terapéutica génica, pretende-se que o gene entregue
tenha uma fung&o que normalmente nao teria — por exemplo, destruigéo de
células tumorais através de processos originais. Actualmente, a pesquisa na
area desta Ultima estratégia assume um papel predominante. Por um lado
devido ao facto de que, de uma maneira geral, as terapéuticas convencionais
ndo sao, muitas vezes, efectivas na obtengio da cura e porque uma
expressao do gene de curta duragdo nao constitui qualquer inconveniente.
Na substituicdo do gene, pelo contrario, é necessario que a terapéutica
tenha uma duragéo significativa. Outra importante vantagem é que o
objectivo consiste em destruir células tumorais, logo, desde que a proteina
que o gene expressa conduza a morte da célula cancerosa sem sacrificar
indiscriminadamente outras células, um investigador pode selecionar qualquer
gene e nao unicamente os que se sabe que estdo associados ao cancro.
A maioria das estratégias sob investigagdo sdo de caracter imunologico
(genes das citoquinas, os das células estimuladoras, como a B7, entre
outros exemplos). Uma estratégia anti-tumoral que praticamente nédo se
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baseia na biologia natural do tumor denomina-se terapéutica génica suicida.
Nesta terapia tenta-se que o proprio tumor seja induzido a produzir um
farmaco (por exemplo, a timidina quinase), activado unicamente nestas
células, ficando estas expostas a doses elevadas e prolongadas desse
farmaco, o que eventualmente culminara na eliminagdo da massa tumoral.
A Biotecnologia sera ainda muito util na area da manipulacdo genética do
RNA (acido ribonucléico), de forma a torna-lo apto a destruicdo de virus, e
no combate as doengas hereditéarias.
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